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L.INTRODUZIONE

La Vitis vinifera ¢ la specie piu coltivata al mondo del genere Vitis; possiede poca
0 nessuna resistenza contro i principali patogeni vettori di malattie e I'industria
della vite e fortemente dipendente dai prodotti fitosanitari.

Alcune specie del genere Vitis portano geni di resistenza a Erysiphe necator e
Plasmopara Viticola e sono state usate per il miglioramento genetico della V.
vinifera, introgredendo con il breeding classico i caratteri di resistenza. Tuttavia,
il retaggio di caratteristiche sgradite ha reso complicato ottenere rapidamente
nuove varieta all’altezza della qualita delle uve del genitore ‘nobile’. Lo scopo
principale di questo lavoro e individuare fonti di resistenza a oidio e peronospora
in germoplasma di Vitis vinifera di origine caucasica, per poter contribuire ad
aumentare la resistenza contro questi patogeni nei vitigni coltivati, senza

I'aggravio di caratteristiche indesiderate.

1.1 EVOLUZIONE DEL GENERE VITIS

Il genere Vitis comprende tre grandi siti di origine: uno in America settentrionale,
uno nell’Asia orientale e l'ultimo, ma non meno importante, in Europa che
comprende appunto la vite europea V. vinifera.

L’origine di V. vinifera non e ben definita anche se si pensa provenga dalla regione
caucasica dell’Eurasia (Negroul 1960). Le fonti riguardo la sua presenza risalgono
fin dall’antichita, precisamente dal Neolitico.

Con il passare dei secoli e della storia I'uomo e riuscito ad utilizzarla per la
coltivazione e I'’addomesticamento, portando alla nascita di innumerevoli varieta

di uve, ognuna adattata al proprio ambiente.



Oltre alla nascita di nuove varieta, gli scambi di materiali hanno condotto anche
alla diffusione di nuove malattie rischiose per la vita della pianta.

Per avere un maggiore controllo sulla filiera, sono nate delle realta al giorno
d’oggi molto importanti in questo ambito e un esempio sono i Vivai Cooperativi
Rauscedo.

Questa azienda, con sede a Rauscedo in provincia di Udine, e molto importante
nel panorama nazionale italiano, europeo e internazionale in quanto rappresenta
sinonimo di qualita, sicurezza, ricerca e innovazione.

La sua importanza si manifesta con una produzione annuale di barbatelle
innestate pari a oltre 80 milioni di unita. Composta da 210 soci, conta 3000 ettari
coltivati di cui 1200 a vivaio; questa base garantisce cosi circa 4000 combinazioni
di innesto offrendo le soluzioni piu idonee per ogni eco-sistema.

L’intersezione di tutti questi elementi e la professionalita degli operatori
permettono un prodotto sicuro dal punto di vista morfologico, genetico e

sanitario.

1.2 NUMEROSITA E PRESENZA DI SINONIMIE

V. vinifera conta pitt di 6000 cultivar (Alleweldt e Dettweiler 1994), di cui meno di
400 di importanza commerciale (Galet 2000), quindi la maggior parte delle risorse
genetiche sono contenute nelle collezioni di germoplasma.

Si puo intuire come la facilita di propagazione vegetativa abbia portato alla
diffusione di molte cultivar in diverse regioni del mondo.

Ad oggi alcune cultivar possiedono fino a 100 sinonimi ed esistono anche

numerosi omonimi.



1.3 IDENTIFICAZIONE VARIETALE

Risulta chiaro che il chiarimento di omonimie e sinonimie rappresenta un
problema cruciale per la gestione del germoplasma e per la classificazione delle
diverse varieta.

L’identificazione delle varieta di uva si e basata tradizionalmente
sull’ampelografia: questa disciplina studia e classifica le varieta dei vitigni
tramite schede che descrivono principalmente le caratteristiche morfologiche e
fenologiche della pianta.

La competenza ampelografica, negli ultimi anni, risulta essere drasticamente in
calo e ridotta a un numero limitato di specialisti.

Bisogna aggiungere che 1'espressione dei caratteri morfologici della pianta e
influenzata da fattori ambientali, dalla biologia e dalla storia; inoltre, le piante
giovani sono quasi impossibili da identificare perché entro 4 o 5 anni non
presentano tratti morfologici tipici delle piante adulte.

Negli ultimi decenni, grazie all’avvento dei marcatori molecolari, in particolare
dei marcatori microsatellite o SSR (Simple Sequence Repeats), e stato possibile
superare queste difficolta.

