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Riassunto

RIASSUNTO

L’applicazione delle tecniche dei marcatori molecolari per la tracciabilita nella filiera
agro-alimentare rappresenta una nuova frontiera nel’ambito della tutela di prodotti di
alta qualita. La tracciabilita, divenuta dal gennaio 2005 obbligatoria per tutte le
aziende agro-alimentari, &€ definita come “la capacita di rintracciare e seguire un
alimento, un mangime, un animale produttore di alimenti o una sostanza attraverso
tutti gli stadi della produzione e della distribuzione” (Reg. CE 178/2002). Al fine di
rispettare questa normativa, deve essere applicato un continuo controllo di tutte le
fasi della catena produttiva, dalla raccolta del materiale in campo, alla valutazione
della materia prima in ingresso, all’analisi del prodotto finale. A tale scopo si €'
indagata la capacita' dei marcatori molecolari del DNA, SSR, SNP ed In/Del, per il
controllo della filiera agro-alimentare del pomodoro, al fine di offrire una metodica
sicura e rapida per la tracciabilita, tramite I'identificazione varietale del materiale
fresco e la tracciabilita del prodotto finito. | dati generati hanno portato
all'individuazione di un ridotto numero di loci SSR che ha permesso Ila
discriminazione di tutte le varieta' ibride da industria e degli ecotipi di pomodoro
campani in esame; sono state individuate le condizioni ottimali di estrazione e di
amplificazione di DNA da matrice di pomodoro processata di tre differenti tipologie
(polpa, pelato, pomodorino inscatolato) ed e' stato dimostrato che esiste un limite
nelle dimensioni dei frammenti di DNA amplificabile quando proveniente da matrici
alimentari complesse e che, nonostante I'elevato grado di degradazione dovuto ai
processi produttivi, il DNA possiede frammenti lunghi abbastanza da permettere
I'amplificazione di prodotti di peso molecolare superiore alle 150 bp. | profili allelici
ottenuti mediante I'utilizzo dei loci SSR opportunamente selezionati sono stati, quindi,
confrontati in tre diversi segmenti della filiera agroalimentare del pomodoro (foglia,
bacca, prodotto finito) e sulla base dei risultati ottenuti €' stata dimostrata la fattibilita'
dell'impiego dei marcatori SSR per gli studi di tracciabilita' di filiera e, in alcuni casi,
per lidentificazione della materia prima con la quale il materiale processato
monovarietale e' stato prodotto. Un ulteriore approccio adoperato per la
caratterizzazione delle cultivar e degli ecotipi di pomodoro in esame, €' stato l'utilizzo
di marcatori SNP ed In/Del, che nelle varieta' commerciali hanno mostrato di essere
altamente polimorfici con elevato valore informativo. Negli ecotipi, invece, la maggior
parte dei loci SNP ed In/Del €' risultata essere monomorfica ma il ridotto numero di
loci polimorfici riscontrati ha comunque permesso la discriminazione della maggior
parte delle accessioni in esame. L'analisi della struttura delle popolazioni dei genotipi
analizzati mediante marcatori SNP mostra chiaramente che gli ecotipi campani sono
geneticamente distinti dal restante materiale in analisi. Sulla base dei risultati ottenuti
e dal confronto delle principali caratteristiche dei marcatori utilizzati per I'analisi delle
varieta' commerciali e degli ecotipi di pomodoro campani, gli SSR hanno mostrato
possedere un potere discriminante piu' elevato.



Summary

SUMMARY

During last decades the use of local varieties was strongly reduced due to
introduction of modern cultivars characterized by higher yield and bred for different
traits of agronomic value. However, these cultivars did not always have the quality
aspects that were found in older, traditional lines. Performance also depended on the
know-how of traditional cultivation. Nowadays the practise of intensive agriculture
selects only a small number of species and varieties. This has a consequent
reduction of the diversity in agro-ecosystems and risks the loss of important alleles
characterizing genetic materials adapted to specific environments.

The tomato variety ‘San Marzano’ is a symbol of the ltalian food-industry and
represents, arguably, its most significant horticultural product. However, during the
past few decades, the use of this variety has suffered a decline due to its genetic
deficiencies and the subsequent diffusion of more productive tomato cultivars with
similar fruit shapes (Monti et al., 2004). Modern hybrids possess morphological and
quantitative traits that undoubtedly make them more suitable for fresh market or food
processing purposes, but they are genetically different from the original variety.

The creation of quality marks of the European Union proved to be a successful
system to protect typical products through the Denomination of Origins (PDO-
Protected Denomination of Origin and PGI- Protected Geographical Indication).
However, the protection of quality needs efficient instruments to discriminate DOP or
IGP varieties in the field and to trace them along the agro-food chain. It is essential to
have adequate tools to discriminate the original variety from genetic material of
different origins.

Over last decade consumers' demand for high quality products have made it
necessary to develop a system to certify the genetic origin of material from the field
to the table. Traceability has become one of the most important issues in the food
chain. The concept of traceability is recognized within the European Union under the
regulation ((EC) No. 178/2002) in which traceability is defined as the ability to trace
and follow food, feed and ingredients through all stages of production, processing
and distribution.

DNA molecular markers are a useful tool for variety identification since they are
based on plant genotypes and not much influenced by environmental variation. They
can be highly polymorphic and amenable to high throughput systems like
microarrays. In addition, DNA is much more resistant to industrial processing
procedure, such as exposure to high temperature and low pH, than other molecules,
such as proteins or secondary metabolites (Martinez et al., 2003). In a specie such
as tomato, despite its low level of genetic diversity (Miller and Tanksley, 1990) due to
its self-pollination mating system, DNA molecular markers, if opportunely selected
and validated can be highly informative and a powerful tool for variety discrimination.
The ideal marker system is highly polymorphic, codominant, accurate, reproducible,
high-throughput and low cost (both in terms of capital investment and cost per
assay).

Genotyping of crop plants is often carried out with simple sequence repeats (SSRs).
Analyses with these markers are high reproducibility, multiallelic and co-dominant.
Moreover SSRs are commonly use for mapping studies, variety identification and
marker-assisted selection. SSR markers have the advantages of species specificity,
being highly informative and only require a short template for amplification in PCR
procedure. In tomato a large number of SSR loci have been characterized (He et al.,
2003; Areshchenkova 2000; Smulders et al., 1997). He et al. (2003) reported a study
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where 500 DNA sequences of tomato genome were investigated for SSRs. Of the
158 pairs of SSR primers screened against a set of 19 different tomato cultivars, 129
pairs produced the expected DNA fragments in their PCR products, and 65 of them
were polymorphic with the polymorphism information content (PIC) ranging from 0.09
to 0.67. Smulders et al. (1997) showed that, despite the vast majority of the
microsatellites loci have bi- or tri- allelic repeats, they were able to discriminate
among a high number of tomato cultivars. However, pratically, there could be some
problems in sizing SSR alleles due to PCR and electrophoresis artifacts; null alleles
arising from mutations in the primer region and size homoplasy, whereby alleles of
the same size may not necessarily be identical in sequence (Jones et al., 2007).

The generation of sequence information for many crop species offers new
opportunities in DNA marker studies. SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) are
currently considered the new generation of DNA markers. as they be extremely
numerous and spread all over the genome. In addition, SNPs are suitable to high
throughput procedures thus allowing the contemporary evaluation of a very large
number of DNA sequences. They are usually bi-allelic and although less polymorphic
than SSRs this limitation can be compensated by their abundance.

In a previous study (Yang et al., 2004), the GenBank EST database was mined for
SNPs which resulted in 101 putative SNPs, 83 of which were confirmed empirically.
Among these, 53% proved useful within cultivated germplasm. A similar study
identified 764 putative SNPs from a similar dataset from which only 27% (28/103) of
the putative SNPs tested could be validated experimentally (Labate and Baldo,
2005). The paucity of SNPs within the ESTs can be attributed to low rate of
polymorphism within gene coding regions of tomato and a limited sampling of
genotypes in the databases. Extrapolation of these experimentally defined SNP rates
to the gene and genome level projects a rate of 1 SNP every 4000-8500 bp of
coding sequence.

An additional significant advantage of SNP markers is that results across time and
labs can be readily compared without the need of extensive checks that is required
for comparative sizing of SSR alleles. Similarly, SNPs collected with different SNP
chemistries and platforms can be readily compared, a practice not currently feasible
with SSRs, where any differences in platform or protocol can effect allele
designation. SNPs therefore not only offer lower cost, higher volume, repeatability
and accuracy, but they also offer increased opportunities to develop germplasm
databases.

The present study documents the comparative efficacy of different molecular markers
(minisatellite, SSRs and SNPs) in the discrimination of a representation of tomato
accessions spread in the Campania region and their relationship to morphological
traits. A previous study indicated that DNA fingerprinting based on the (GATA)4
minisatellite showed an high discrimination power (Rao et al., 2006). On the basis of
this knowledge, an homogeneity analysis was carried out on the ecotypes' population
using the minisatellite. The data revealed an high level of polymorphism with 87.10%
of polymorphic bands in the analyzed germplasm. The results indicated the presence
of ten homogeneous and six heterogeneous ecotypes that showed the presence of
two or four different genotypes in the same ecotype.

In addition, the power of SSR and SNP fingerprinting carried out only on the
homogeneous ecotypes selected was investigated. As expected for non-hybrid
tomato cultivars, the SSR analysis showed that all the genotypes are homozygous.
Of the 14 SSRs analyzed, 13 have been shown to be polymorphic among the
accessions studied. The mean number of alleles obtained was 2.8 and the highest
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PIC was 0.76, with a mean PIC value of 0.46 considering all the 14 SSR loci. The
data indicated that the SSR markers revealed high levels of polymorphism allowing
the discrimination of all the ecotypes analyzed, but 'San Marzano Cilindrico' and 'San
Marzano Murano' accessions that share also the same (GATA)4 profile, a fingerprint
that can be considered the only 'San Marzano' specific one (Rao et al., 2006). It has
been found that three SSR amplifications allowed the same level of discrimination.
The most informative SSRs had different utilities: some permitted the identification of
accessions featuring a specific allele, others distinguished between types of cultivars
and others even differentiated forms of the same type. The results indicate that,
despite the limited genetic diversity of tomato (Miller and Tanksley, 1990), DNA
fingerprints based on SSRs allowed for discrimination not only of different cultivars
(He et al., 2003; Smulders et al., 1997), but also of morphologically similar types.

A low level of polymorphism has been found using SNP markers. Only 12 SNP loci
out of 71 showed polymorphism among the local cultivars, with a mean PIC value of
0.315 when considering only the polymorphic loci. It was possible to identify five
SNPs that could be representative of the level of discrimination of all the SNPs
analyzed and that can distinguish the same accessions. The SNP markers used
were not able to generate a unique profile of all the accessions. Two ecotypes,
closely related on the basis of SSRs and minisatellite analysis, shared the same
allelic profile at all the SNP loci.

In addition, the high number of SNP markers analyzed allowed the analysis of the
population structure. The accessions spread in the Campania region were compared
to a collection of accessions geographically different and with different purposes. The
results showed that the ecotypes cultivated in the Campania region clustered
separately, indicating that these accessions are genotypically different from all the
other material.

In conclusion, both SSRs and the (GATA); minisatellite, most likely due to their
multiallelic nature, were useful in depicting genetic relationships consistent with the
hierarchical pattern generated by the morphological data, yet SSR analysis
possesses various advantages over (GATA)s;-based discrimination. The former is
faster and more suitable for high-throughput analysis, as well as traceability in the
agro-food chain (Melchiade et al., 2007; Schlotterer, 2004), as all current DNA-based
methods for determining the authenticity of food rely on PCR-based molecular
markers (Martinez et al., 2003).

Comparison between the molecular markers

The main features of the three molecular markers analyzed (14 SSRs, 71 SNPs, 6
In/Dels) have been compared between the two populations of cultivated tomato
examined, varieties and ecotypes.

SSR markers showed high levels of polymorphism in the examined germplasm. The
PIC value and the percentage of polymorphic loci for the SSR markers were found to
be high in both varieties (mainly hybrids) and ecotypes. The PIC showed values in
the range of 0.441 (varieties) to 0.447 (ecotypes) with an average of 0.444 across the
germplasm analyzed. The percentage of polymorphic loci was 92.86%, the same
value in both the populations. These results indicated that the discrimination power of
SSR markers selected was not influenced by the genetic variability of the examined
population. A set of only five SSR markers was found to be able to give a unique
profile of all the accessions examined.



Summary

SNP markers are mainly bi-allelic and therefore a maximum PIC value of 0.50 can be
expected for a given locus. In some case it has almost reached this threshold
detecting a PIC value of 0.49. However, SNP markers showed an intermediate level
of polymorphism. A higher level of diversity was observed among the varieties as
compared to ecotypes. The PIC values calculated for these markers were in the
range of 0.25 (varieties) to 0.059 (ecotypes) with an average of 0.154 across the
germplasm collection examined and the percentage of polymorphic loci was 75.76%
for the varieties and 21.21% for the ecotypes. However, if one takes into
consideration only the polymorphic loci to calculate the PIC, this value has been
found higher overall among the ecotypes (0.277) where the majority of the SNP
markers were monomorphic. This set of SNP markers was not able to distinguish all
the accessions, neither among the varieties nor the ecotypes.

Similar results were found using In/Del markers. All the In/Del markers out of six
analyzed, were found to be polymorphic among the varieties, but not able to allow
the discrimination of every cultivar. Only one In/Del marker out six was found to be
polymorphic among the ecotypes.

In conclusion, the data indicated that SSR markers showed the highest level of
polymorphism and the highest discrimination power among the germplasm collection
analyzed.

DNA molecular markers for the traceability in the tomato agro-food chain

Molecular markers techniques for the traceability in the agro-food chain represent a
new frontier to certify high quality food products. The aim of this work was to give a
robust and fast tool that allows tomato food to be traced through every step of the
production chain back to its origin.

DNA extraction from difficult food matrices is a complex procedure because of the
low amount of DNA present and the high degree of degradation due to the
processing procedure used for food production. Among the food preservation
techniques, canning is carried out according to two main conditions: high
temperature and acid pH that are causes of fragmentation of high molecular weight
DNA, which can affect its capacity to be amplified.

This study analyzes DNA from different processed foods, chosen in order to assure
the presence of a representative sample for each typology (peeled tomato, paste
tomato, cherry tomato). In order to obtain high concentration and high quality DNA to
be amplified, genomic DNA from processed foods was extracted using different
amounts of starting material and following the procedure of different DNA extraction
kits (e.g. Genelute Plant Genomic DNA Kit, SIGMA) and the standard CTAB-based
DNA extraction protocol. It was not possible to determinate the amount of DNA
extracted by agarose gel electrophoresis, because of its low concentration and the
high degree of degradation, so it was directly used as template DNA for SSR
amplification.

The second step of this research was to select SSR loci able to discriminate all the
cultivars used in this project and able to generate amplified fragments when DNA
from processed food is used as template. Fourteen tomato SSR loci were selected
for their high polymorphism, their easily scored patterns and the ability to generate
small size PCR products to amplify degraded DNA. All of them were used to
genotype a set of seventeen different tomato cultivars in order to obtain an allele
profile of all the genotypes using tomato leaf DNA. Among those microsatellites,
three were found to be able to generate a unique profile for each cultivar allowing
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their identification and discrimination. All the 14 SSRs were used to analyze DNA
extracted from tomato fruits and processed foods. The best results in terms of
fragment amplification when DNA from processed foods is used as a template were
obtained using dried tissues and the kits procedures for the extraction. The Kkits
allowed to have specific amplifications visible on the gel and peaks detectable by
capillary electrophoresis. It was necessary to modify the PCR conditions to obtain a
good amplification and PCR products of expected size. Only with a small amount of
template DNA it was possible to get amplicons. It could be explained by reduced
inhibition of polymerase activity due to the lower presence of inhibitory compounds
that are normally present in industrial products (Tengel et al.,, 2002; Breton et al.,
2004; De la Torre el al., 2002). Nine out of the fourteen SSR primer pairs used were
able to produce the expected DNA products in a range between 94 -164 bp, while the
other five failed to amplify due to the higher molecular sizes of expected fragments.
This result demonstrates that there is a limit in amplicon size when the template
comes from processed food due to its high degree of degradation. However, the
concentration of DNA did not appear to be limiting; rather, successful amplification
likely depends on the ability of the different kits to free DNA from the PCR inhibitors
present in the samples and on amplicon size.

