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COS’E LA BIODIVERSITA?

La diversita biologica o BIODIVERSITA’ e
la varieta degli organismi del pianeta.

Questa varieta include:

a) la diversita del loro aspetto morfologico,

b) la loro diversita genetica

c) le differenti aggregazioni o comunita che gli organismi
POSSONO comporre.




COS’E LA BIODIVERSITA?

Dove troviamo la massima biodiversita?

I1 70% delle specie di tutto il mondo si trova in solo 12 stati Presso I’'Hindu
Kush-Himalaya sono presenti circa 25.000 specie (10%).

Le regioni tropicali supportano 2/3 delle 250.000 specie di piante stimate.

La maggiore biodiversita registrata ad oggi € 1200 specie in 52 ha di
territorio nel Lambir Hills National Park, Sarawak (Malaysian Borneo)

Source: World Resources Institute, Earth Trends (Ref 5) * A vascular plant is
one whose tissues conduct fluids

Country Number
Australia 15.638
- =~
...,_g_rgﬂl 56,215 | ~
China 8,200
Colombia 32,200
Congo, 11,007
Democratic
Republic
Costa Rica 12,119
Ecuador 19,362
India 18,664
Indonesia 29,375
Madagascar 9,505
Mexico 26,071
Peru 17,144




COS’E LA BIODIVERSITA?

COSA SONO GLI HOTSPOT DELLA BIODIVERSITA?

Un hotspot della biodiversita € una zona ricca di specie sulla quale incombe una seria minaccia alla sua esistenza
Concetto sviluppato da Norman Myers dell’Universita di Oxford (UK) per individuare delle aree prioritarie di conservazione.

Ill

punti caldi” della
biodiversita non sono solo in
aree tropicali




LU'IMPORTANZA DELLA BIODIVERSITA’

Il germoplasma e conservato per tutelare la biodiversita e combattere I'erosione
genetica, ma anche per utilizzarlo in programmi di ricerca che hanno contribuito
notevolmente allo sviluppo dell’agricoltura moderna, della medicina e delle

biotecnologie.

Nel 1953 un frumento selvatico della Turchia (Triticum turgidum ssp. dicoccoides Korn)
forni i geni per superare la ruggine fogliare che distrusse oltre un terzo dei campi di

frumento nello stato del Montana.

Negli anni’70 la ruggine del caffe che si diffuse in America latina, minacciando seriamente
le gia precarie economie di quei Paesi fu ostacolata dai geni di resistenza individuati in

una varieta di caffe dell'Etiopia, denominata Geisha.

Nel 1970 un'altra malattia, I'elmintosporiosi, si diffuse nel "corn belt" americano, alla
velocita di oltre 150 Km al giorno, distruggendo oltre un sesto della produzione maidicola
degli USA e la meta di quella degli stati del Sud; i geni che determinano la resistenza furono
reperiti in una specie ancestrale del mais, Zea diploperennis L..




PRINCIPALI MINACCE ALLA BIODIVERSITA VEGETALE
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COSA FARE?

* Ricercare la biodiversita vegetale
* Conservare il germoplasma vegetale
* Caratterizzare il germoplasma vegetale

\;’”:‘i Regioni l?iogeograiiche
LE REGIONI BIOGEOGRAFICHE oAb
':;:/:_v: 3 :_?.... ¢ l"é" "D Mediterranea
ot S e Confini
Comunita Europea — sei Regioni ‘C o — Regini

Biogeografiche ‘3‘5”\\‘\ Sgon

Per ognuna delle sei regioni biogeografiche
la Commissione Europea ha redatto elenchi -
di SIC

Italia suddivisa in tre regioni
biogeografiche: Alpina, Continentale e
Mediterranea. ' .



COSA FARE?

 Ricercare la biodiversita vegetale
* Conservare il germoplasma vegetale
e Caratterizzare il germoplasma vegetale

Conservazione in situ

La conservazione puo essere praticata in
situ, quando e possibile conservare il
germoplasma nel suo habitat naturale,
non solo nel suo habitat originario ma
anche in giardini e campi sperimentali, o
altre strutture realizzate appositamente
dallluomo che riproducano I’habitat di
partenza della specie.