Assieme ai marcatori molecolari, nel 1984 e nato il Catalogo Internazionale della
Varieta di Vite presso I'Istituto per la selezione della vite di Geilweilerhof. L’idea
di una banca dati sulle risorse genetiche della vite ¢ sostenuta dall'IBPGR e
dall’Organizzazione Internazionale della Vite e del Vino (OIV).

Oggi il VIVC rappresenta uno dei pitt importanti database enciclopedici con circa
23.000 cultivar, linee di riproduzione e specie di Vitis, esistenti nei depositi o
descritti in bibliografia.

E una fonte di informazioni per allevatori, ricercatori, curatori di depositi di

germoplasma e appassionati di vino. Oltre ai dati del passaporto specifico delle



cultivar, sono disponibili dati sui marcatori SSR, una bibliografia completa e
fotografie.

Sono disponibili i profili genetici di oltre 6351 cultivar, che mostrano le
dimensioni alleliche basate sui nove loci SSR: VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25,
VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62, VrZAG79.

L’utilizzo di questi marcatori come set standard e stato preso da fonti
bibliografiche, database di marcatori SSR disponibili nel web e dati generati
dall'Institute for Grapevine Breeding di Geilweilerhof e trovati all'interno del

progetto Boln.

1.4 MARCATORI MOLECOLARI

Nel corso degli anni si e cominciato ad utilizzare metodi di identificazione
varietale basati su marcatori del DNA, come RAPD, RFLP, AFLP e marcatori
microsatellite. Questi ultimi si sono rivelati pit utili degli altri e sono i preferiti
grazie alla loro combinazione di polimorfismo, riproducibilita e natura
codominante.

Si puo quindi affermare che tali marcatori hanno permesso di velocizzare
I'identificazione delle varieta di vite, cosa che con l'ampelografia non era
materialmente possibile.

Il DNA puo essere estratto da qualunque organo della pianta (foglia, legno,
radice, raspo, bacca), ma il materiale di partenza piu vantaggioso per quantita e
qualita del DNA estraibile sono le foglioline dell’apice del germoglio. Bisogna
sottolineare che le foglie non sono sempre disponibili durante I’anno, per cui altre
parti di pianta possono essere utilizzate per analizzare il DNA, come il legno o la

bacca. In questi casi l'estrazione del DNA sara piu complessa in quanto, ad



esempio, nella bacca € molto piu difficile ottenere DNA sufficientemente puro,
per la maggiore concentrazione di polifenoli e polisaccaridi, che sono inibitori
della reazione di amplificazione del DNA.

Per questo sono state sviluppate nuove DNA polimerasi che aumentano la
tolleranza agli inibitori di PCR della pianta e permettono di amplificare
direttamente il DNA grezzo (Ibanez ed al. 2009). Inoltre, la preparazione di una
multiplex PCR ben bilanciata consente I’amplificazione simultanea di piu loci
SSR per reazione; per questo motivo I'ottimizzazione del sistema rappresenta un
requisito fondamentale.

I primer diretti sono stati etichettati con coloranti fluorescenti 6-FAM, VIC, NED
e PET.

I profili SSR dei campioni incogniti, o dei quali si vuole verificare la corretta
identita, vengono confrontati con i database molecolari di riferimento per poter
eseguire I'identificazione varietale. Complessivamente, questo tipo di analisi del
DNA, finalizzata all’identificazione varietale, si realizza con qualche ora di
lavoro in laboratorio.

La conseguenza e che l’analisi molecolare offre un vantaggio significativo
rispetto a costi, fatica e tempo rispetto all’identificazione basata su criteri
squisitamente ampelografici. Inoltre, puo essere molto utile per lo screening
veloce delle raccolte di germoplasma in qualsiasi stagione.

L’interesse per la corretta identificazione delle varieta di vite e condiviso da tutta
la filiera produttiva, difatti le cultivar dal nome errato potrebbero comportare un
danno notevole per lindustria a tutti i livelli dal produttore iniziale al

consumatore finale.



1.5 MALATTIE E PATOGENI

Nel corso dei secoli la vite ha dovuto affrontare molte difficolta, tra cui
l'introduzione di parassiti e patogeni dall’America a meta del XIX secolo. Le due
principali malattie Peronospora e Oidio, provocarono moltissima devastazione,
perché la vite europea, V. vinifera, non possedeva alcun tipo di meccanismo di
difesa per contrastare questi patogeni; le viti americane, invece, essendo
coesistenti, hanno avuto il tempo di co-evolvere con questi patogeni,
sviluppando questi meccanismi.