SSR allelic profiles obtained for tomato leaves, fruits and processed foods were
compared. As expected for hybrid tomato cultivars, two peaks were obtained for the
major part of analyzed loci, demonstrating that all the genotypes are heterozygous.
Of the nine amplified primer pairs, seven were polymorphic and two were
monomorphic among the tomato processed foods tested. The results show that the
allelic profiles obtained from three of the tomato fruits and processed foods examined
('Tomito", 'Minidor' and 'Cirio 3') matched with their respective allelic profiles obtained
from leaf DNA. On the other hand, for 'Talent' there was not a correlation between
the allelic profiles obtained from leaf and fruit DNA compared to DNA isolated from
processed food. Instead, it matched to the allelic profile of genotype 'Ercole'. This
could be explained by the substitution of varieties with the same shape and purpose
as 'Talent' at some point in the production chain.

In conclusion, the data shows that it is possible to trace the entire chain of tomato
food production and to identify the variety from which tomato mono-varietal
processed food has been made. In addition, a protocol has been developed to
extract DNA from tomato processed food and it has been shown that DNA
concentration are sufficient for consistent amplification if DNA was well purified from
other compounds that could inhibit the polymerase activity. Furthermore, it has been
found that although DNA in processed food is highly degraded, fragments up to 150
bp can be successfully amplified using microsatellites. Finally, it is possible to
conclude that SSRs are a suitable tool to identify tomato fresh materials and to trace
them through all the stages of the agro-food chain, even thought the PCR product
size could be a limiting factor to analyze some SSR loci.



Introduzione

1. INTRODUZIONE
1.1 Il pomodoro: classificazione botanica

Il pomodoro appartiene alla ampia e diversificata famiglia delle Solanaceae, che
consiste di 96 generi e piu' di 2800 specie (Nee et al., 1991). Quella delle
Solanaceae €' una delle piu' importanti famiglie delle angiosperme per valore
economico e comprende molte delle piu' comuni piante coltivate tra cui la patata, il
pomodoro, il peperone, la melanzana, la petunia ed il tabacco. | membri di questa
famiglia sono estremamente differenti in termini di habitat e morfologia (Knaap et al.,
2004). Il pomodoro coltivato, genere Lycopersicon, €' tra i piu' piccoli dei generi delle
Solanaceae. E' stato originariamente denominato Solanum lycopersicum da
Linnaeus (Linnaeus 1753). Nel 1754, Miller separo' il pomodoro e designo' il genere
Lycopersicon e la specie esculentum per il pomodoro coltivato (Miller 1754). I
genere Lycopersicon €' stato inizialmente distinto dal genere Solanum a causa delle
differenti caratteristiche delle antere e delle foglie. Mentre Lycopersicon ha le antere
che deiscono lateralmente e foglie che si presentano principalmente pinnate,
Solanum ha antere che deiscono dalle estremita' terminali e foglie che tendono ad
essere semplici. Le relazioni filogenetiche tra i due generi sono state oggetto per
lungo tempo di grandi dibattiti; molti dei ricercatori riconoscevano Lycopersicon come
un genere distinto dagli altri, mentre altri suggerivano di accorparlo con Solanum.
Piu' recentemente, basandosi sulle informazioni derivate dai dati molecolari e
morfologici, €' stata suggerita una nuova classificazione tassonomica del pomodoro e
la riadozione della nomenclatura Solanum lycopersicum per il pomodoro coltivato
(Knapp et al., 2004; Peralta e Spooner 2001; Olmstead et al., 1999; Spooner et
al.,1993; Terrell et al., 1983).

1.2 Origine della pianta di pomodoro

L'origine della pianta del pomodoro sembra essere I'America del Sud, in particolare
quella larga regione che si estende dall’Ecuador al Peru e dal Cile settentrionale alle
isole Galapagos, dove tuttora vive come pianta selvatica. La coltivazione della pianta
del pomodoro era gia diffusa in eta precolombiana come pianta ornamentale in
quanto veniva considerata velenosa. Da qui in seguito si diffuse anche in America
Centrale e a farla conoscere in Europa furono gli Spagnoli nel XVI secolo, ma ancora
esclusivamente a scopo ornamentale.

Il pomodoro originalmente aveva un portamento strisciante e perennante, ma grazie
al miglioramento genetico ed alle condizioni climatiche degli areali dove viene
coltivato € diventato una pianta eretta ed annuale. In Europa, soltanto in Italia e
successivamente in Spagna, il pomodoro fu utilizzato per fini alimentari, soprattutto
presso le popolazioni rurali. Probabilmente in Italia furono avviati i primi tentativi di
coltivazione che poi si €' diffusa principalmente nei paesi del Mediterraneo (Soressi
1969; Esquinas-Alcazar e Nuez, 1995; Garcia-Martinez et al., 2006). Si ritiene, pero',
che il pomodoro sia stato reintrodotto in Nord America nel XVIII secolo (Rick 1976).
In Nord America lo standard del frutto di pomodoro €' in realta' la forma globulare,
liscia e solida; le altre forme di pomodoro furono coltivate come heirloom o varieta' da
giardino (Bailey et al., 1960; Noble 1994). Di contro, in ltalia e negli altri paesi
europei, le forme di pomodoro appiattita, periforme, a cuore, allungata, cherry e
costoluta furono subito apprezzate e coltivate. Molti di questi tipi sono stati utilizzati
nei programmi di miglioramento genetico del pomodoro ed alcuni sono stati
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tramandati, nel corso degli anni, come varieta' locali presenti ancora oggi sui mercati
locali.

1.3 L'importanza economica

Il pomodoro coltivato S. lycopersicum, €' una coltura di rilevante valore economico
mondiale. E' tra le tre colture ortive maggiormente consumate al mondo con una
produzione sul mercato fresco di quasi 130 milioni di tonnellate (FAOSTAT 2007;
http://faostat.fao.org). Nonostante sia una pianta tropicale, il pomodoro e' coltivato in
ogni angolo del mondo. E' coltivato nelle serre nei luoghi dove le basse e rigide
temperature sono un fattore limitante. | paesi che rappresentano i maggiori produttori
di pomodoro, in ordine discendente, includono Cina, USA, Turchia, India, Egitto ed
Italia (http://faostat.fao.org). In ltalia sono 38.000 le aziende agricole impegnate nella
coltivazione del pomodoro (14.400 nella produzione del pomodoro da trasformazione
e 23.500 nella produzione di quello da mensa). Degli oltre 550.000 ettari coltivati in
Italia ad ortaggi, 68.658 sono quelli che nel 2008 sono stati coltivati per produrre
pomodoro da avviare alla trasformazione, 23.000 quelli che invece sono stati coltivati
per produrre pomodoro da mensa per il consumo fresco. La produzione & pari a 4,9
milioni di tonnellate di pomodoro per la trasformazione (43,7% nel Nord ltalia, 7% nel
centro e 49,3% nel Sud ltalia). La produzione & concentrata per il 34% in Puglia e il
28% in Emilia Romagna. La Lombardia & la terza regione per superficie coltivata a
pomodoro e la Campania la quarta. Dal 2003 al 2007, I'ltalia ha prodotto mediamente
6,5 milioni di tonnellate di pomodoro (pomodoro da industria e pomodoro fresco), pari
al 38% dell'intera produzione dell'Unione Europea a 27 Paesi membri. Di questi, 5,2
milioni di tonnellate sono destinati alla trasformazione (il 53% del volume trasformato
dall'intera Unione Europea) e 1,3 milioni di tonnellate di pomodoro per il consumo
fresco. In questo ultimo segmento di mercato I'ltalia gioca un ruolo meno importante,
rappresentando  soltanto il 19%  dellintera  offerta  europea (fonte:
AgroalimentareNews).

Inoltre, il pomodoro €' stato un eccellente sistema modello per gli studi di genetica
vegetale, in ricerche di base ed applicate. Questo e' dovuto a differenti ragioni (Rick
e Yoder, 1988), tra cui la possibilita' di coltivazione in differenti ambienti, il ciclo vitale
breve, l'elevato grado di autoimpollinazione ed omozigosi, il grande potenziale
riproduttivo, la facilita' di controllarne l'ibridazione, la presenza di un corredo diploide
con un genoma di piccole dimensioni (950 Mbp) (Peterson et al., 1998;
Arumuganathan e Earle, 1991) e la disponibilta' di risorse genetiche e genomiche
(http://tgrc.ucdavis.edu; http://www.sng.cornell.edu). Recentemente, la disponibilta’ di
librerie di inserti genomici di elevato peso molecolare, YAC (Bonnema et al., 1996) e
BAC (Budiman et al., 2000; Hamilton et al., 1999), ha facilitato il clonaggio map-
based e posizionale. Pomodori transgenici sono facilmente prodotti con metodi di
trasformazione che utilizzano Agrobacterium tumefaciens (Patil et al., 2002;
McCormick et al., 1986). Il pomodoro €' stata la prima coltura per cui, negli USA,
varieta' geneticamente ingegnerizzate sono state commercializzate (Breuning e
Lyons, 2000) e per cui un gene di resistenza e' stato clonato (Martin et al., 1993).
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1.4 La variabilita ed il miglioramento genetico

Il pomodoro coltivato possiede una limitata variabilitd genetica, conseguenza diretta
dell'elevato livello di autoimpollinazione e dei differenti eventi di selezione naturale ed
artificiale che sono avvenuti durante la domesticazione e la diffusione delle moderne
cultivar (Rick 1976). | primi pomodori, introdotti in Europa dagli Spagnoli, fornirono
l'intera base genetica delle moderne cultivar e conseguentemente le attuali varieta'
presenti sul mercato nazionale ed internazionale, sono altamente simili le una alle
altre. E' stato stimato che all'interno del genere S. lycopersicum €' presente solo il
5% della variabilita genetica totale presente in Solanum (Miller e Tanksley, 1990;
Rick e Fobes, 1975). Le relative specie selvatiche, comunque, sono una ricca fonte
di geni e caratteristiche idonee per il miglioramento genetico.

Per questo motivo, durante gli ultimi 70 anni, le specie selvatiche di pomodoro sono
state utilizzate in programmi di breeding per migliorare il pomodoro coltivato (Rick
1982; Rick 1979; Rick 1973). Il pomodoro coltivato rappresenta, infatti, il tipico
esempio di specie vegetale che ha significativamente beneficiato delle introgressioni
da germoplasma esogeno. Numerose sono le accessioni selvatiche identificate che
posseggono caratteristiche agronomiche di rilevanza come l'elevata qualita' del frutto
e resistenza a stress abiotici. E' stato stimato che piu' di 62.800 accessioni di
pomodoro coltivato e selvatico sono conservate in diverse banche di germoplasma
nel mondo, includendo quelle presenti presso il “United States Department of
Agriculture” (USDA) ed il “Plant Genetic Resources Unit” (PGRU) a Geneva (NY)
negli USA, il “CM Rick Tomato Genetics Resource Center’” (TGRC) dell'Universita'
della California, Davis (CA) USA e presso I' "Asia Vegetable Research and
Development Center” (AVRDC) in Cina. Altre collezioni di germoplasma sono anche
conservate in Olanda (IVT), Russia (VIR), Giappone (NIAS), Peru' (DHUNA) e Cuba
(INIFAT) (Kalloo 1991).

Il breeding di nuove cultivar di pomodoro con migliori caratteristiche acquisite €'
cominciato piu' di 200 anni fa in Europa, principalmente in ltalia (Stevens e Rick,
1986; Tigchelaar 1986). Ad oggi, le cultivar destinate al mercato fresco ed alla
trasformazione industriale sono abbastanza distinte, come risultato delle differenti
richieste e necessita' di qualita' in funzione della destinazione d'uso. L'obiettivo
principale del miglioramento sul pomodoro, per entrambi gli scopi, €' stato
l'incremento della produttivita'. Altre caratteristiche comuni includono la presenza di
resistenze a differenti malattie, l'adattabilita’ a differenti condizioni climatiche e
numerose altre caratteristiche riguardanti la qualita' del frutto come la precocita' di
maturazione, la resistenza alla rottura, la consistenza. Caratteristiche specifiche
richieste per le cultivar destinate al processamento riguardano la qualita' del frutto
includendo la compattezza, il colore, il pH, I'acidita’, la consistenza. Caratteristiche
specifiche, invece, richieste per le cultivar destinate al mercato fresco sono
l'uniformita’ della dimensione dei frutti, la forma ed il colore, I'assenza di anomalie, il
gusto e I'aroma (Stevens e Rick, 1986; Tigchelaar 1986).

Uno dei principali limiti della coltivazione di pomodoro € il danno causato da agenti
patogeni, quali virus, batteri e funghi. Il loro controllo coinvolge principalmente tre
strategie, che sono le tecniche di allevamento, I'applicazione di prodotti chimici, l'uso
di varieta resistenti. L'uso di varieta resistenti €’ forse lo strumento principale per
ridurre i danni causati da agenti patogeni con un impatto minimo sull’ecosistema.
Finora, I'allevamento di pomodoro ha portato a varieta con resistenza ad oltre una
decina di agenti patogeni che comprendono virus, batteri e funghi. Per questa
specie, la maggior parte delle resistenze utilizzate € monogenica e dominante.
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Attualmente esistono diverse varieta’ coltivate di pomodoro che presentano geni di
resistenza contro almeno tre o quattro agenti patogeni (es. varieta’ VFN con
resistenza a Verticillium, Fusarium e Nematodi). Con l'incremento della produzione di
ibridi F4 sara' possibile utilizzare varieta' con quattro a sei resistenze acquisite
combinate.

Sin dal loro iniziale sviluppo nel 1980, i marcatori molecolari sono ampiamente
utilizzati come strumento principale per l'allevamento di molti raccolti, tra cui il
pomodoro. Per la semplicita’ della base genetica e a causa delle difficolta’ riscontrate
nell'effettuare la selezione basata sugli aspetti fenotipici, un grande sforzo & stato
realizzato per trovare marcatori molecolari legati ai geni resistenza alle malattie.
L'utilizzo di marcatori molecolari e le tecniche di MAS (Marker Assisted Selection)
hanno facilitato l'identificazione, il mappaggio ed il trasferimento di numerosi geni di
resistenza a stress biotici ed abiotici e di loci che controllano caratteri quantitativi
(QTL) in pomodoro. Fino ad oggi, piu di 40 geni (tra cui molti singoli geni e QTL) che
conferiscono resistenza a tutte le principali categorie di agenti patogeni delle piante
sono stati mappati in pomodoro (mappa molecolare) e/o clonati da altre Solanaceae
(Bai et al., 2003; Chunwongse et al., 2002; Parrella et al., 2002; Grube et al., 2000).
Indipendentemente dal tipo di tecnologia utilizzata per la selezione, i marcatori
strettamente legati ai geni di resistenza possono essere di grande aiuto in programmi
di resistenza alle malattie, consentendo di seguire il gene sotto selezione attraverso
le generazioni in assenza della verifica (0 con una verifica limitata) dell'espressione
fenotipica del gene di resistenza (Tanksley et al., 1989). Inoltre, marcatori legati alla
resistenza alle malattie possono essere utilizzati anche per piramidalizzare nello
stesso genotipo geni di resistenza. Infine, diversi geni di resistenza del pomodoro, tra
i quali Cf-2, Cf-4, Cf-5, Cf-9, Pto, Mi, 12, e Sw-5, sono stati identificati grazie alla
presenza di marcatori associati. Tra i piu' rilevanti programmi pubblici di breeding
vanno citati quelli della University of Florida (Scott et al., 2009), della North Carolina
State University (Levis et al., 2005), dell'Ohio State University (Sim et al., 2009), della
Pennsylvania State University (Ashrafi et al., 2009) e della Cornell University (Orsi e
Tanksley, 2009).