Conservazione ex situ

La conservazione ex situ si riferisce sia a
collezioni di germoplasma vivente site in
luoghi e con habitat diversi da quelli
d’origine, sia a raccolte di semi e colture
in vitro di tessuti che a collezioni di
polline, tessuti meristematici, embrioni
e semi crioconservati.



COSA FARE?

* Ricercare la biodiversita vegetale
e Conservare il germoplasma vegetale
e Caratterizzare il germoplasma vegetale
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LA BIODIVERSITA’ MOLECOLARE

L'individualita di ogni organismo vivente
e racchiusa nel suo patrimonio genetico,
costituito dal DNA.

In particolare, I'informazione genetica
specifica di ogni organismo é costituita
dalla sequenza delle 4 basi azotate
(A,C,G,T).

La sequenza delle basi nel genoma é
guasi identica nell’ambito della stessa
specie (>95%). Le piccole differenze
intra-specifiche sono quelle che
consentono di differenziare un individuo dall’altro.




...Perché il DNA????

Molecola stabile e non modificabile; resistente alle alte
temperature, alle trasformazioni industriali, presente in tutte le
cellule.

Analizzabile con metodi automatici, non influenzata dall’ambiente,
analisi altamente riproducibili.




Il progetto REGEROP
Overview delle attivita
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Il progetto REGEROP
Overview delle attivita

Colture di olivo in
Italia:
1,077,477 Ha

South Adriatic
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Il progetto REGEROP
Overview delle attivita

Il progetto REGEROP: «Recupero del germoplasma olivicolo pugliese», segue un
approccio multidisciplinare attraverso | coordinamento di otto differenti attivita

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

Indagini storiche e bibliografiche

Ricerca del germoplasma

Conservazione Ex situ

Caratterizzazione morfologica, tecnologica e genetica
Indagine dello stato sanitario delle piante recuperate
Costituzione del Data-base

Schede elaiografiche

Conservazione In situ




Il progetto REGEROP
Principali obiettivi

ATTIVITA INDICATOR DESCRIZIONE OBIETTIV

! E o

01 Risultato No. di documenti 300

02 Risultato No. di piante geotaggate 500

03 Impatto Incremento del germoplasma di 10 (Ha)

olivo pugliese

04 Risultato No. di genotipi caratterizzati 100

05 Risultato No. di fonti primarie 40

06 Impatto Rilascio del Database 1

07 Risultato No. di schede elaiografiche 100

08 Risultato No. di collezioni private e pubbliche 5



Il progetto REGEROP
Metodologia

La metodologia seguita nel progetto REGEROP mette insieme differenti
tecniche e competenze messe a disposizione da soggetti diversi:

3 Centri di Ricerca
5 Organizzazioni professionali
4 Compagnie private
4 Aziende
2 comuni




Il progetto REGEROP
Risultati

Re.Ger.0.P.

Legend
+  ACCESSIONI DI OLIVO
[ COMUNI PUGLIESI

310 documenti

160 Genotipi di olivo

Il libro ROSso «La sanzaria» 1582-1583
bc



Il progetto REGEROP
Risultati
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Il progetto REGEROP
Risultati
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Il progetto REGEROP
Risultati
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59 nuove fonti primarie



Il progetto REGEROP
Risultati

Re.Ger.0.P.
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Il progetto REGEROP
Risultati

8 nuove collezioni di germoplasma di
olivo



La caratterizzazione molecolare
metodologia

Sono stati selezionati 30 alberi di
olivo collezionati in aziende private a
rischio di erosione genetica.

confronto con 26 varieta di olivo
certificate diffuse in Italia e in Puglia,
disponibili presso il campo di
premoltiplicazione di olivo del CRSFA
a Palagiano (TA).

12 marcatori del DNA sono stati analizzati: DCA3,
DCA5, DCA9, DCA13, DCA15, DCA17, DCA18, (Sefc
et al., 2000),

EMO-90, EMO-L (De La Rosa et al., 2002), GAPUA4S5,
GAPU71B, GAPU101, (Carriero et al., 2002).