L’Oidio e una delle principali malattie della vite, causato dall” agente eziologico
E. necator. Colpisce tutti gli organi verdi della pianta, in particolar modo foglie e
grappoli. Si manifesta attraverso la comparsa di macchie grigie o bianche che
possono poi sviluppare una muffa marroncina.

La Peronospora e una delle malattie pit1 diffuse e pericolose. Permane nel terreno
sotto forma di spore e il suo sviluppo e legato alle condizioni meteorologiche,
difatti € pitt comune nei climi umidi.

Puo essere identificata sulla foglia sottoforma di “macchie a olio” oppure tramite
muffa bianca; infine, sul grappolo provocando arricciamento e avvizzimento
dello stesso.

Ad oggi, in viticoltura, i metodi di difesa piu utilizzati si basano su trattamenti
chimici anticrittogamici che servono a controllare e contrastare la diffusione
dell’ascomiceta Erysiphe necator, agente causale dell’oidio e dell’'oomicete
Plasmopara viticola, agente causale della peronospora.

Si conta che circa il 46% di questi trattamenti fitosanitari venga destinato

all’agricoltura (http://dataservice.eea.europa.eu), e rappresenta un problema

sotto diversi punti di vista come la sostenibilita ambientale, la salute dell'uomo,
il costo dei trattamenti stessi e la possibile comparsa di nuovi ceppi fungini

resistenti a questi prodotti.
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Per questo motivo, nell'ultimo periodo si stanno ricercando delle soluzioni
alternative.

L’indagine sui vitigni autoctoni americani e asiatici, iniziata dopo la diffusione
di tali malattie, ha portato all’identificazione di numerose fonti di potenziale
resistenza. Inoltre, lo sviluppo e il miglioramento delle analisi genetiche e
molecolari ha permesso un notevole passo avanti nella ricerca di nuove forme di
resistenza.

In poco tempo sono stati identificati 13 loci di resistenza all’oidio e 35 di

resistenza alla peronospora (www.vivc.de). II numero di geni principali
disponibili e sufficiente per la combinazione e per i programmi di incrocio di
queste varieta con V. vinifera, in modo da poter ampliare il parco genetico dei loci
di resistenza.

Per 'oidio i principali loci utilizzati sono Runl, Renl, Ren3, Ren4 e Ren9; per la
peronospora invece sono Rpv1, Rpv3, Rpv10 e Rpv12. Quasi tutti questi loci sono
originati da specie selvatiche americane e asiatiche, ma vi sono alcune eccezioni.
In alcuni casi, sono stati trovati geni di resistenza in accessioni di V. vinifera
dell’Asia centrale, questo grazie all'utilizzo limitato di prodotti fitosanitari e la
presenza e il mantenimento di piantine selvatiche di V. vinifera subsp. sylvestris
che hanno permesso alla vite europea di sviluppare fonti di resistenza limitate
ma interessanti.

Il primo caso riguarda una varieta denominata “Kishmish vatkana”, cultivar di
uva da tavola coltivata in Uzbekistan, che riporta resistenza a E. necator con il
locus Renl; inoltre, un'ulteriore analisi del germoplasma dell’Asia centrale ha
portato alla luce che altre varieta di viti provenienti dall'Uzbekistan o paesi
limitrofi hanno parentela con “Kishmish vatkana” e portano lo stesso locus di
resistenza.

Un altro caso riguarda varieta caucasiche di V. vinifera che hanno riportato

resistenza a E. necator sempre al locus Renl; tra queste troviamo “Shavtsitska”
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una tra le piu resistenti. Lo studio dei vitigni caucasici ha mostrato che questi
mostrano un aplotipo differente da quelli dell’Asia centrale.

Poi, '’esplorazione del germoplasma caucasico ha portato alla luce ulteriori fonti
di resistenza alla peronospora come la varieta “Regent” che presenta resistenza
a P. viticola al locus RPV1.

La resistenza di queste cultivar potrebbe essere cosi introdotta nelle linee di
riproduzione o in limitati incroci generazionali, in modo tale da produrre nuove
“cultivar elite” portanti geni di resistenza per rendere la viticoltura piu

sostenibile.
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2. MATERIALI E METODI

2.1 RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Nel presente lavoro sono state campionate 207 accessioni di vite,
prevalentemente caucasiche, provenienti dalla collezione presente all'interno dei
Vivai Cooperativi Rauscedo (Rauscedo, PN).