Sebbene il pomodoro rappresenti una delle specie vegetali in cui la selezione
assistita ha fornito dei risultati tangibili (Yang e Francis, 2005; Tanksley e Nelson,
1996) I'imminente completamento del sequenziamento delle regioni eucromatiche
del genoma fornira’ una serie di informazioni genomiche molto piu’ complete, utili sia
per lo sviluppo di nuovi marcatori molecolari adatti alla selezione assistita che
l'identificazione di geni di resistenza contro i diversi stress.

1.4.1 La produzione di ibridi

Per lungo tempo il miglioramento genetico sul pomodoro era principalmente
finalizzato allo sviluppo di cultivar inbred ed alla loro commercializzazione. Dal 1970
maggiore enfasi €' stata data alla produzione di ibridi F¢. In molti paesi produttori di
pomodoro (USA, Giappone, Europa) la produzione €' soprattutto basata sull'utilizzo
di varieta' ibride. L'uso di ibridi in pomodoro non €' soltanto dovuto al beneficio
dell'eterosi in se', ma a fattori legati principalmente alla protezione degli investimenti
che i breeders hanno effettuato sulla ricerca per combinare un insieme di attributi
come le resistenze a malattie e la produzione di cultivar che presentano geni di
interesse in condizioni di eterozigosi (Scott e Angell, 1998; Georgiev 1991). Al giorno
d'oggi, quasi tutte le varieta' commerciali di pomodoro destinate sia al mercato fresco
che al processamento industriale sono ibridi.
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Come in campo industriale & possibile brevettare una novita scientifica o tecnologica,
facendo valere i propri diritti economici su di essa, anche in campo vegetale &
prevista la richiesta dei diritti di tutela per le nuove varieta vegetali.

L'UPQV (International Union For The Protection Of New Varieties Of Plants) &€ una
organizzazione intergovernativa fondata nel 1961 ed entrata in vigore nel 1968 per la
protezione delle nuove varieta di piante. Scopo dell' UPOV €& quello di promuovere un
efficiente sistema di protezione sui ritrovati vegetali ed assicurare che i membri
dell'Unione riconoscano i risultati raggiunti dai costitutori vegetali, concedendogli un
diritto di proprieta intellettuale. Inoltre, assiste i paesi membri (ltalia inclusa) nel
processo di implementazione nella propria legislazione nazionale. | breeders che
operano in Italia hanno due possibilita alternative per tutelare le proprie novita
vegetali: a) tutela solo per I'ltalia, con la protezione nazionale per le nuove varieta
vegetali, attraverso il Decreto Legislativo 10 febbraio 2005, n.30; b) tutela per tutto il
territorio della Comunita Europea, con il regime comunitario di privativa per i ritrovati
vegetali (Reg. (CE) 2100/94).

La diffusione di varieta' ibride piu produttive, omogenee e migliorate per vari caratteri
agronomici importanti ha, pero', portato negli ultimi decenni al declino dell'utilizzo di
cultivar locali caratterizzate da qualita e tipicita'. Le caratteristiche di qualita' di queste
varieta' sono dovute anche al know-how dei sistemi di coltivazione tradizionale.
L’agricoltura intensiva utilizza un limitato numero di varieta, con conseguente
diminuzione della diversita negli agro-ecosistemi e rischio di perdita di alleli
importanti presenti in materiali genetici adattati a specifiche condizioni ambientali.
Effettuare la caratterizzazione molecolare risulta essere uno strumento utile per
proteggere e valorizzare ecotipi locali che potenzialmente aspirano ad avere marchi
di qualita (Denominazione d’Origine Protetta- DOP, Indicazione Geografica Protetta -
IGP), come gia accaduto per il pomodoro 'San Marzano'.

1.5 Il 'San Marzano': una cultivar campana di pregio

Secondo la leggenda tradizionale il primo seme di pomodoro €' giunto in Italia intorno
al 1770, come dono del Regno del Peru al Regno di Napoli, e sarebbe stato piantato
nella zona che corrisponde al comune di San Marzano, dando quindi origine a tale
varieta'. Sebbene l'origine del 'San Marzano' sia ignota ed ancora non definita, €'
probabile che tale cultivar sia derivata dall'ibridazione o mutazione di pre-esistenti
popolazioni locali di pomodoro a frutto allungato. Tali materiali sono, poi, stati
selezionati e migliorati dagli agricoltori locali, fino alla definizione di vere e proprie
varieta', frutto dell'attivita' di miglioramento genetico.

Il pomodoro 'San Marzano' €' ampiamente conosciuto e commercializzato nel mondo
per le sue qualita' organolettiche ed e' un classico esempio di varieta' locale con un
valore aggiunto (Porretta 1995). Nonostante questo frutto di pomodoro abbia assunto
un rilevante apprezzamento dal punto di vista gastronomico anche per la produzione
di processato “pelato”, esso possiede caratteristiche agronomiche indesiderate come
I'assenza di resistenze a patogeni ed una bassa produttivita' rispetto alle moderne
cultivar ibride con bacche simili (Monti et al., 2004) che sono, pero', geneticamente
molto differenti dalla varieta' originale. Purtroppo, numerosi prodotti che derivano da
cultivar ibride di origine e background genetico incerti, etichettate come 'San
Marzano', sono commercialmente disponibili sul mercato fresco ed industriale.

Dal 1999 la legittima e tradizionale produzione di 'San Marzano' e' protetta dalla
certificazione del marchio di tutela DOP (Denominazione di Origine Protetta). La
creazione di marchi di tutela da parte dell'Unione Europea si & rivelata un utile
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strumento per proteggere la tipicita dei prodotti alimentari e rivitalizzare alcuni
comparti produttivi che includono produzioni tradizionali di pregio. La Denominazione
di Origine Protetta (DOP) estende la tutela del marchio nazionale DOC
(Denominazione di Origine Controllata) a tutto il territorio europeo. Il marchio si
riferisce ad un prodotto originario di un paese e di una regione caratterizzato da una
qualita essenzialmente o esclusivamente dovuta all’areale geografico, inclusi i fattori
naturali e umani che lo caratterizzano.

L'Ente Regionale di Sviluppo Agricolo in Campania (E.R.S.A.C.) ha promosso uno
studio per assicurare la conformita' genetica e morfologica delle piante 'San
Marzano' coltivate nella area DOP e per identificare marcatori molecolari capaci non
solo di discriminare nell'ambito di differenti genotipi, ma anche potenzialmente utili
per identificare inequivocabilmente i prodotti 'San Marzano' nella filiera
agroalimentare.

1.6 Marcatori genetici
1.6.1 Marcatori morfologici e biochimici

Per definizione, ogni carattere espresso in forme multiple puo' essere considerato ed
utilizzato come un marcatore genetico. Fin dal 1900, i breeders conoscono la
potenzialita' di utilizzare i marcatori genetici come criterio di selezione. L'uso di
marcatori morfologici €', pero', spesso associato a difficolta' inerenti I'espressione
dominante, le interazioni epistatiche, gli effetti pleiotropici, la penetranza incompleta.
In pomodoro ci sono piu' di 1300 geni che influenzano le caratteristiche morfologiche,
fisiologiche e che sono coinvolti nella resistenza a malattie (Kalloo, 1991), di cui
meno di 400 sono stati mappati (Chetelat 2002; Tanksley 1993; Mutschler 1987).
L'IPGRI (Internation Plant Genetic Resources Institute) ha pubblicato la lista di
descrittori morfologici del pomodoro (IPGRI 1996, Descriptors for Tomato,
Lycopersicon spp.), che include descrittori con diverso potenziale informativo.
“Descriptors for Tomato (Lycopersicon spp.)” €' una revisione di una lista di
descrittori che e' apparsa nel 1981 in “Genetic Resources of Tomatoes and Wild
Relatives” (IBPGR 1981). L'UPOV ha fatto propri questi descrittori (UPOV 2001) che
sono attualmente disponibili ed utilizzabili come strumento per l'identificazione e la
protezione varietale dagli enti preposti a tale attivita' (ENSE, Ente Nazionale delle
Sementi Elette).

Per essere idonee alla protezione, le varieta devono rispondere ad un set di caratteri
e requisiti stabiliti (principalmente morfologici) utilizzati nellesame DUS
(Distinguibilita dalle varieta gia esistenti, Uniformita e Stabilita) (Ardley e Hoptroff,
1996). L'esame prevede la documentazione e la registrazione di una serie di rilevanti
caratteri morfologici (es. colore, forma, dimensione) e fisiologici (es. tolleranza a
malattie) (UPOV 2001) sulle varieta' candidate in confronto con varieta' simili gia'
esistenti (varieta' di riferimento) per un periodo di almeno 2 anni. Questo, insieme al
fatto che la discriminazione tra accessioni strettamente correlate e' spesso possibile
solo durante gli ultimi stadi del ciclo vitale della pianta, come nel caso del pomodoro,
ha incanalato linteresse verso I'utilizzo di marcatori molecolari del DNA a
complemento e/o validazione dell'esame DUS (De Riek et al., 2001; Tommasini et
al., 2003).

La seconda generazione di marcatori genetici, gli isozimi, divenne popolare durante il
1970 e 1980 (Tanksley 1987). Nonostante presentassero numerosi vantaggi, gli
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isozimi sono presenti in numero limitato e spesso non risultano essere polimorfici tra
genotipi relativamente vicini (Foolad et al., 1993; Tanksley e Orton, 1983).

1.6.2 Marcatori molecolari del DNA

Con l'avvento delle tecnologie basate sui marcatori del DNA nel 1980 (Botstein et al.,
1980) ed agli inizi del 1990, molte limitazioni associate ai marcatori morfologici ed
agli isozimi sono state superate ed il mappaggio genetico e' entrato in una nuova era
con la promessa di un significativo aumento dell'efficienza della ricerca associata alla
genetica vegetale ed al breeding. Un marcatore molecolare del DNA e' tipicamente
una piccola regione di DNA che mostra una sequenza polimorfica tra diversi individui
all'interno della stessa specie o tra specie diverse.

Negli ultimi decenni, sono stati sviluppati differenti tipi di marcatori molecolari tra cui
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Smulders et al.,, 1997;
Sandbrink et al., 1995; Van Ooijen et al., 1994), RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) (Grandillo e Tanksley, 1996; Stevens et al., 1995), AFLP
(Amplified Fragment Length polymorphism) (Vos et al., 1995), VNTR o minisatellite
(Variable Number of Tandem Repeat) (Andreakis et al., 2004), SSR o microsatelliti
(Simple Sequence Repeat) (He et al., 2003; Smulders et al., 1997), CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence) (Yang et al., 2004; Bai et al., 2004), EST
(Expressed Sequence Tag) (Yamamoto et al., 2005; Labate e Baldo, 2005), COS
(Conserved Ortholog Set) (Labate et al., 2009; Van Deynze et al., 2007; Fulton et al.,
2002), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Labate e Baldo, 2005) e In/Del
(Insertion Deletion) (Yang et al., 2004).

L'elevato numero di marcatori (piu' di 15000) che sono stati sviluppati per gli studi sul
pomodoro utilizzando differenti metodi, sono consultabili in una banca dati disponibile
sul sito del Sol Genomics Network (SGN, www.solgenomics.net) (Shibata 2005).

E' da considerare, pero', che uno dei maggiori problemi dei marcatori in pomodoro e'
che molti mostrano bassi livelli di polimorfismo intra ed inter specifico (Ruitz et al.,
2005; Saliba-Colombani et al., 2000; Foolad et al., 1993; Williams e St. Clair, 1993;
Miller e Tanksley, 1990). Questa limitazione restringe il loro utilizzo in programmi di
breeding finalizzati all'ottenimento di nuove varieta'. A tal proposito, I'immissione dei
dati del progetto di sequenziamento del genoma del pomodoro in una banca dati
pubblica rappresenta un utile mezzo di informazione per lo sviluppo di marcatori ad
alta risoluzione, dando inizio alla scoperta in silico di marcatori.

1.6.2.1 VNTR (Variable Number of Tandem Repeat)

Il genoma del pomodoro, cosi' come quello di altri organismi vegetali, include molte
sequenze di DNA ripetute. Esse si originano probabilmente a causa di cicli di
duplicazione e ricombinazione ineguale e/o conversione genica. Tra le diverse classi
di sequenze altamente e mediamente ripetute in un genoma, di interesse ai fini del
fingerprint molecolare, vi sono quelle caratterizzate da una ripetizione di lunghezza
inclusa tra 10 e 60 nucleotidi (Jeffreys et al., 1985). Tali sequenze sono ripetute
solitamente in tandem e vengono definite “minisatellite”. Sebbene la classificazione
in letteratura non €’ universale, i minisatelliti sono considerati appartenenti al gruppo
dei VNTR (Tauz 1989).

| minisatelliti mostrano polimorfismo di lunghezza derivante dalle differenze nel
numero di ripetizioni e per questo sono da considerarsi dei marcatori multiallelici,
sebbene le variazioni delle sequenze fiancheggianti i siti target della sonda possono
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dare origine a polimorfismi tra individui. L’ ibridazione del DNA genomico con una
sequenza ripetuta che rappresenta il core produce un pattern di ibridazione che
solitamente e’ altamente specifico per un individuo od una varieta’. Nonostante il loro
elevato polimorfismo e I'enorme successo del loro utilizzo in medicina legale e per i
test di paternita (Aronson 2005), i minisatelliti non sono stati ampiamente utilizzati
per la genetica di popolazione e la mappatura del genoma. Il pattern di ibridazione
complesso rende praticamente impossibile 'assegnazione degli alleli presenti in un
dato locus. Inoltre, I'impiego dei minisatellite per studi di mappaggio ed associazione
e’ limitato dal fatto che la distribuzione di queste sequenze nel genoma non €’
uniforme. Sebbene sia possibile sviluppare minisatelliti che si riferiscono ad un
singolo locus (Armour 1990), questa tecnica per la sua complessita, per |l
contemporaneo sviluppo di marcatori basati sulla PCR e per la necessita’ di DNA di
alto peso molecolare e’ stata impiegata solo per applicazioni in cui il poter
discriminante rappresenta I'esigenza principale.

Per quanto riguarda i VNTR, la letteratura & abbastanza concorde nell'indicare nella
sequenza (GATA), il motivo che in pomodoro ha il piu elevato potere discriminante
(Rao et al., 2006; Kaemmer et al., 1995; Vosman et al., 1992). Il motivo (GATA)4,
come atteso, non €’ pero’ uniformemente distribuito all'interno del genoma di
pomodoro (Arens et al., 1995; Areshchenkova e Ganal, 1999). Altri motivi che hanno
mostrato un elevato potere discriminante sono rappresentati da (GGAT),, (CCTA)s4,
(CA)s (Kaemmer et al., 1995). Vosman e Arens (1997) hanno mostrato che i motivi
(GATA),; e (GACA)4 sono spesso associati con un altro elemento ripetitivo, che €'
stato chiamato U30. La funzione e lorigine di tali sequenze non e’ pero’
completamente chiarita, sebbene esse possano contribuire alla generazione del
polimorfismo. La localizzazione cromosomica di diverse sequenze ripetute di
pomodoro e’ stata recentemente effettuata con esperimenti di FISH (Fluorescent In
Situ Hybridization). I (GATA)s €’ principalmente localizzato sull' eterocromatina
pericentromerica (circa il 65% del genoma del pomodoro) ed in parte anche nella
regione NOR (Chang et al., 2008). Questi dati hanno rappresentato una conferma
degli esperimenti di mappatura genetica eseguiti da Arens et al. (1995) and Broun e
Tanksley (1996). Nove frammenti contenenti sequenze ripetute (GATA) sono, infatti,
stati mappati all'interno di cluster adiacenti ai centromeri (Broun e Tanksley, 1996;
Arens et al., 1995).