La caratterizzazione molecolare
Risultati

Jirccho, 4 casi di sinonimia
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La caratterizzazione molecolare
Risultati
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Il g¢enoma delle piante coltivate:

Poliploidia

DUPLICAZIONI

Adattamento
evolutivo

Grandezza del
genoma e
complessita

Variazione del

DNA RIPETUTO :
fenotipo




Il Next Generation Sequencing (NGS) per lo studio della Biodiversita

La rivoluzione NGS rende oggi possibile intraprendere analisi genomiche su una dimensione di scala fino a poco tempo fa
inimmaginabile. Gli strumenti (next-generation sequencing) consentono di determinare la sequenza del DNA con
elevatissima efficienza e costi estremamente contenuti.

Sequenziamento Sanger:
Marcatori SSR
Basso numero di sequenze

VS

NGS Illumina

NGS lllumina
Marcatori SNP
Sequenziamento del
genoma

GBS

VS




I marcatori SNP (Single Nucleotide Polymorphism) generati con i

sequenziatori NGS

SNFP  short tandem repeat (STR)

Vo
“Wian | GTACTAGACTACTACTACTACTACTGOGT G,

3 T HfTR

Man 2 GTACAAGACTACTACTAC TACTACTACTGGTG..,

13 MpEXs

Man 3 GTACAAGACTACTACTACTACTACTACTACTGUTG..,

T repls

Linked SNPs
outside of gene _ \\

no effect on
protein production
or function

Causative SNPs
in gene

Non-coding SNP:
@ changes amount of _
protein produced

Coding SNP:
@ changes amino

acid sequence




OPEN & ACCESS Freelyavailable online ="PLoS one

A Robust, Simple Genotyping-by-Sequencing (GBS)
Approach for High Diversity Species

Robert J. Elshire’, Jeffrey C. Glaubitz', Qi Sun?, Jesse A. Poland®, Ken Kawamoto', Edward S. Buckler'*,
Sharon E. Mitchell*

Riduzione della complessita genomica mediante 'uso degli enzimi
di restrizione

Pro:
S
" v’ economicita
M

v Elevato numero di SNP sul genoma

v’ Piattaforme di sequenziamento NGS in
multiplex

v Barcoding del singolo campione

v" Non richiede conoscenze preliminari

genoma



Sample preparation

Unique

DNA
extraction

Forward

digest (Psd, adaptor

Mspl ApeKl)

Structure analysis

Schema di lavoro dell’analisi GBS

Restriction sites

(Ps,

Msgl,A&'n

< 497 DNA
barcode
Restriction v M

Sequence alignment

Pool samples  PCR amplification

lllumina Platform

Fig. 1 Schematic steps of a genotyping by sequencing experiment

cv. Farga

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE
Digestione con enzima ApeKI

ASSEMBLAGGIO DELLE LIBRERIE

v

SEQUENZIAMENTO ILLUMINA

v

CHIAMATA DEGLI SNP

Cruz et al. GigaScience (2016) 5:29
DOl 10.1186/513742-016-0134-5

GigaScience

Genome sequence of the olive tree, Olea ~ ®™
europaea

Fernando Cruz'=", Irene Julca®**', Jassica Gémez-Garrido'*, Damian Loska™, Marina Marcet-Houben?,
Emilic Cano”, Beatriz Galan®, Leonar Frias'?, Paclo Ribeca'”, Sophia Derdak ™, Marta Gut'?,
Manuel Sanchez-Femandez’, Jose Luis Garcia®, vo G. Gut'?, Pablo Vargas™'", Tyler S. Alioto
and Toni Gabaldon™**""

1210%




Schema di lavoro dell’analisi GBS in Olivo

94 varieta italiane campionate presso il CREA OFA di Mirto Crosia (CS)
%TASSEL-GBS
[corfgenoma di riferimento]

~ 247 M reads — media di 2.6 M reads per campione
1.4 M Tags dopo il merging

= 54 % allineato ad una posizione unica
= 16 % allineato a una posizione multipla
= 30 % non risulta allineato