Per ciascuna accessione sono state campionate delle foglioline giovanissime.
Suddivise poi in sacchetti di plastica, sono state contrassegnate da un’etichetta di
identificazione.

Prima dell’arrivo al CREA, Centro di Ricerca per 'Enologia e la Viticoltura, sono
state poste in un ambiente rinfrescato per permetterne il mantenimento ottimale.
All’arrivo in sede i campioni sono stati preparati per le successive analisi.

Per ciascuna accessione sono state prelevate tre foglioline della dimensione di
una moneta da un euro: una e servita per 1’analisi di interesse mentre le altre due
sono state conservate come riserva in caso di problemi nelle procedure di
laboratorio.

Le foglioline sono state arrotolate e inserite con il picciolo verso il basso in una
provetta Eppendorf; tali provette sono state precedentemente numerate in
maniera progressiva per il riconoscimento di ciascun campione.

Le provette sono state disposte, con il tappo aperto, in un rack inserito poi
all'interno del liofilizzatore (fig. 1). Tale macchinario liofilizza i campioni, cioe,

elimina l’acqua dai tessuti per sublimazione, facilitando 'estrazione del DNA.
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Dopo un paio di giorni i campioni sono pronti e 1’analisi puod cominciare: in un
primo momento si effettua 1'estrazione del DNA, poi si esegue identificazione
varietale e infine si determina la presenza di aplotipi associati a loci noti di

resistenza all’Oidio e alla Peronospora.

Figura 1 Liofilizzatore acceso e in azione,
permette di essiccare i prodotti acquosi
portandoli ad una temperatura di -55°C
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2.2 ESTRAZIONE DEL DNA

Una volta completato il ciclo di liofilizzazione i campioni sono pronti per
'estrazione del DNA (fig. 2). Questo processo avviene tramite un protocollo
standardizzato Qiagen che richiede la massima attenzione e soprattutto

precisione.

\-
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Figura 2 Campioni liofilizzati e pronti per I'analisi del DNA

Sono stati effettuati i seguenti passaggi:
1. Accendere il bagnetto preventivamente in modo da portarlo alla
temperatura di 65°C.
2. In ciascuna provetta mettere due biglie di tungsteno da 0,5 mm di
diametro che serviranno a disgregare i tessuti vegetali dei campioni, per

facilitare l'estrazione del DNA.
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3. Posizionare le Eppendorf in maniera bilanciata, all'interno dei due
contenitori.
4. Inserirli nel Tissue Lyser, macchinario che permette la disgregazione dei

campioni (fig. 3 e 4).

Figura 3 TissueLyser in azione, consente di Figura 4 Campioni dopo la disgregazione

disgregare i tessuti dei campioni del TissueLyser

5. Prendere il kit Qiagen di estrazione del DNA utilizzando le aliquote
indicate.

Mettere in ogni provetta 400 ul di buffer di lisi AP1 pit RnasiA.

Incubare per 5 minuti nel bagnetto a 65°C mescolando ogni tanto.

Spinnare.

© ® N 9

Aggiungere 130 ul di buffer P3 mescolando bene.
10. Spinnare.

11. Incubare per 10 minuti a -20°C.
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12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

27.
28.

29.
30.
31.

Centrifugare il lisato per 5 minuti a 20000 xg.
Trasferire il surnatante del lisato in una
colonnina Qiashredder, di colore viola, posta
su un tubino da 2 ml (fig. 5).

Centrifugare per 2 minuti a 20000 xg.
Trasferire il filtrato in un tubino nuovo,

avendo cura di non toccare il pellet.

Buttare la colonnina. Figura 5 lrnatant del lisato
Aggiungere 1,5 vol di AW1, un buffer di

precipitazione, e mescolare bene.

Trasferire 650 pl nella DNeasy spin column, di colore bianco, posta su un
tubino da 2 ml.

Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg.

Trasferire il restante volume nella stessa colonnina.

Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg.

Mettere la colonnina su un tubino nuovo da 2 ml.

Lavare la colonnina con 500 pl di AW2.

Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg.

Gettare il liquido.

Ripetere il lavaggio con AW2 e la centrifuga ma questa volta impostandola
a 20000 xg in modo da allontanare qualsiasi residuo di etanolo.

Trasferire la colonnina su una provetta Eppendorf da 1,5 ml.