1.6.2.2 SSR (Simple Sequence Repeat)

Un'altra categoria di sequenze ripetute e’ rappresentata dai microsatelliti. Conosciuti
anche come semplice sequenza di ripetizioni (SSRs) o brevi ripetizioni in tandem
(STRs), essi rappresentano sequenze specifiche di DNA costituito da unita ripetute in
tandem di lunghezza generalmente compresa tra 1 e 6 nucleotidi (Hancock 1999;
Jeffreys et al., 1985). Queste sequenze sono abbondanti nei genomi procarioti ed
eucarioti, sia nelle regioni codificanti che non codificanti.

| microsatelliti sono classificati in base alla ripetizione del core come: a) perfetti (core
ininterrotto di ripetizioni, ad esempio (GTG)5); b) imperfetti (core interrotto con
sostituzioni di base, ad esempio (GTG);CTCTG(GTG)s); ¢) composti (core costituito
da due o piu sequenze di unita di ripetizione differente, ad esempio (GTG)s(AT)16). |
microsatelliti si ereditano in modo mendeliano e sono codominanti.

Nelle piante coltivate, & stata documentata la variazione di ripetizioni di-nucleotidiche
(AC)r e (GA), (Gupta e Varshney, 2000) e di ripetizioni tri-nucleotidiche, le piu
frequenti delle quali sono (AAG), e (AAT), (Gupta et al., 1996). In uno studio su 54
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specie Wang et al. (1994) hanno osservato che l'ordine di abbondanza delle
sequenze dei microsatelliti &: (AT), > (A > (AG), >(AAT), > (AAC), >(AGC), >
(AAG), > (AATT), > (AAAT), >(AC),.

Si ritiene che il polimorfismo della lunghezza delle sequenze ripetute del core di un
microsatellite si origini in vivo in seguito allo slittamento (slippage) della DNA
polimerasi durante la replicazione e successivi crossing over ineguali tra cromosomi
omologhi durante la meiosi (Levinson e Gutman, 1987). Conoscendo le sequenze
fiancheggianti i microsatellit, € dunque possibile sintetizzare primer per
I'amplificazione selettiva di singoli loci. Le differenze di lunghezza degli alleli di un
locus SSR sono difficili da risolvere su gel di agarosio. Pertanto, € necessario
ricorrere a gel di poliacrilammide in combinazione con marcatura radioattiva o
colorazione con nitrato di argento (Scrimshaw, 1992). L’'uso di primer fluorescenti in
combinazione con l'utilizzo di analizzatori di frammenti di DNA ha dimostrato di
essere una soluzione tecnicamente piu efficiente rispetto ai metodi tradizionali
(Schwengel et al., 1994).

| vantaggi dei microsatelliti sono diversi e comprendono il loro elevato polimorfismo,
I'elevata ripetibilita rispetto ad altri marcatori, la possibilita di automazione e di
multiplexing (Schlotterer 2004; Mitchelson et al., 1997). Per tutti questi motivi non
sorprende che gli SSR hanno trovato applicazioni in moltissimi campi con un
notevole impatto nel’ambito del miglioramento genetico del pomodoro, cosi’ come di
altre specie. In particolare sono stati utilizzati per il fingerprinting varietale, la
costruzione di mappe genetiche, negli studi di associazione con geni di importanza
agraria (gene tagging, analisi QTL) e in programmi di selezione assistita dai
marcatori (MAS).

Per quanto riguarda il pomodoro, riportiamo alcuni dati relativi ad analisi
bioinformatiche del “Solanaceae Genomics Resource” al TIGR (Tabella 1.1). i
criterio adottato per la definizione di microsatellite in una sequenza di DNA si basa
sul numero minimo di ripetizioni in funzione della lunghezza del motivo ripetuto.

Tabella 1.1: Analisi bioinformatica degli SSR in pomodoro. In totale sono disponibili 4532 SSR, che
sono stati classificati in base al numero di unita che sono ripetute nel core.

Dimensioni della Numero minimo di Numero di SSR
unita ripetuta (core) in bp ripetizioni considerate individuati in pomodoro
1 10 2626
2 6 556
3 5 1119
4 5 29
5 5 3
6 5 19

Sono attualmente disponibili 31.838 sequenze di pomodoro che rappresentato poco
meno di 22 milioni di basi. In base ai criteri citati, sono stati identificati 4.532 SSR in
3.601 sequenze (ci sono quindi 578 sequenze che contengono piu di 1 SSR,
separato da almeno 100 bp). Inoltre, la tabella 1.1 mostra la distribuzione degli SSR
in funzione delle ripetizioni del core. Non tutti questi SSR sono stati validati
sperimentalmente. E’ stato riportato che da 500 sequenze di DNA di pomodoro €’
stato possibile utilizzarne solo 129 (28%) per il disegno di primer SSR. Ci0 era
dovuto al fatto che la maggioranza, pari al 72%, delle sequenze di DNA aveva la
ripetizione semplice sia all'estremita’ ' che 3', alcune di esse risultavano duplicate o
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ridondanti ed altre avevano delle corte sequenze fiancheggianti ricche in A/T (He et
al., 2003).

Inoltre, la variabilita genetica del pomodoro é ridotta ed inegualmente distribuita, con
rare isole di polimorfismo che originano da introgressioni (Van der Beek et al., 1992).
Infatti, il numero di medio di alleli per locus SSR polimorfici (65 di 129) e' stato di 2,7
(He et al., 2003), un valore simile ad altri riportati in letteratura per il pomodoro (3
alleli per locus riportati da Smulders et al., 1997). Non necessariamente un basso
livello di alleli si associa ad un basso potere discriminante. E’ stato, infatti, dimostrato
che sebbene la maggioranza dei loci SSR siano bi-allelici (49%) o tri-allelici (34%),
essi possono comunque discriminare un numero elevato di cultivar. La possibilita’ di
discriminare cultivar di pomodoro e’ probabilmente legata ai materiali impiegati. In
uno studio relativo a numerosissime varieta’ di pomodoro, €’ riportato che non € stato
possibile raggiungere la discriminazione di tutte le 508 diverse varieta in esame
utilizzando un set di 20 SSR (Bredemeijer et al., 2002).

Gli SSR in pomodoro sono un esempio di marcatori molecolari che possono essere
sviluppati da sequenze esistenti. Smulder et al. (1997), dallo screening delle banche
dati EMBL e GenBank, hanno identificato 36 coppie di primer che identificano
polimorfismi all'interno o in prossimita' di regioni codificanti. In studi recenti, 2.627
SSR sono derivati dall'analisi di 26.363 sequenze EST e 57.222 sequenze di cDNA
disponibili al MIiBASE (http://www.accelrys.com/products/gcg). Inoltre, piu' di 250.000
EST derivate da librerie di cDNA sono attualmente catalogate e disponibili sul sito del
SGN. Tutte queste sequenze sono una potenziale fonte di nuovi marcatori, SSR e
SNP, utili per I'analisi del genoma del pomodoro.

1.6.2.3 SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Gli SNP sono la seconda classe di marcatori molecolari identificabili da sequenze
disponibili. Il rilevamento del polimorfismo SNP €' particolarmente interessante a
causa delle limitazioni degli SSR dovute alla difficolta' di determinare accuratamente,
ed in modo riproducibile nelle diverse piattaforme, le dimensioni alleliche; alla
presenza di artefatti durante I'amplificazione PCR e all'omoplasia degli alleli (Jones et
al., 2007). Gli SNP sono biallelici e, quindi, generalmente meno informativi degli
SSR. E' necessario impiegarne un numero elevato per ottenere una risoluzione ed
un polimorfismo comparabile a quello degli SSR. La variazione genetica causata
dall'alternanza del singolo nucleotide permette un facile confronto tra i risultati
collezionati da diversi laboratori utilizzando diverse chimiche e tecnologie, senza la
necessita' di estensivi controlli.

In molte specie vegetali, gli SNP sono presenti con una frequenza sufficiente da
offrire una metodica alternativa per il mappaggio genetico e la MAS. In mais, la
frequenza del polimorfismo riscontrata in linee inbred €' di 1 SNP ogni 31 bp nelle
regioni non codificanti, e 1 SNP ogni 124 bp nelle regioni codificanti (Ching et al.,
2002). Nella soia, studi effettuati sulla diversita' genetica in 22 diversi genotipi hanno
rilevato la presenza di 1,64 SNP ogni 1000 bp nelle regioni codificanti e 4,85 SNP
ogni 1000 bp nelle regioni non codificanti (Zhu et al., 2003). Una ricerca effettuata
sull'orzo da Kanazin et al. (2002) riporta una frequenza di 1 mutazione ogni 189 bp.
In studi effettuati sul pomodoro (Yang et al., 2004) e' stata consultata la banca dati di
EST in GenBank per la ricerca di SNP. | risultati sono stati che di 101 SNP candidati
in 44 geni considerati, I'83% (43 SNP) e' stato confermato sperimentalmente. Simili
studi (Labate e Baldo, 2005) hanno predetto la presenza di 2.527 SNP in 764 geni. Il
risequenziamento di 53 prodotti PCR ha confermato la presenza del solo 27% (62
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SNP) degli SNP candidati. Da questi risultati si puo' dedurre che la frequenza di SNP
in pomodoro €' di 1 ogni 4000-8500 bp nelle regioni codificanti (Van Deynze et al.,
2007). L'insufficienza di SNP in sequenze EST potrebbe essere attribuita al basso
livello di polimorfismo nelle regioni codificanti e ad un limitato campionamento di
genotipi nella banca dati.

La variabilita' genetica e' dimostrata essere, invece, piu' elevata nelle regioni non
tradotte (UTR) (Ching et al., 2002) e negli introni, nei quali la diversita' nucleotidica e'
piu' tollerata in confronto a quella nelle regioni codificanti (Van Deynze et al., 2007).
La maggior parte degli SNP (35/62) riportati da Labate e Baldo (2005) non erano
predetti dalle sequenze EST, ma sono stati identificati proprio negli introni amplificati.
Questo implica che I'analisi degli introni potrebbe essere un altro valido approccio per
gli studi della diversita' esistente in pomodoro. Un modesto numero di SNP intra-
specifici validati e' disponibile consultando le banche dati del Tomato Mapping
Resouce Database (www.tomatomap.net) (Francis et al., 2006), del Micro-Tom
(MiBase, www.kazusa.or.jp/jsol/microtom/index.html) (Yamamoto et al., 2005) e del
dbSNP del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Labate e Baldo,
2005).

Al pari delle altre specie vegetali, il numero, la diversita' e la disponibilita’ di marcatori
molecolari del DNA in pomodoro €' in continuo aumento e molti piu' sforzi sono
dedicati all'identificazione di marcatori SNP (Baldo et al., 2007; Ganal et al., 2007;
www.tomatomap.net). Recentemente, array basati sull'utilizzo di oligonucleotidi sono
stati impiegati per l'identificazione di polimorfismi di sequenza del DNA in differenti
specie vegetali, pomodoro incluso (Sim et al., 2009). Da questo ne deriva che
sviluppo di tecnologie ad alta processivita', ripetibilita' ed accuratezza basate
sull'utilizzo dei marcatori molecolari del DNA rappresentano un valido strumento per
la caratterizzazione molecolare del germoplasma vegetale a costi sempre piu' ridotti.

1.6.2.4 DNA barcoding

Sulla scia di numerosi lavori scientifici (Kelly et al., 2007; Kerr et al., 2007; Smith at
al., 2006; Hebert et al., 2003b), diversi enti stanno promuovendo ambiziosi progetti
con l'obiettivo di associare ad ogni specie vivente una o poche sequenze di DNA in
grado di identificarla univocamente. Questo €' il principio su cui si basa una nuova
metodica che prevede l'integrazione dell'approccio tradizionale all'identificazione
degli organismi con il supporto molecolare del DNA barcoding
(www.barcoding.si.edu; Hebert et al., 2003a). L'approccio integrato, morfologico e
molecolare, permetterebbe la generazione di un data set di riferimento che possa
essere utilizzato come sistema di identificazione anche per un “non esperto” e che
permetterebbe analisi standardizzate su larga scala.

Data la natura pionieristica di questo aspetto della ricerca, dovranno essere per
prima cosa identificati marcatori molecolari idonei a consentire la discriminazione a
livello di specie all'interno dei taxa, e la variabilita genetica intra ed interspecifica
dovra' essere testata sia su specie strettamente correlate dal punto di vista
filogenetico che su diverse popolazioni allinterno dell’areale distributivo di specie
target. 1l DNA barcoding €&, infatti, basato sull’assunto che una breve sequenza
genica standard possa permettere 'attribuzione specifica di campioni non identificati,
dato che la variabilita genetica interspecifica eccede quella intraspecifica.

Il potere risolutivo dellapproccio DNA barcoding nell’attribuzione specifica di
campioni non identificati & stato confermato in numerose recenti ricerche (Kelly et al.,
2007; Kerr et al., 2007; Smith et al., 2006). Ci sono, comunque, problemi, che
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limitano al momento un utilizzo generalizzato del DNA barcoding: a) un sistema di
identificazione basato sul DNA pud funzionare solo se tutte le specie esistenti hanno
le loro sequenze depositate in una banca dati. Un data base incompleto, infatti, potra
solo permettere agli utilizzatori di determinare se una data sequenza é diversa da
quelle depositate. Tale risultato non permettera, comunque, di identificare una
specie, né automaticamente implichera che che l'individuo in questione sia membro
di una nuova specie (Dayrat 2005). b) perché I'approccio molecolare sia efficace,
deve essere possibile discriminare tra la variabilita intraspecifica e interspecifica della
sequenza utilizzata come “codice a barre”.

Di recente, €& stata sottolineata I'utilita del coinvolgimento di esperti tassonomi nella
ricerca, come premessa indispensabile per individuare e testare il potere
discriminatorio delle sequenze su base filogenetica (Kelly et al., 2007).

I DNA barcoding possiede la potenzialita' di essere impiegato sia per ricerche di
base in sistematica biologica, sia come sistema di diagnosi e di tracciabilita agro-
alimentare, sia per la ricostruzione della filogenesi.

1.7 Sequenziamento del genoma

Il genoma nucleare di pomodoro comprende 12 cromosomi e approssimativamente
950 Mbp di DNA, contenente il 59% di regioni non codificanti, il 28% di sequenze
codificanti, I'11% di trasposoni e il 2% di sequenze organellari (Wang et al., 2005).
Approssimativamente il 77% del DNA cromosomico €' compreso in regioni
eterocromatiche centromeriche, che sono prive di geni (Wang et al., 2005; Wang et
al., 2006). Il genoma del pomodoro codifica per circa 35000 geni, la maggior parte
dei quali €' presente nelle regioni eucromatiche distali dei cromosomi (van der
Hoeven et al., 2002; Peterson et al., 1998; Khush e Rick, 1968) con una densita' di
6.7 kb/gene, simile a quella di Arabidopsis e riso (Wang et al., 2005).