‘ Chiamata degli SNP

> Tasso di chiamata >90%

208.220 SNP di base filtrati Profondita minima: 5x
Minore frequenza allelica: 20.05

Equilibrio di Hardy-Weinberg = p<0.001

SNPs: 22.088



Cluster IV

Cluster Il

Cluster Il

Cluster |

elevata ereditabilita

Modelling population structure

08 ——

Nocellare_Messinese —|—‘

Nt 8 Crs -
= |
“"“‘W T

Ogiarla e \uv.e —

Mﬁt”_j_ o

Pamgagioss — |

D\cenk\:\ai
Temine GBI&(‘E—

Fruit weight: 4-8 g
Fruit size: large
Fruit shape: round

Fruit weight: 2-4 g
Fruit size: medium
Fruit shape: elliptical

Fruit weight: <2 g
Fruit size: Small
Fruit shape: elliptical

Fruit weight:<2 g
Fruit shape: spherical

Fruit weight: 2-4 g
Fruit shape: elliptical

Raggruppamento basato su caratteri morfologici ad

larger drupe size
[table olives]

smaller drupe size
[olives for oil production]



Origine e diffusione dell’olivo: un possibile scenario
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-~ S Central Mediterrean basin
Vg ~ 3,200 BP
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Besnard et al. 2013- Diéz et al. 2015



La probabile origine delle cultivar di olivo italiane

| gene po‘ Q2

Ancestore comune dalla Magno-Grecia

wuiidva
San_Benedetto
Racioppa
Tondina

Puntella
Rosciola

Nebbio_di_Chieti
Pignola
Dolce_Agogia

Raja
Ogliarola_del_Vulture
Gentile_di_Chieti
Maiatica_Ferrandina
Zinzifraga
Ortolana
Calazzana
Pampagliosa
Racioppella
Cima_di_Mola
Bottoni_di_Gallo
Mignola
Ciciarello
Ottobratica
Sinopolese
Rastellina
Cellina_di_Nardo
Canino
Sargano

Marzin

Area di influenza lonica

Area di influenza Dorica

Campania -




La probabile origine delle cultivar di olivo italiane

Il gene pool- Q27?

Ancestore comune del Centro Italia (territorio Etrusco)

Sargano ——!

Marzio
Dritta_di_Loreto 37
Rosciola_laziale

Pendolino
Piangente ———
Carboncella
Maurino :}_]
Leccio_del_Comno
Americano

Colontina ——| Origine: Centro Italia

Leccino ——

Mora —i
Cerasella I (ﬁ
Mele j—
Nolca
Ogliarola_barese
Frantoio 5—‘
Taggiasca
Bianchella
saia —1—
Dolce_di_Andria ]
Termine_di_Bitetto %

Toscanina
Dolce_d _Cassanojj—‘
Pasola ——
Zimbimbo

[
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e
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125
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Frantoio, Pendolino, Leccino e Dritta di Loreto potrebbero essere le
varieta dale quali si sono originate molte varieta moderne (albertini et al.
2011).



La probabile origine delle cultivar di olivo italiane

Cultivar di origine Arabo-Catalana

Nera_di_Gonnos
Nocellare_Messinese
Tonda_di_Cagliari P .
Borgese Or|g|ne. Sardegna

Pennullara
Moresca

Tonda_lblea
Nocellare_Etnea
Ogliarola_Messinese
Pizze_Carroga
Giarraffa
SantAgostino
Ascolana_Tenera
Piantone_Mogliano
Orbetana
Romanella
Carolea

Origine: Sicjlia

Sardinia

La Nera di Gonnos, conosciuta anche
come Maiorca puo rappresentare
I’ancestor catalano. Ci sono
testimonianza storiche e culturali della
relzione tra Spagna e Sardegna.

Sicilia

Ancestore arabo
cv. Giarraffa



Sinonimie eccellenti

Taggiasca

OLIVE TAGGIASCHE

IN SALAMOIA ' Im

Ogliarola barese
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conclusioni

In tre anni sono stati raccolti molti piu dati di quelli previsti, a
conferma della grande importanza che ha la biodiversita olivicola della
Regione Puglia.

Il lavoro e proseguito con la valutazione di nuovi genotipi di olivo in un
secondo progetto finanziato dalla Regione Puglia.

L'approccio multidisciplinare di REGEROP mira a mettere insieme
diversi tipi di informazioni per avere una visione completa delle risorse
genetiche di olivo presenti sul territorio regionale.

Tutti i dati raccolti e consegnati alla Regione, sono stati pubblicati su
riviste scientifiche con impact factor.
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