Eluire con soluzione AE, precedentemente scaldata, e incubare per 5
minuti.

Centrifugare per 1 minuto a 6000 xg.

Ripetere l'eulizione e la centrifuga.

Raccogliere 150 ul di DNA.
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32. Analizzare i campioni di DNA allo spettrofotometro, per quantificare il

DNA e determinare la purezza dell’estrazione (fig. 6).

359.4 1.86
3638 1.87

2728 1.81

3381 1.86

Figura 6 Spettrofotometro: consente di calcolare la concentrazione di DNA in ng/uL e
le rispettive assorbanze A260/280 (DNA/polifenoli) e A260/230 (DNA/polisaccaridi);
affinché un’estrazione sia efficiente, sono attesi valori di concentrazione elevati,
sull’ordine di 300-400 ng/pL e valori per le due assorbanze tra 1.80-2.00

33. Diluire il campione in base alla concentrazione desiderata.
In questo caso la concentrazione di interesse € di 10 ng/pl in un volume
totale di 30 pl.

34. Preparare e numerare le strip di Eppendorf da 0,2 ml e inserire i DNA dei
campioni.

35. Portare ad un volume totale di 30 ul aggiungendo la soluzione AE.

18



2.3 ANALISI DEL DNA AI FINI DELL'IDENTIFICAZIONE
VARIETALE

Al fine di identificare le accessioni sono stati utilizzati 13 marcatori totali.

Tra questi troviamo i 9 marcatori SSR condivisi a livello internazionale, ovvero:
VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD25, VVMD27, VVMD28, VVMD32, VrZAG62,
VrZAG79; in aggiunta gli ultimi 4 ossia EVA2 (VMCN64B9), ISV2 (VMC6EL),
ISV3 (VMC6F1) e ISV4 (VMC6GL1), tre dei quali usati nel sito on-line del Registro

Nazionale delle varieta di vite (http://catalogoviti.politicheagricole.it ).

Sono stati effettuati i seguenti passaggi:

1. Preparare una miscela composta da H.O, MyTaq DNA polimerasi e
primer da utilizzare per la PCR.

2. Prelevare 9,5 pl di miscela per ogni campione, facendo attenzione ad
aliquotare la stessa quantita per ogni provetta

3. Prendere la pipetta multicanale impostandola a 0,5 pl per prelevare i
campioni; aggiungere questi ultimi nelle Eppendorf che contengono la
miscela, facendo attenzione a non invertire I’ordine progressivo.

4. Centrifugare.

Il volume finale della miscela per la PCR di 10 pl e suddiviso in:
- H038ul
- MyTaq5 ul
- Primer di Cocktail Standard 3,8 ul
- DNAO05ul

Queste condizioni sono state utilizzate anche per il successivo set di marcatori
denominato cocktail MD 25-32. Anche in questo la mix ha dato risultati affidabili

e molto convincenti, per cui abbiamo proseguito con gli stessi volumi.
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Infine, I'ultimo marcatore MD5 e stato amplificato da solo perché, da altri studi,
inserito assieme ad altri marcatori ha dato problemi nell’amplificazione. E stato
individuato sempre un volume finale di 10 pl composto da:

- H04,4pul

- MyTaq5 pl

- Primer MD5 0,1 pl

- DNAO,5 ul

5. Posizionare i campioni all'interno del termociclatore (fig. 7) e impostare

il programma desiderato; in questo caso:

95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 10°C

5 minuti 30 30 30 7

secondi | secondi | secondi | minuti | Temperatura

Denaturazione mantenuta

della doppia Ciclo ripetuto 35 volte costante nel
elica tempo, se si e
impossibilitati

a continuare

con l'analisi
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Name: R_FING Volume: 10 pl
1 2 =

Figura 7 Il processo di Polymerase Chain Reaction consente 1'amplificazione di una specifica
catena di DNA, milioni di volte, secondo parametri definiti di tempo e di temperatura.
L’azione viene eseguita tramite un macchinario che prende il nome di termociclatore, in cui il
“blocco” viene riscaldato e raffreddato per eseguire le diverse fasi dell’amplificazione.

6. Dopo che i frammenti sono stati amplificati, procedere con l’elettroforesi
al sequenziatore. Se i campioni non vengono caricati immediatamente,
vengono posti in un freezer a -20°C per conservarli al meglio.