Ad oggi, i 12 cromosomi di pomodoro sono in via di sequenziamento da parte di un
Consorzio internazionale composto da 10 paesi ai quali sono stati assegnati i diversi
cromosomi: Cina (3), Francia (7), India (5), Italia (12), Giappone (8), Korea (2),
Olanda (6), Spagna (9), Regno Unito (4) e USA (1,10,11)
(http://www.sgn.cornell.edu/help/about/tomato_sequencing.pl.). Questo progetto e’
parte di una iniziativa conosciuta come “International Solanaceae genome Project
(SOL): System Approach to Discovery and Adaptation”.

Il 23 ottobre 2009 Keygene ha consegnato al Consorzio la mappa fisica del genoma
del pomodoro costruita utilizzando la tecnologia “Whole Genome Profiling” (WGP)
(www.keygene.com). E' stata coperta l'intera sequenza di 950 Mb che costituiscono il
genoma del pomodoro mediante assemblaggio dei cloni BAC sotto condizioni di
elevata stringenza. Questa mappa sara' utilizzata come scheletro per produrre una
bozza della sequenza del genoma del pomodoro di piu' elevata qualita' entro la fine
del 2009.

Iniziato nel 2003, il progetto di sequenziamento ha ambiziosi obiettivi di ricerca da
raggiungere nei successivi 10 anni, inclusi gli studi di genomica evolutiva e
funzionale della famiglia delle Solanaceae (Mueller et al., 2005).
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1.8 La tracciabilita' nella filiera agroalimentare del pomodoro

Il successo del pomodoro e' da sempre legato alla sua trasformazione industriale.
Furono proprio gli imprenditori che esportavano ortaggi e frutta all'estero a fornire i
capitali per lo sviluppo delle prime industrie di trasformazione in Italia, intuendo la
possibilita’ di ampliare il numero di mercati raggiungibili sorpassando il problema
della deperibilita’ dei prodotti freschi. Un impulso notevole alla coltivazione del
pomodoro si €', infatti, registrato in Italia agli inizi del secolo scorso, in collegamento
con lo sviluppo tecnologico che ha permesso la nascita dell'industria conserviera e di
trasformazione.

Inizialmente, il pomodoro veniva semplicemente inscatolato e sterilizzato, secondo
quella che veniva definita “appertizzazione”. Successivamente, principalmente grazie
alla apertura di alcuni stabilimenti nel Mezzogiorno (specialmente nell'agro-nocerino
sarnese), si diffuse la “pelatura” dei pomodori con bacca lunga, tipicamente coltivati
in tali aree. Lo sviluppo di questo settore industriale causo’ la conversione di vaste
aree agricole alla coltivazione del pomodoro, condizionando in modo positivo gli
aspetti socio-economici delle popolazioni locali. Indipendentemente dalla qualita’ del
prodotto, e’ stata la trasformazione industriale a rendere il pomodoro 'San Marzano'
conosciuto a livello mondiale (Porretta 1995).

Sviluppare strumenti che possano essere utili per garantire l'identita’ dei materiali
nella filiera del pomodoro €', quindi, una attivita’ che ha ricadute in diversi settori.

La tracciabilita dei prodotti delle filiere agroalimentari sta assumendo una rilevanza
sempre maggiore per l'economia Europea, soprattutto per la pressione che i
consumatori esercitano per conoscere in maniera piu approfondita, non solo il valore
nutritivo dei cibi, ma anche la provenienza e l'autenticita delle materie prime
impiegate per il loro ottenimento. La tracciabilita permette di garantire il consumatore
da possibili frodi e tutelare scelte alimentari individuali. Inoltre, la possibilita di
verificare con sistemi oggettivi e scientifici I'origine di prodotti accresce il valore della
certificazione di qualita (come ad esempio i marchi IGP, DOP), favorendo lo sviluppo
di aree ad economia marginale attraverso la valorizzazione di prodotti tipici e di
nicchia e fornendo incentivi alla conservazione di ecotipi locali preservandone la
biodiversita. Il consumatore € sempre piu esigente e vuole verificare la qualita e la
sicurezza dei cibi, soprattutto alla luce delle ultime emergenze zootecniche
riguardanti la BSE (Bovine Spongiform Encephalophaty) e la diossina nei mangimi
zootecnici in Belgio, scoprendo quanto siano cambiate le tecniche di produzione
degli alimenti e diversificate le strade che li conducono alle nostre tavole.

Oggi, con lo sviluppo dei sistemi organizzativi e gestionali € possibile tornare a dare
completa visibilita alle filiere produttive. Lo strumento per assicurare la piena visibilita
della filiera & la tracciabilita degli alimenti, cioé l'identificazione documentata dei
materiali in ingresso e di tutte le operazioni che concorrono alla formazione del
prodotto finito venduto al consumatore. Si tratta di un sistema che permette al
consumatore di conoscere, nel piu breve tempo e nel miglior modo possibile, la
provenienza ed i metodi di produzione, di trasferimento e commercializzazione dei
prodotti alimentari. La tracciabilita & indicata anche come strumento fondamentale
nel Libro Bianco sulla sicurezza alimentare redatto dalla Commissione dell’Unione
Europea e rappresenta un elemento di base delle normative europee sulla
responsabilita per danni da prodotto “difettoso”. Lo scopo principale & di proteggere
la salute del consumatore e assegnare livelli di responsabilita primaria a coloro che
sono coinvolti nella produzione agricola ed agroindustriale. Verifica e controllo di
questa politica richiedono la capacita di rintracciare i materiali grezzi in ogni fase e ad
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ogni passaggio della filiera (Regolamento CE 178/2002).

La tracciabilita & indispensabile per qualsiasi politica di qualita: dalle produzioni a
denominazione d’origine protetta o garantita (DOP, IGP) ai prodotti tradizionali.
Rappresenta la chiave della qualita per prodotti normali ottenuti in modo conforme
alle leggi, in quanto vengono caratterizzati dalla peculiarita di avere una storia
identificata. Da una tracciabilita fatta principalmente di documentazione (HACCP) si
sta passando sempre piu all’utilizzo di nuove tecnologie molecolari per la tracciabilita
delle materie prime in filiera agroalimentare.

Il Reg. CE 178/2002 sulla sicurezza alimentare definisce la rintracciabilita come: "/a
possibilita di ricostruire e sequire il percorso di un alimento, di un mangime, di un
animale destinato alla produzione alimentare o di una sostanza destinata o afta ad
entrare a far parte di un alimento o di un mangime attraverso tutte le fasi della
produzione, della trasformazione e della distribuzione". Affinché il percorso produttivo
di un alimento sia rintracciabile, & necessario che venga tracciato. Nella pratica,
tracciare una filiera agroalimentare, significa raccogliere i dati che si generano lungo
il percorso dal campo alla tavola, ogni volta che si completa una fase produttiva in
qualsiasi punto della filiera: settore vivaistico o0 sementiero, azienda agricola, impresa
di prima lavorazione, impresa di trasformazione, distribuzione e consumatore finale.
Con il termine di tracciabilita si intende, quindi, il processo informativo che segue il
prodotto da monte a valle della filiera produttiva; mentre per rintracciabilita si intende
il processo inverso che permette di risalire da valle a monte le informazioni distribuite
lungo la filiera. Dal 1 gennaio 2005 sono entrati in vigore la Direttiva Europea
2000/13/CE e il Regolamento Europeo 178/2002 secondo cui tutte le aziende
produttrici e di commercializzazione devono adottare le idonee procedure, esposte
nella citata direttiva, per poter individuare la provenienza di tutti gli elementi utilizzati
in un determinato processo produttivo agro-alimentare per garantirne la trasparenza.
Cio significa che le singole aziende devono provvedere a raccogliere i dati lungo la
filiera nelle varie fasi di lavorazione, organizzandoli in modo da mettere a
disposizione delle autorita competenti le informazioni inerenti tutto il percorso
produttivo. Un documento di grande importanza per il settore agroalimentare € la
norma internazionale UNI EN ISO 22005 dal titolo "Rintracciabilita nelle filiere
agroalimentari - Principi generali e requisiti di base per la progettazione di sistemi e
attuazione". Pubblicata nel gennaio 2008, la norma fornisce i principi e specifica i
requisiti di base per progettare ed attuare un sistema di rintracciabilita nel settore
agroalimentare, risulta essere pertanto, uno strumento flessibile, utilizzabile da tutti i
soggetti della filiera agroalimentare ai fini di determinare I'origine di un prodotto (o un
ingrediente), facilitarne la verifica e contribuire alla ricerca delle cause di non
conformita. | benefici derivanti dall’adozione di un sistema di rintracciabilita sono
molteplici e riguardano sia i consumatori, sia le imprese, delle quali pué aumentare la
competitivita, facilitandone l'inserimento in percorsi di certificazione e riconoscimento.
Pertanto, oggi €& possibile affermare che il futuro del sistema agroalimentare
dipendera, in gran parte, dal rispetto di due specifiche normative europee, una
relativa alla tracciabilita di filiera, ormai divenuta obbligatoria per tutto il settore agro-
alimentare; l'altra relativa all’assenza di sostanze chimiche pericolose per la salute
umana, che possono residuare nei prodotti agro-alimentari.

L’identificazione diretta a livello del DNA offre uno strumento potente per controllare
ed autenticare i sistemi di identificazione tradizionali poiché il codice genetico &
inalterabile, presente in ogni organo della pianta ed unico per ciascun individuo. Il
recente sviluppo della biologia molecolare e delle tecnologie per I'analisi diretta del
DNA ha reso i sistemi per [lidentificazione genetica varietale di semplice
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applicazione, relativamente poco costosi, sensibili ed adatti allautomazione.
Attualmente, le classi di marcatori molecolari piu utilizzate sono quelle basate sulla
reazione a catena della polimerasi (PCR) (Martinez et al., 2003), dai microsatelliti
(Melchiade et al., 2007; Schlotterer, 2004) alle tecnologie ad alta efficienza che
vedono lo sviluppo di microarry e l'utilizzo di SNP (Sim et al., 2009), la nuova
generazione di marcatori che sta sostituendo le altre classi di marcatori.

1.9 Scopo della tesi

Le applicazioni della genetica molecolare avanzata trovano utilizzo nella costituzione
varietale (miglioramento genetico e caratterizzazione varietale), nella produzione di
sementi (controllo purezza varietale e genetica della produzione sementiera), nella
valutazione della novita varietale (esame DUS per il registro e/o un titolo di tutela),
nella difesa della tutela varietale (identificazione delle varieta). L’applicazione delle
tecniche dei marcatori molecolari per la tracciabilita nella filiera agro-alimentare
rappresenta una nuova frontiera nellambito della tutela di prodotti di alta qualita. Il
presente studio riguarda l'utilizzo dei marcatori molecolari del DNA per il controllo
della filiera agro-alimentare del pomodoro, al fine di offrire una metodica sicura e
rapida per la tracciabilita, tramite I'identificazione varietale del materiale fresco e la
tracciabilita del prodotto finito. Il lavoro riporta la caratterizzazione di ecotipi locali
campani di pomodoro che aspirano ad avere il marchio DOP ed IGP, con diversi
marcatori molecolari (VNTR, SSR, SNP, In/Del); I'utilizzo di marcatori SNP ed In/Del
e l'individuazione di un ridotto numero di SSR per la discriminazione varietale; lo
sviluppo ed ottimizzazione di protocolli di estrazione di DNA amplificabile da matrici
alimentari complesse; l'utilizzo degli SSR selezionati per la tracciabilitd molecolare
dei prodotti di filiera.
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2. MATERIALI E METODI
2.1 Materiale vegetale

Il materiale vegetale analizzato comprende una collezione italiana di pomodoro
coltivato, una collezione di accessioni appartenenti alla “Core Collection” dell'Ohio
State University (www.tomatomap.net) e specie selvatiche di pomodoro. |l
germoplasma di pomodoro (S. lycopersicum) italiano e le specie selvatiche
analizzate sono elencati in tabella 2.1 dove sono riportati i codici identificativi relativi
ad ogni genotipo utilizzati per le rappresentazioni grafiche dei risultati. La collezione
italiana comprende un totale di 64 accessioni, che includono ecotipi campani forniti
dalla ditta sementiera “La Semiorto Sementi” e varieta' ibride commerciali di rilevante
valore economico sul mercato italiano e mondiale. Gli ecotipi campani sono stati
selezionati principalmente in base alle loro caratteristiche morfologiche, in modo tale
da avere una buona rappresentazione della variabilita fenotipica di pomodoro della
regione Campania. Le varieta' commerciali sono state selezionate sulla base della
forma del frutto e della destinazione d'uso e risultano essere rappresentative del
mercato italiano 2007-2008-2009. Delle diciassette varieta' ibride commerciali, sette
sono state selezionate per analizzare DNA estratto da bacca e rispettivo prodotto
trasformato (Tabella 2.1). La selezione €' stata effettuata in modo da avere una
rappresentanza di prodotto finito per ogni tipologia (pelato, passata, pomodorino
inscatolato).

La “Core Collection” in esame €' costituita da 96 accessioni di differente provenienza
e tipologia (Tabella 2.2) e fa parte della collezione di germoplasma di pomodoro del
laboratorio del prof. David Francis dell'Ohio State University. Su questa collezione €'
stata costruita una banca dati che comprende 300 marcatori tra cui SSR e SNP che
e' disponibile sul sito “Tomato Mapping Resource Database” (www.tomatomap.net)
(Francis et al., 2006) e che rientra nel progetto “SolCAP” (Solanaceae Coordinated
Agricultural Project).
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Tabella 2.1: Nome delle accessioni della collezione di germoplasma di pomodoro coltivato italiano e
delle specie selvatiche di pomodoro, codice identificativo, sistema di riproduzione, presenza di
materiale ibrido, tipologia del frutto, destinazione d'uso, ente di riferimento e localita' di provenienza.

Nome accessione Codice Sistema di riproduzione Ibrido Tipologia del frutto Destinazione d'uso Ente di riferimento/Localita’
Auspicio Auspicio Autogama F1 Cilindrico Pelato ‘Annalisa” Lodato S.p.Afltalie
Cirio3* CI3 Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltali
Diaz Diaz Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltaliz
Discovery Discovery Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/Italiz
T Ercole* E Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalie
g Genius Genius Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltali
g Jet Jet Autogama F1 Tondo-Prismatico Passata “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalic
3 Leader* L Autogama F1 Tondo-Prismatico Passata “Annalisa” Lodato S.p.A/Italiz
L Minidor* MI Autogama F1 Tondo Piccolo Pomodorino inscatolato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltali
E Player Player Autogama F1 Cilindrico-Piriforme Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltali
2 Podium Podium Autogama F1 Tondo Passata “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalie
Lo" PS1296* PS Autogama F1 Tondo Passata “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalie
23 PS513 PS513 Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalie
o Scipio Scipio Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltali
,§ Suerte Suerte Autogama F1 Tondo-Quadrato Passata “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalis
g Talent* TA Autogama F1 Cilindrico Pelato “Annalisa” Lodato S.p.A/ltalic
Tomito* TO Autogama F1 Tondo Piccolo Pomodorino inscatolato  “Annalisa” Lodato S.p.Alltali
m82 m82 Autogama no  Tondo Grande Passata DiSSPAPA**/Italia
Red Setter Red Setter Autogama no Tondo Grande Passata DiSSPAPA**/Italia
ucs2 ucs2 Autogama no Cilindrico Passata e Concentrato  DiSSPAPA**/Italia
Cuor di Bue Indeterminato CB Autogama no Tondo Grande Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Cerise Determinato CE Autogama no Tondo Piccolo Mensa e Inscatolato “La Semiorto Sementi”/Italia
Corbarino Indeterminato Cl Autogama no Tondo Piccolo Mensa e Inscatolato “La Semiorto Sementi”/Italia
Galatino Determinato GD Autogama no Tondo Piccolo Mensa e Inscatolato “La Semiorto Sementi”/Italia
Principe Borghese Indeterminato PB Autogama no Tondo Piccolo Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Principe Borghese Determinato PBD Autogama no Tondo Piccolo Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Sorrento Globoso Rosato Indeterminato SGRI Autogama no Tondo Globoso Grande Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
San Marzano Cilindrico SMC Autogama no Cilindrico allungato Mensa e Pelato “La Semiorto Sementi”/Italia
San Marzano Morini SMMO Autogama no Cilindrico allungato Mensa e Pelato “La Semiorto Sementi”/Italia
San Marzano Murano SMMU Autogama no Cilindrico allungato Mensa e Pelato “La Semiorto Sementi”/Italia
Sorrento Semiorto SorrentoSemiorto  Autogama no Tondo Grande Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Sorrento Tondo Liscio Rosato STLR Autogama no Tondo Liscio Grande Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Tondino Determinato TD Autogama no Tondo Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Tondino Indeterminato Tl Autogama no Tondo Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
Tondo Liscio Indeterminato TLI Autogama no Tondo Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
. Tondo Marmande Indeterminato ™ Autogama no Tondo Grande Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
IS Ventura Determinato VD Autogama no Piriforme Mensa “La Semiorto Sementi”/Italia
5 Sorrento Gragnano SorrentoGragnano Autogama no Tondo Grande Mensa DiSSPAPA**/Italia
g Sorrento P-98 61 Sorrento61 Autogama no Tondo Grande Mensa DiSSPAPA**/Italia
s Sorrento P-98 62 Sorrento62 Autogama no Tondo Grande Mensa DiSSPAPA**/Italia
2 Sorrento P-98 65 Sorrento65 Autogama no Tondo Grande Mensa DiSSPAPA**/Italia
£ Agro/Nocerino 2 AN2 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
2 Agro/Nocerino 3 AN3 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
‘\g Agro/Nocerino 4 AN4 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
@ Agro/Nocerino 5 AN5 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
g Agro/Nocerino 6 AN6 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
k-1 Agro/Nocerino 7 AN7 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
8 Agro/Nocerino 8 AN8 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Agro/Nocerino 9 AN9 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Agro/Nocerino 13 AN13 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
Agro/Nocerino 14 AN14 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
Agro/Nocerino 16 AN16 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Agro/Nocerino 17 AN17 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Agro/Nocerino 18 AN18 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
Agro/Nocerino 19 AN19 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
Agro/Nocerino 21 AN21 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Agro/Nocerino 22 AN22 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Area Vesuviana 14 AreaVes14 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
Area Vesuviana 31 AreaVes31 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/ltalia
Corbara 1:6 CO1:6 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
Corbara 2:7 Cco2:7 Autogama no Tondo Piccolo Mensa Agro-Nocerino/Italia
B.P. B.P. Autogama no Tondo Piccolo Mensa Montanaso Lombardo/Italia
Datterino Datterino Autogama no Tondo Piccolo Mensa Montanaso Lombardo/ltalia
Pisanello PSN Autogama no Tondo Appiattito Grande Mensa Monsampolo del Tronto/ltalia
S. Arcanum LA1708 ARC Allogama-SI Peru’
S. Chmielewskii LA1327 CHW Facoltativa-SC Peru'
Specie selvatica S. Habrochaites LA1777 HBC Allogama-SI Peru'
S. Neorickii LA2133 NRK Autogama-SC Ecuador
S. Pennellii LAO716 CHW Facoltativa-SC Peru'

*Varieta' ibride commerciali selezionate per le analisi di tracciabilita' della filiera agroalimentare del
pomodoro.
Le sigle rappresentano i codici identificativi riportati nel testo, nelle tabelle e nei grafici ed i numeri
sono indicativi della pianta analizzata.
**DiSSPAPA: Dipartimento del Suolo, della Pianta, del'’Ambiente e delle Produzioni Animali, Facolta'

di Agraria, Portici (NA), Italia.
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Tabella 2.2: Nome delle accessioni appartenenti alla “Core Collection”, tipologia o destinazione d'uso,
specie di pomodoro di appartenenza, ente donatore o risorsa, localita' di provenienza.

Accessione Tipologia/Destinazione Specie Donatore/Risorsa Provenienza
BananalLegs Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Beauty Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
BlackPlum Heirloom S. lycopersicum Ohio State University Russia
Campbell28 Mercato fresco S. lycopersicum Pubblica USA (NJ)
Campbell31 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica USA (NJ)
Campbell34 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica USA (NJ)
Campbell1327 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica USA (NJ)
E3259 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
E6203 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (CA)
Favorite Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Fla. 7060 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 7547 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 7600 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 7770 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 7771 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 7775 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 8233 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Fla. 8249 Mercato fresco S. lycopersicum University of Florida USA (FL)
Flora-Dade Mercato fresco S. lycopersicum Pubblica USA (FL)
Globe Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
GoldBall Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Grushovka Heirloom S. lycopersicum Ohio State University Russia
H722 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica, Tomato Genetics Resource Center USA (OH)
H1706 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica, Tomato Genetics Resource Center USA (OH)
Ha7981 Unimproved S. lycopersicon Pubblica USA
Ha7998 Unimproved S. lycopersicun Tomato Genetics Resource Center USA
Heinz 1370 Land Race S. lycopersicum United States Department of Agriculture

HowardGerman  Heirloom S. lycopersicum Ohio State University

Hunt100 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica, Tomato Genetics Resource Center USA
JersyDevil Heirloom S. lycopersicum

LA 410 Land Race S. lycopersicum United States Department of Agriculture

LA0407 Selvatica S. habrochaites Ohio State University Ecuador
LA0716 Selvatica S. pennellii Ohio State University Peru
LA1208 Selvatica S. lycopersicum var. cerasiforme Oregon State University Colombia
LA1269 Selvatica S. pimpinellifolium Ohio State University Peru
LA1464 Selvatica S. lycopersicum var. cerasiforme Oregon State University Honduras
LA1547 Selvatica S. pimpinellifolium Ohio State University Ecuador
LA1589 Selvatica S. pimpinellifolium Ohio State University Peru
LA2184 Selvatica S. pimpinellifolium Ohio State University Peru
LA2312 Selvatica S. lycopersicum var. cerasiforme Oregon State University Peru
LA2378 Mercato fresco S. lycopersicum Oregon State University

LA2393 Selvatica S. lycopersicum var. cerasiforme Oregon State University Costa Rica
M82 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica, Tomato Genetics Resource Center USA (CA)
Marglobe Heirloom S. lycopersicum USA
Moneymaker Heirloom S. lycopersicum Ohio State University Olanda
NC23E-2 Mercato fresco S. lycopersicum North Carolina State University USA (NC)
NC265-1 Mercato fresco S. lycopersicum North Carolina State University USA (NC)
NC84173 Mercato fresco S. lycopersicum North Carolina State University USA (NC)
NC99471-3 Mercato fresco S. lycopersicum North Carolina State University USA (NC)
NCEBR-1 Mercato fresco S. lycopersicum North Carolina State University USA (NC)
NCEBR-2 Mercato fresco S. lycopersicum North Carolina State University USA (NC)
OH7814 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH7983 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OHB8243 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH8245 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH8446 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OHB8556 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OHB86120 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH87160 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH88119 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH9241 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH9242 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH981049 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH981057 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH981067 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OH981136 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (CA)
OH987034 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Ohio11 Mercato fresco S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
OhioMR13 Mercato fresco S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Opalka Heirloom S. lycopersicum Ohio State University Polonia
OR11 Mercato fresco S. lycopersicum Oregon State University USA (OR)
Oxheart Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
PARAGON Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
PI114490 Selvatica S. lycopersicum var. cerasiforme Ohio State University

P1128216 Selvatica S. pimpinellifolium Ohio State University Bolivia
PI1365914 Selvatica S. pimpinellifolium United States Department of Agriculture Ecuador
PrincipeBorghese Heirloom S. lycopersicum Ohio State University Italia
R001 Inscatolato S. lycopersicum University of Guelph CANADA
R9812 Inscatolato S. lycopersicum University of Guelph CANADA
R996 Inscatolato S. lycopersicum University of Guelph CANADA
R997 Inscatolato S. lycopersicum University of Guelph CANADA
RioGrande Mercato fresco S. lycopersicum Tomato Genetics Resource Center

RomaVF Heirloom S. lycopersicum Ohio State University

Rutgers Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (NJ)
SanMarzano Heirloom S. lycopersicum Ohio State University Italia
Sausage Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Simcoe102 Inscatolato S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Spitz Heirloom S. lycopersicum Ohio State University USA (OH)
Sun1642 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica USA (CA)
T-5 Mercato fresco S. lycopersicum Tomato Genetics Resource Center USA (CA)
Tropic Mercato fresco S. lycopersicum Pubblica

Turrialba Land Race S. lycopersicum United States Department of Agriculture

Unilever265 Inscatolato S. lycopersicum Pubblica USA (CA)
Walter Mercato fresco S. lycopersicum

Yellow Pear Heirloom S. lycopersicum Ohio State University

Yellow Stuffer Heirloom S. lycopersicum Ohio State University
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2.2 Estrazione DNA genomico

L'estrazione di DNA per analisi (GATA), e' stata effettuata nel seguente modo:
mortaio e pestello sono stati raffreddati in azoto liquido e 3-4 g di giovani foglie sono
stati triturati fino ad essere ridotti allo stato di polvere molto fine e mantenuti sempre
in azoto liquido. Successivamente il triturato e' stato trasferito in tubi Falcon da 50 ml
e sono stati aggiunti 15 ml di soluzione di estrazione 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,5 M
NaCl, 0,05 M EDTA, 2 ml di 10% SDS e 10,5 pl di B-mercaptoetanolo. | campioni
sono stati agitati vigorosamente ed incubati a 65°C per 20 min. Dopo aggiunta di 5
ml di 5 M potassio acetato, i campioni sono stati lasciati in ghiaccio per 15 min e
successivamente centrifugati per 10 min a 7000 rpm in una “Eppendorf Centrifuge
5810 R” utilizzando un rotore angolare fisso (F-34-6-38). Il supernatante e' stato poi
filtrato su carta da filtro trasferendolo in un nuovo tubo Falcon da 50 ml. Ad ogni
campione sono stati aggiunti 10 ml di isopropanolo a 4°C ed il tutto centrifugato per
30 min a 8000 rpm. Rimosso il supernatante e lasciato asciugare il pellet a
temperatura ambiente, 400 ul di 1X TE (0,01 M Tris-HCI, 0,01 mM EDTA; pH 8.0)
(Sambrook et al., 2001), sono stati aggiunti per risospendere il precipitato. E' stato
effettuato un trattamento aggiungendo 10 pl di 10mg/ml RNasi con successiva
incubazione a 37°C per 15 min. Sono stati aggiunti 400 ul di soluzione contenente
2% CTAB (p/v), 2 M NaCl, 0,2 M Tris-HCI (pH 7,0), 50 mM EDTA ed effettuata
un'incubazione di 15 min a 65°C. | campioni sono stati trasferiti in Eppendorf da 2 ml,
sono stati aggiunti 800 pl cloroformio: ottanolo (24:1), miscelati per inversione a
temperatura ambiente e successivamente centrifugati per 5 min a 14000 rpm in una
centrifuga “Eppendorf Centrifuge 5810 R” con un rotore ad angolo fisso F-45-30-11.
E’ stata poi delicatamente prelevata la fase superiore di ogni campione e trasferita in
Eppendorf da 2 ml, a cui sono stati aggiunti 800 pl di isopropanolo con successiva
centrifugazione di 5 min a 14000 rpm. Allontanato il supernatante, il precipitato €'
stato lavato con 500 pl di etanolo al 70%. | campioni sono stati, poi, nuovamente
centrifugati per 5 min a 13000 rpm. Il precipitato € stato asciugato sotto vuoto e,
quindi, risospeso in 300 pl di 1X TE precedentemente riscaldato a 65°C.

Per i campioni di pomodoro analizzati mediante SSR e SNP, il DNA genomico €'
stato estratto utilizzando 100 mg di giovani foglie congelate oppure 250 mg di frutti di
pomodoro congelati seguendo la procedura prevista dal “Genelute Plant Genomic
DNA Kit” (G2N70-SIGMA), previa triturazione del tessuto vegetale in azoto liquido.
Le foglie provengono da singola pianta per ognuno dei genotipi analizzati, mentre le
bacche delle varieta' selezionate per gli studi di tracciabilita' di filiera, fornite dalla
ditta di trasformazione “Annalisa”, sono state raccolte da piante diverse e
collezionate insieme. Il DNA dai prodotti processati e' stato estratto utilizzando 250
mg di materiale precedentemente liofilizzato. Sono stati impiegati il metodo basato
sul CTAB precedentemente descritto ed il protocollo previsto dal “Genelute Plant
Genomic DNA Kit” (G2N70-SIGMA).

2.3 Quantificazione del DNA genomico estratto

I DNA genomico estratto & stato quantificato mediante elettroforesi orizzontale in gel
di agarosio all1% (p/v) in tampone 1X TAE (Sambrook et al., 2001). La corsa
elettroforetica é stata effettuata per circa 15 min ad un voltaggio di 100 V. Il DNA &
stato visualizzato per esposizione ai raggi UV su di un trans-illuminatore (Bio-Rad UV
Transilluminator 2000) e poi fotografato mediante 'uso della macchina “Kodak Gel
Logic 100”. Per determinare la quantita di DNA estratto & stata paragonata l'intensita
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di ciascuna banda con quella relativa al DNA genomico del fago A (Promega)
caricato in tre differenti quantita' (50, 100 e 200ng).

2.4 DNA fingerprint mediante il minisatellite (GATA),
2.4.1 Southern blot

Sono state analizzate quattro piante per ogni ecotipo. Di ognuno dei campioni 5 ug di
DNA genomico sono stati digeriti con enzima di restrizione Tagl (Promega). La
reazione di digestione €' stata allestita aggiungendo al DNA genomico, 40 U di Taql,
1/10 del volume totale di 10ug/pl BSA e 1X buffer in un volume finale di reazione di
450 pl. La reazione €' stata incubata a 65°C per 16 ore. E' seguita una precipitazione
con 1/10 del volume totale di 3 M sodio acetato (pH 5,2) e 3 volumi di 100% etanolo,
successiva incubazione a -80°C per 5 min, centrifugazione a 14000 rpm per 15 min a
4°C, eliminazione del supernatante, lavaggio del precipitato mediante 70% etanolo e
centrifugazione per 2 min a 14000 rpm. |l precipitato e' stato lasciato asciugare e
risospeso in 40 pl di 1X TE. Ai 40 pl di ogni campione e' stato aggiunto 1/10 del
volume di “gel-loading buffer” (Sambrook et al., 2001) e sono stati, quindi, caricati su
gel di agarosio (0,8 -1,0%) contenente 1X TAE buffer. Il gel e' stato corso a 25-30 V
per 18-24 ore, in modo da separare tutti i frammenti di digestione. Successivamente
il gel e' stato immerso in una soluzione di denaturazione (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH)
per 30 min a temperatura ambiente, in lenta agitazione. Allontanata la soluzione di
denaturazione, il gel e' stato incubato nella soluzione di neutralizzazione (1 M Tris
(pH 7,4), 1,5 M NaCl) per 45 min a temperatura ambiente, in lenta agitazione. E'
stato allestito il Southern blot ed utilizzata la soluzione 20X SSC (Sambrook et al.,
2001). Il trasferimento per capillarita’ del DNA dal gel alla membrana di nylon
(Hybond N, Amersham) e' avvenuto over/night. Disassemblato il blot, il DNA €' stato
fissato sulla membrana mediante esposizione agli UV (150 mJoule) utilizzando un
apparecchio “Bio-Rad GS Gene Linker”.

2.4.2 Marcatura y*’PdATP 5' terminale e ibridazione con sonda (GATA),

La membrana e' stata preibridata per almeno 1 h nel buffer di ibridazione contenente
0,5 M Na,POy4 (pH 7,2), 7% SDS , 1 mM EDTA, precedentemente riscaldato a 35°C.
La marcatura 5’ terminale della sonda (GATA), e' stata allestita in un volume finale di
50 pl utilizzando 1 X buffer kinase (Promega), 25 pmol di oligo (GATA)4, 0,2 U di T4
polinucleotide kinase (Promega) e 5 pl di y*?PdATP (Amersham). La reazione e'
stata incubata per 1 h a 37°C e successivamente purificata mediante colonne
Microspin G-25 (GE Healthcare) secondo le istruzioni fornite dal produttore. La
membrana €' stata posta in 25 ml della soluzione di ibridazione dove sono stati
aggiunti 50 ul di sonda marcata purificata e lasciata in incubazione alla temperatura
di 35°C over/night. La membrana e' stata, poi, lavata con una soluzione di lavaggio
(83 X SSC, 0,1 % SDS) mediante due successivi lavaggi di 2 min ed asciugata su un
foglio di carta “Whatman”. La membrana e' stata posta nella cassetta per
impressionare la lastra fotografica (Kodak X-Omat) e riposta a -80°C con uno
schermo per I'amplificazione del segnale (Sambrook et al., 2001). Ventotto bande
sono state utilizzate per analisi di variabilita' genetica ed ogni frammento e' stato
assunto essere rappresentativo di un singolo locus. Solo bande riproducibili sono
state prese in considerazione per presenza (1) oppure assenza (0) e monitorate
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mediante analisi comparativa del profilo di ibridazione ottenuto per quattro piante
differenti per ogni ecotipo.

2.5 Analisi mediante SSR
2.5.1 Condizioni di amplificazione PCR per I’analisi di loci SSR

Sono stati selezionati dalla letteratura 14 loci SSR (He et al., 2003; Smulders et al.,
1997) rappresentativi di varie classi di ripetizione ed analizzati mediante
amplificazione PCR (Tabella 2.3). Le reazioni di amplificazione del DNA genomico
estratto da foglia e bacca sono state condotte in un volume finale di 25 pl contenente
20 ng di DNA genomico, 1X PCR buffer (Promega), 0,1 mM dNTP, 0,2 yM di primer
forward marcato all’estremita 5 con un fluoroforo (Tabella 2.3), 0,2 uM di primer
reverse non marcato, 0,5 U di Tag polimerasi (Promega). Le reazioni di
amplificazione sono state eseguite in “Eppendorf Mastercycler Gradient
thermocycler” il cui programma €& stato impostato con le seguenti temperature e
tempi di reazione: un primo step di denaturazione del DNA a 94°C per 3 min; 35 cicli
comprendenti la denaturazione a 94°C per 45 sec, l'annealing per 45 sec alla
specifica Ta (Tabella 2.3) e I'elongazione a 72°C per 1 min 30 sec; uno step finale di
elongazione a 72°C per 5 min.

I DNA estratto da prodotto processato e' stato amplificato con le seguenti
modificazioni al ciclo di reazione precedentemente descritto: il volume di DNA
stampo utilizzato e' stato di 1 pl del totale estratto e le condizioni di amplificazione
sono state: un primo step di denaturazione del DNA a 94°C per 5 min; 40 cicli
comprendenti la denaturazione a 94°C per 50 sec, I'annealing per 50 sec alla
specifica Ta (Tabella 2.3) e l'elongazione a 72°C per 4 min; uno step finale di
elongazione a 72°C per 9 min. | prodotti PCR sono stati separati mediante
elettroforesi orizzontale in gel di agarosio per verificare la presenza dei prodotti di
amplificazione e la corrispondenza delle loro dimensioni con i pesi molecolari attesi.
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Tabella 2.3: Caratteristiche dei loci SSR utilizzati: nome del locus SSR; tipo di ripetizione del core;
dimensione attesa dei prodotti in bp; numero di alleli attesi; indice di diversita' (D); sequenza 5'-3' dei
primer forward e reverse; tipo di marcatura (solo al 5' del primer forward); temperatura di annealing.

ino di Ripetizi ; i i i i i Indice di Diversita Sequenza dei Primers (5'-3") Marcatura o
SSR Tipo di Ripetizione Dimensione dei Prodotti (bp) Num. diAlleli Indice di Diversita (D) Forward & Reverse (fw-5) Ta°C

LE 20592*  (TAT),,(TGT), 158-167 4 0,58 CTGTTTACTTCAAGAAGGCTG 6-FAM 55
ACTTTAACTTTATTATTGCCACG

LE 21085* (TA)(TAT),., 98-113 4 0,36 CATTTTATCATTTATITGTGTCTTG 5HEX 50
ACAAAAAAAGGTGACGATACA
ACTGCATTTCAGGTACATACTCTC

LE at002** (AT), 203 2 05 6-FAM 57

ATAAACTCGTAGACCATACCCTC

GCGAAGAAGATGAGTCTAGAGCATAG
LE aat002** (AAT),, 106 3 0,55 6-FAM 55
CTCTCTCCCATGAGTTCTCCTCTTC

CAACAGCATAGTGGAGGAGG

LE aat007** (AAT),, 100 3 0,52 vIC 55
TACATTTCTCTCTCTCCCATGAG
AGAAGGCGTGAGAGGCAAC

LE caa001** (CAA), 105 2 0,33 6-FAM 52

CTTAGCACTTGATGTTGATTGG

TCCAATTTCAGTAAGGACCCCTC
LE ct001** €mn, 111 3 0,35 NED 52
CCGAAAACCTTTGCTACAGAGTAGA

CCTCTCTTCACCTCTTTACAATTTCC
LE ctto01** (CTT), 101 2 0,39 PET 57
CACTGGTCATTAAGTCTACAGCC

AAATAATTAGCTTGCCAATTG

LE EF1Aa* (TA), (ATA), 198-213 7 0,67 5HEX 50
CTGAAAGCAGCAACAGTATTT
TTCGGTTTATTCTGCCAACC

LE ga003** (GA),, 241 4 0,58 VIC 52
GCCTGTAGGATTTTCGCCTA

LELE25* (TA),, 1217 4 0.36 TTCTTCCGTATGAGTGAGT SFAM 50
CTCTATTACTTATTATTATCG
GCTCTGTCCTTACAAATGATACCTCC

LE ta003** (TA), 11 4 0,43 vIC 52

CAATGCTGGGACAGAAGATTTAATG

ATATGCATGGACAAATCTTGAGGG
LE ta015* (TA),s 107 2 0,49 PET 55
CTCGCGCATCAAATTAATGTATCAG

ACGCTTGGCTGCCTCGGA
LE tat002** (TAT),, 196 3 0,58 NED 55
AACTTTATTATTGCCACGTAGTCATGA

* Smulders et al., 1997
** He et al., 2003

2.5.2 Elettroforesi capillare degli amplificati SSR mediante ABI PRISM 3100-
AVANT

Per la discriminazione allelica gli amplificati fluorescenti sono stati analizzati
mediante il sistema di elettroforesi capillare automatizzato ABI PRISM 3100- AVANT
(Applied Biosystems), con capillari in silice fusa di 36 cm di lunghezza riempiti con il
polimero POP4 (Applied Biosystems). Tutti i frammenti passano attraverso una
finestra di lettura che converte I'informazione fluorescente in informazione elettronica
che a sua volta é trasferita al computer per essere processata attraverso i programmi
‘ABlI PRISM GeneScan” e “Genotyper 2.5” (v. 3.7) (Applied Biosystems). Le
fluorescenze usate sono quelle riportate in tabella 2.3. Per ogni campione sono state
effettuate opportune diluizioni delle reazioni di amplificazione e ad 1 pl di ogni
diluizione sono stati aggiunti 0,25 pul di standard GeneScan 500 Liz (Applied
Biosystems) per le marcature FAM, VIC, NED e PET, 0,25 ul di standard GeneScan
400 HD Rox (Applied Byosistems) per la marcatura HEX e 9,25 ul di formammide. |
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campioni sono stati denaturati a 95°C per 5 min e immediatamente posti in ghiaccio
per altri 2 min. Le condizioni di corsa elettroforetica sono state 15kV alla temperatura
di 60°C per una durata di 45 min. L'altezza del segnale e la dimensione allelica del
picco vengono calcolate mediante il software “ABlI PRISM Genotyper 2.5” (v. 3.7)
(Applied Biosystems).

2.6 Analisi CAPS
2.6.1 Condizioni di amplificazioni di loci EST-SNP

Sono stati selezionati dalla letteratura 21 EST-SNP di S. lycopersicum (Yang et al.,
2004) e l'approccio adoperato € stato quello dell’analisi CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequenze). Le condizioni di amplificazione PCR sono state le stesse di
quelle adoperate per amplificazione dei loci SSR, precedentemente descritta nel
paragrafo 2.5.1, utilizzando i primer riportati in tabella 2.4.

Tabella 2.4: Loci EST-SNP selezionati per analisi CAPS e loro principali caratteristiche.

SNP Sequenza dei Primer (5'-3") Dimensione frammenti attesa

Enzima di restrizione EST di riferimento
Forward e Reverse (bp)

LEOH2 CTTGAAGATGGCCGAACACT 201 Bsawl EST478594 G EST253241 A
CTGGTCTGGGGGAATACCTT

LEOH8.4 CCACTGATCAATGTGGTGGA 208 Haelll EST252213 C* EST307657 T
CAACCACAAATGGCTCCTAAA

LEOH11.1 TATGTTGCTGCCCAGACTCA 189 Hhal EST328328 T EST307804 c*
ACATCATGACCAACCATTCA

LEOH12.2 CCAGATGGGAGATGGGTCTA 181 Msel EST549757 T EST308207 C
CAGCAGTAACACCAGGAGCA

LEOH16.2-16.3 TCGACGCTGCACAGAAATAC 206 BsaWl EST301659 C* EST285093
TTCCTCCTCCTTATCTCCTTCA

LEOH20.1 CAGACCTAACAAGACAGGCAAA 246 Haelll EST327354 A EST284995 G*
ATCAGGCATGACCATGGAAG

LEOH23.1 GAGAGAAAAAGGGCACAAGG 191 Mspl EST546919 del EST256088 G*
ACCGACAAACGCATAGATCA

LEOH25.1 GGAGGAAATAGGGTTTCTAGGG 325 Hincll EST511738 C* EST285647 G
AATGGCCTGGCTAATCTGTG

LEOH28 CGCGGAGTTCTGTTAGCTTC 223 Taql EST273353 A" EST253877 T
GCCGACGAATTACGAACATC

LEOH31.3 TTGCAATGGCTTCTCTCCTC 238 Mspl EST583372 G* EST308897 A
ACTTGTCCGTTTCTCGCTTG

LEOH31.4 TTGCAATGGCTTCTCTCCTC 238 Msel EST583372 G* EST308897 A
ACTTGTCCGTTTCTCGCTTG

LEOH32.1 TGGTGTGGATCCTGCTGTTA 293 Haelll EST358606 C* EST256921 T
TGGAAATCACACCAAAACGA

LEOH35.5 CATCAGCCTCGCTCTCTTCT 480 Taql EST549543 G* EST280079 A
CAAACTGCAAGCCATTTGAA

LEOH 31.6 TGTTGATGTCTGGTCCATTTCT 197 Tagl EST583372 C* EST308897 T
CCCTGCCCAAACATCTAAAA

LEOH 31.7 TGTTGATGTCTGGTCCATTTCT 197 Msel EST583372 A EST308897 T
CCCTGCCCAAACATCTAAAA

LEOH 31.10 TGTTGATGTCTGGTCCATTTCT 197 Alul EST583372 G* EST308897 T
CCCTGCCCAAACATCTAAAA

LEOH39 AGAGAGTGGTGCAAGTTAG 191 EcoRIl EST552218 C* EST280326 T
CATAGGCACAGTAATGAGAT

LEOH 63 CCCCTCGTGTAGGTGTCACT 199 Tagql BT013861 c*
ATCCTCCGATCATCAGCAGT

CosOH73 CTTCCCGACAAGCACAAAAA 189 Alul
CGAATGCTCTGTACCATTTCC

Note: I'asterisco indica la base del sito di taglio riconosciuto dallo specifico enzima di restrizione.

| frammenti di amplificazione sono stati digeriti mediante gli specifici enzimi di
restrizione riportati in tabella 2.4. Le reazioni di digestione sono state allestite in un
volume totale di 20 pl utilizzando 5 pl di prodotto di amplificazione, 1 X buffer, 4 U
dello specifico enzima di restrizione ed 1/10 del volume finale di BSA. Le reazioni
sono state, quindi, incubate alla rispettiva temperatura ottimale e per il tempo
richiesto indicati per ogni enzima. | frammenti sono stati, poi, separati mediante
elettroforesi orizzontale in gel di agarosio al 3% (Sambrook et al., 1989) ed i loro
rispettivi pesi molecolari sono stati calcolati sulla base di una curva standard
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costruita sulle ultime dieci bande (da 2000 a 100 bp) del “1 Kb plus DNA ladder”
(Invitrogen) mediante il “Molecular Imaging Software v. 4.0.3” (Kodak).

2.6.2 Sequenziamento ed analisi dei prodotti PCR per la validazione degli SNP

L’identita degli amplificati e' stata effettuata tramite sequenziamento e tale verifica &
avvenuta per almeno due genotipi per ogni SNP. La reazione di sequenza & stata
effettuata utilizzando il “Big Dye RR terminator v1.1” per frammenti fino a 150 bp e
“Big Dye RR terminator v3.1” (Applied Biosystems) per frammenti compresi tra 500 e
700 bp. A 30 ng di prodotto di amplificazione sono stati aggiunti 3,2 pmoli del primer
e il buffer 1X RR (Applied Biosystems), secondo quanto riportato dal produttore, in
una reazione dal volume finale di 10 pl. Per le reazioni di sequenziamento del DNA i
primer utilizzati sono gli stessi di quelli impiegati per le amplificazioni PCR del locus
di interesse, in reazioni allestite separatamente, I'una che utilizza il forward e l'altra il
reverse. La reazione di sequenza ha incluso una fase iniziale di 96°C per 5 min
seguita da 25 cicli di amplificazione costituiti da uno step a 96°C per 10 sec, uno step
alla relativa temperatura di annealing per 5 sec e una fase di polimerizzazione a
60°C per 4 min. | prodotti sono stati purificati mediante precipitazione in 2,5 volumi di
95% etanolo e 1/10 del volume dei campioni di 3 M sodio acetato (pH 5,2),
incubazione a -80°C per 10 min, centrifugazione per 2 min a 14000 rpm,
eliminazione del supernatante, lavaggio del precipitato con 70% etanolo e
solubilizzazione in 10 ul di formammide Hi-Di (Applied Biosystems). | campioni sono
stati denaturati a 96°C per 5 min e successivo rapido abbassamento della
temperatura a 4°C e, quindi, analizzati al sequenziatore (AB 3130; Applied
Biosystems). Le sequenze ottenute sono state analizzate mediante il programma
“Chromas Lite 2.01” (Technelysium Pty Ltd) e per ognuna delle sequenze relative ad
un locus SNP sono stati generati contigs per assemblaggio delle sequenze ottenute
con il forward ed il reverse mediante il programma “CodonCode Aligner v3.0.1”
(www.codoncode.com). Le sequenze sono state, poi, allineate e confrontate con
quelle corrispondenti EST-SNP selezionate dalla banca dati mediante il programma
“ClustalW 2.0.11” (Thompson et al., 1994).

2.7 Analisi di marcatori in/del

Sono stati selezionati dalla letteratura 6 marcatori in/del (Tabella 2.5) tra quelli
disponibili sul sito www.tomatomap.net (Francis et al., 2006) ed utilizzati per la
genotipizzazione del materiale in esame.

Tabella 2.5: Loci in/del selezionati, cromosoma di appartenenza, metodo di rilevazione e dimensioni
dei prodotti.

Locus in/del Cromosoma Metodo dirilevazione® Dimensione prodotti

CT10042 | 3 2% 126/150bp
CT10184 | 4 4% 149/161bp
CT10373 | 5 2% 192/270bp
CT10737 | 1 4% 182/195bp
CT20210 | 5 4% 176/194bp
CT20268 | 1 4% 253/268bp

® percentuale di agarosio utilizzato per le analisi in elettroforesi orizzontale.
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Le condizioni di amplificazione PCR sono le stesse di quelle precedentemente
descritte nel paragrafo 2.5.1. La separazione dei prodotti di amplificazione e'
avvenuta mediante elettroforesi orizzontale in gel alle percentuali di agarosio indicate
in tabella 2.5 ed i loro rispettivi pesi molecolari sono stati calcolati sulla base di una
curva standard costruita sulle ultime dieci bande (da 2000 a 100 bp) del “1 Kb plus
DNA ladder” (Invitrogen) mediante il “Molecular Imaging Software v. 4.0.3 (Kodak).

2.8 Analisi molecolari mediante SNP

2.8.1 Condizioni di amplificazione PCR dei frammenti contenenti gli SNP e
Estensione del Primer Allele-Specifica (ASPE)

Sono stati selezionati 71 SNP tra quelli disponibili sul sito “Tomato Mapping
Resource Database” (www.tomatomap.net) (Francis et al., 2006). Ogni SNP ¢€'
localizzato in un amplicone di dimensioni molecolari comprese nel range da 300 a
1000 bp (Tabella 2.6, pagina successiva) e sono stati selezionati sulla base di quelli
che erano gia' stati utilizzati per la genotipizzazione della “Core Collection” dell'Ohio
State University (Francis et al., 2006).

Tabella 2.6 Loci SNP analizzati; nucleotidi associati allo SNP; sequenze dei primer forward;
temperatura melting dei primer forward in gradi Celsius; sequenze dei primer reverse; temperatura
melting dei primer reverse in gradi centigradi, peso molecolare dei prodotti di amplificazione in bp;
numero indicativo della microsfera 1; sequenza del primer 1 per ASPE; numero indicativo della
microsfera 2; sequenza del primer 2 per ASPE; direzione: forward o reverse.
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Locus SNP Primer fw TmF Primer rv. TmR PM_ m.1 ASPE primer 1 m.2 ASPE primer 2 D.
CT10004 AG CACGACATTAGCTGTTGGGTT 60,0 TGGAGCTGGAATCAGTGTTG 598 820 33 TTTCCAGGTCACTTGAATGT 34 TTTCCAGGTCACTTGAATGT R
CT10018 AG CCAATTCCTCTTCGTGATGC 60,6 CTTCCATTACCACCTTGTCCA 59,8 1383 74 CCTTTGTCTCCTTTGAAGAT 75 CCTTTGTCTCCTTTGAAGAT R
CT10024 GT GCTCATGTCAATCTTCTCTTGG 58,9 GAGCTGAAGACCTTTCTCGC 59,3 307 72 TGGCGTATGTGACATCTAG 73 TGGCGTATGTGACATCTAG F
CT10043 AT CTGTGGAAGCTACTGCTAGGC 59,3 CCCTCCTATGCTACCAATCAA 59,1 869 35 GAACTTTAAGTCGTTGCACA 36 GAACTTTAAGTCGTTGCACA F
CT10050 GT AAGGTGGTGATGTAATGGTGC 59,7 TTCTATGGCTGCATGTACGG 59,7 964 35 CCCACCCATGGGATTACA 36 CCCACCCATGGGATTACA F
CT10075 CT GGGCCTCTAGTTTACCCAGC 60,7 TTCGACAGAGAAAGCAAGGA 604 753 17 GCTAAGTTGCTTGGTCC 18 GCTAAGTTGCTTGGTCC F
CT10102 AT TTTGTCGGCTCATCTTCCA 60,3 AGCAACGCAACCAATTCTG 599 420 17 GCTTCGCATTGAGTCATACA 18 GCTTCGCATTGAGTCATACA R
CT10120 AG AGCCGACTTTCTATTGCTGG 59,5 GGAGATCACATTCTCCTCCCT 59,5 1242 42 GCAAATTTATCTGGAGGGTACA 43 GCAAATTTATCTGGAGGGTACA F
CT10136 AG GTCTCGGCCTATCTGCTTTG 60,0 GCTTCTCAAACTCCTTCCCTT 59,0 1261 42 GTTAGGCCCATCCTTTACCC 43 GTTAGGCCCATCCTTTACCC F
CT10138 CT ATGGTGCCTCTCAAGGTTTCT 60,1 CAGCGACATACCCTCCAAA 59,7 1277 42 GGTTGATTTTCAGCCCTTC 43 GGTTGATTTTCAGCCCTTC F
CT10153 GT GTCGAAATCAAAGCCTCCTC 58,9 CAAGGTTGTTCACACGTTCG 60,2 1422 44 AACTCCCAAGTCCAATAAGG 45 AACTCCCAAGTCCAATAAGG R
CT10162 AG AGCTCCCTCACAGGGTTGT 59,7 CAATAACCGTCCTTCCCTTT 58,0 1242 46 CCCTGGCTAGAAATCGAT 47 CCCTGGCTAGAAATCGAT R
CT10184 CT GATCGGAGATGAAACGGAGA 60,2 CACAATGCTTCAATCCAACG 60,1 1022 51 GTTTCGATTGAACCCGTAC 52 GTTTCGATTGAACCCGTAC F
CT10187 AG GTGAAAGAAATCCGGGTGAA 59,9 AGATTATGCCCTCCTCGATGT 599 1120 53 TTGTACAAGAAGGGACCAAT 54 TTGTACAAGAAGGGACCAAT R
CT10190 AG GAACAATCCAAGAGCGGAAC 59,7 TCAAGGGAACCAGTCCATTC 599 894 21 TAATTTCTTCCTTCGAGCCA 24 TAATTTCTTCCTTCGAGCCA F
CT10192 AG CATCACCAAATCCAAGACTGC 60,5 TCTTCAGGATTCTCAGCTTTCC 60,0 1666 41 AGTTAAAAGTAGGTACCCCT 11 AGTTAAAAGTAGGTACCCCT R
CT10205 AG GGGAGCTTCTTGTTTGTGATG 59,7 AAACGGGCAACTGGACAA 60,1 962 44 TAGCAGCATCTACACGCC 45 TAGCAGCATCTACACGCC F
CT10206 AG GGTAATAATGGCGGTGATGG 60,0 GATGGCAGGTGATTTCTGATG 60,5 1185 12 GATACCTGAGTTACCAAGCT 13 GATACCTGAGTTACCAAGCT R
CT10215 CT TCCCGTAATCTGGCGTTACT 59,6 GAAACTGGCATCCACATGAA 595 1219 61 CTTGGGGTGGGATAACTG 62 CTTGGGGTGGGATAACTG R
CT10238 AG GGCGTAGCGGTGTTCCTT 61,2 TCATACCAATCCCAACCAGC 60,7 975 63 ACCATAGGCTTCTAGGCTAT 64 ACCATAGGCTTCTAGGCTAT R
CT10242 AT AGGAGGTTGGACGTGTGAAC 60,0 CCAGCAGTGATAGCGTTGG 604 879 72 TCGAGCTAACAAAACACAGT 73 TCGAGCTAACAAAACACAGT R
CT10322 AC ACAGCGAACCGCTTTCAG 60,1 GGCCCATAAATTGCATTGTG 61,1 1254 76 AGGAAAAAGCAACCCAGAA 77 AGGAAAAAGCAACCCAGAA F
CT10346 AT TTCTTCCTCCTCCACCAAAG 59,3 TCCCTTCTCTCCATTTCACG 60,2 1298 21 AAACGTACACTACAGAAACAAAT 24 AAACGTACACTACAGAAACAAAT R
CT10347 CT GGGATGCAACTGCTTGTGT 59,7 GCAAGATCCCGATTCTCTAAGT 589 1441 25 GCCAGCCAATAAGAGCCA 26 GCCAGCCAATAAGAGCCA R
CT10351 AT CTGTGCTGCTAGTGCTACTGCT 60,0 AACTAGGGCAACACTTCCCA 596 1135 27 AAACCCAAACCCAACAGA 28 AAACCCAAACCCAACAGA F
CT10373 CT CCTGCCCAGTTGCTTATGTC 60,7 TCGTCAAGTCAGAATCCCATC 60,1 1579 19 GTCTACAAGGGTGGAATCC 20 GTCTACAAGGGTGGAATCC F
CT10375 AT TTCGTCGATATTTGGGCTCT 59,7 GTCAAGAAATGACCGAAGGC 59,7 1586 51 GGTGATATACCCATTTGTGT 52 GGTGATATACCCATTTGTGT R
CT10377 AG CATGGATTTGACCTTCATCG 58,9 TCAAAGTGGCGTCTAGGTTTC 594 1460 35 TTGTTGTGCTTTCAGCTT 36 TTGTTGTGCTTTCAGCTT R
CT10385 AG AGCTTTGTTAGGTTGGGCTG 59,4 TGCTAATCCAAACCCACTGA 59,1 929 76 CTATTTCGGTGTCGTCATCA 77 CTATTTCGGTGTCGTCATCA F
CT10386 GT CACTGCAACAACTCCCTCTG 59,5 CTTCCTTAGGTGGCGCTTC 60,0 1461 21 GAATGGATGCTCTGTATGAGG 24 GAATGGATGCTCTGTATGAGG F
CT10390 AG GCCCAATAGGTTCCAAGCTC 61,0 TGTCGTTGGTATTAAGCGCA 60,3 1729 37 AGCCAAATTCATCTCACCA 38 AGCCAAATTCATCTCACCA F
CT10396 AG GCGATTGGTATGAAGCAGATG 60,6 GCAGCTTGTGGAACTGACTTT 595 1461 25 TTCTGTACGATATGCTTGCT 26 TTCTGTACGATATGCTTGCT R
CT10401 AT GGGAGACTCATCCTGATTGC 59,6 ATTTGTTCCTCCCAATGCTG 599 1090 46 ATGAGATATGAGCCCAACTA 47 ATGAGATATGAGCCCAACTA R
CT10432 AC GGAACACGGAGGAAAGGTG 60,5 CACAGGTCCACAGCAATGTC 602 691 27 CCTTCATCGCCGAAGAT 28 CCTTCATCGCCGAAGAT R
CT10437 AT ACTTAGAGCTTCAGCCACCG 59,6 ACTTCCTTCTCCTGCCTGCT 60,5 826 29 GACCCAAGCAACTTTGGA 32 GACCCAAGCAACTTTGGA F
CT10450 CT CGGAATCATGTGCCATCTC 60,0 GCAGAGAAACCGAACCTTCA 604 476 12 GAAGAGAAGTGTAGAGAGCG 13 GAAGAGAAGTGTAGAGAGCG R
CT10469 AC TGTCGATTTCTGGTTCACCT 58,1 CTAACTACCACCTCTCTTAACCACC 588 984 14 CATTCCCTTGAAAACGATAA 6 CATTCCCTTGAAAACGATAA F
CT10471 CT CATGCTGCAACTGTCCAATC 60,3 GCCCTGACACTGCTGGTT 59,8 1404 44 CACATGGAGTGATGTCATG 45 CACATGGAGTGATGTCATG R
CT10485 AC AGCACTCGGTGAGCTTGTTAG 59,7 ATCCTCATCCTCCAGTGCAT 59,5 1100 53 GTGGCTGAAGCGTGTATCA 54 GTGGCTGAAGCGTGTATCA F
CT10494 AG GGCCTAATTTCGTTCCAAGAC 60,0 GGCTCATCATGGACTGATTG 59,0 1740 42 AGAAGTGGAGTGTAAGAACT 43 AGAAGTGGAGTGTAAGAACT R
CT10526 CG GAACTGTCTACCATACTTGAAGGG 58,3 AGGTCGGAGTTTCCAGAAGA 589 706 46 TAGCTCAGGTAAGCTAGAAC 47 TAGCTCAGGTAAGCTAGAAC F
CT10533 AC TCGTGCGACAACTGCTTACT 59,7 GTCCTCCAGAATTAAACTGCAC 579 1640 46 TGTGATCGGAAGCATAGA 47 TGTGATCGGAAGCATAGA F
CT10535 AC CTAGCAAGTGGCACGATGG 60,4 CCTCCGCACAGGATACAACT 60,1 1009 51 CACATAGGAGAGGTAAACCT 52 CACATAGGAGAGGTAAACCT R
CT10554 AG AGAGAGGCATTGGGCCTT 59,8 AGCAGAACGAAGAAGATCGC 59,7 769 55 ACAGCAATAAGTTTTAGGAAAGA 56 ACAGCAATAAGTTTTAGGAAAGA F
CT10556 AG CACAAGTGGTGCTGAGGAAAT 60,2 TGAGGCGGAATGAAGAAGAT 59,8 659 61 CCTTTCCTTCCTCGAAGAAC 62 CCTTTCCTTCCTCGAAGAAC F
CT10591 AT CTGATCTCATTGCCTTTAACCC 60,0 ACTCCAGTATGACCAGCTCCA 59,7 447 55 CAGCTAGTCCTTTCAAGTCT 56 CAGCTAGTCCTTTCAAGTCT R
CT10639 AG GGTCTCACAATGTTGCTTACTG 57,4 TTCGCAATCAGTTTAGGGTC 57,8 1609 63 AGAATTTTGACGAGGCTGTA 64 AGAATTTTGACGAGGCTGTA F
CT10678 GT GAACGGAGACATTGAAGTGC 58,3 AACTGGATCTTCTGCCAACA 58,3 1454 65 TATGGTTGAAACCAGGCTTG 66 TATGGTTGAAACCAGGCTTG F
CT10715 CT CATTGGGACTGCTTGCAC 58,7 GAGACAATTCCCAGAATCCA 57,5 1038 53 AGTACTTGTAAACAGCCCAG 54 AGTACTTGTAAACAGCCCAG R
CT10736 CT TCGTAATGCAATGGCTCATC 59,7 AGACCAGATCCAGGAGGGA 596 667 76 TGTTTACAGAAAGTGGGGC 77 TGTTTACAGAAAGTGGGGC F
CT10768 CT TTTGGCTCCAGAACGAGG 59,9 GGACGATAATGGATGGATCTG 592 585 17 CCAGATGATTGGAAGTTGC 18 CCAGATGATTGGAAGTTGC F
CT10778 AG TTTGGTCCTGAGGCTATTGG 60,1 CAGACGAATCTACCGCCTTC 59,8 486 74 TTTGAATCGAGGTAACACCA 75 TTTGAATCGAGGTAACACCA F
CT10781 GT CTGCAACTGGGAATGAGGTC 60,7 ACACCAGACTAGACGCCTTGA 599 1193 21 CTTACTTCAGAGGCCACC 24 CTTACTTCAGAGGCCACC R
CT10790 AG CCCTCCGATAGCAACATCAC 60,5 TGCACCACTTTCTGGGTCTA 593 643 55 CTCCAGATATATATTCAGCACAAT 56 CTCCAGATATATATTCAGCACAAT R
CT10793 CT CTTGCCACTCCAAAGTCAGG 60,8 CTAGTCGTTCCCGATCATGC 60,6 277 25 TCCTCACTGTTGTAGGAAAC 26 TCCTCACTGTTGTAGGAAAC F
CT10801 CT CAGTTTCTCAGGTTGGGAGC 59,8 TCTCTTTCAGACATCCTGCGT 600 655 27 AACCTCATATCGGGTCATC 28 AACCTCATATCGGGTCATC F
CT10