7. Prendere una delle piastre all'interno del sequenziatore e togliere il
tappetino che copre la piastra.

8. Aliquotare sotto la cappa aspirante (fig.8):

- 9,5 yl di miscela composta da Liz500 (fig. 9), uno standard di peso
molecolare, e Formamide che serve a denaturare le doppie eliche dei
campioni

- 0,5 pl di campione sottoposto precedentemente a PCR
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Figura 8 Liz500 standard di peso
A molecolare

Figura 9 Aliquota della piastra sottocappa

9. Inserire il rack nel termociclatore per effettuare la denaturazione

95°C 4°C

5 minuti 5 minuti

Denaturazione della doppia elica | Mantenere i campioni denaturati

Figura 10 Termociclatore in denaturazione
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10. Montare e analizzare la piastra al sequenziatore.

11. Impostare il programma di sequenziamento attivando il pozzetto

12.

13.

14.

desiderato e compilando le colonne:

Sample type (tipo di campione)

Comment (nome del campione)

Priority (100)

Analysis meyhod (default)

Results group (dove conservare i dati raccolti)

Instrument protocol (protocollo di analisi in base alla tipologia che si
vuole seguire)

Size standard (none)

Panel (none)

Premere OK e se tutto e stato compilato perfettamente, il programma

viene accettato in maniera automatica.

Selezionare “run scheduled” — “find all” e carcare la piastra con i

campioni da analizzare.

Selezionare il blocco di appartenenza e dare conferma tramite la freccia

verde. Il sequenziatore inizia a lavorare (fig. 11 a, b, c).
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Figura 11 a, b, ¢ Sequenziatore in azione

15. Terminata l'analisi si caricano i risultati delle corse sul software
GeneMapper.

16. Dopo aver caricato le corse sul programma bisogna impostare: metodo
d’analisi, pannello di riferimento (bin-set home-made con varieta di
riferimento) e standard di peso molecolare del Liz500. Si parte con il
processamento dei campioni.

17. Controllare che il Liz500 abbia i picchi del grafico assegnati correttamente.
Spesso accade che i valori non vengano assegnati in modo esatto, per
questo devono essere modificati prendendo come riferimento il terzetto di
picchi a 139, 150, 160 che si riconoscono facilmente perché sono molto
vicini tra di loro.

18. Procedere con la lettura del profilo genetico dei campioni analizzati (fig.

12).
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Figura 12 Picchi presenti al momento della lettura sul software GeneMapper

In questo modo si & potuto scrivere il profilo genetico per avere cosi tutti i dati di

ciascun campione, come ben illustra la Tabella 12.
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2.4 PRESENZA DI SINONIMIE

Dopo aver completato la tabella excel con tutti i dati raccolti (Tabella 12), e stata
valutata la presenza di campioni con profili molecolari identici utilizzando il
software Cervus (disponibile gratuitamente online,

http://www.fieldgenetics.com).

Sono state prese in esame due analisi consequenziali:
1. analisi delle frequenze alleliche

2. individuazione dei profili identici all’interno del dataset

Analisi delle frequenze alleliche

Lo scopo principale dell’analisi delle frequenze alleliche e contare gli alleli di
ciascun locus in un file di genotipi per stimare la frequenza nella popolazione.
Cervus calcola diverse statistiche che includono il numero di individui tipizzati,
il numero di eterozigoti ed omozigoti, il numero di alleli; comprende inoltre test
per l'equilibrio di Hardy-Weinberg e la presenza di alleli nulli.

Queste statistiche aiutano a determinare il polimorfismo, cioe il potere

informativo dei loci utilizzati nella genotipizzazione.

Analisi dell’identita

Viene utilizzata per trovare genotipi corrispondenti in un file di genotipi. Questa
analisi legge un file di testo di genotipi e confronta ogni riga di dati del genotipo
con ogni altra riga del file.

Dapprima, Cervus registra le identita che compaiono piu di una volta all’interno
del file; in un secondo momento segna separatamente i genotipi che ricorrono

piu di una singola volta.
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Una volta concluso questo processo le accessioni che condividevano lo stesso
profilo molecolare sono state evidenziati con opportuni colori.

Le statistiche sui 13 SSR analizzati sono riportate alla Tabella A e alla Tabella B.
Nella Tabella A si e fatto il calcolo sui 207 genotipi totali: sono stati individuati
154 alleli, con una media di 11.8 alleli per locus. I valori medi di eterozigosi
osservata (Eoss) e attesa (Eatt) sono stati rispettivamente 0.833 e 0.835.

Nella Tabella B e stato fatto il calcolo sui 26 genotipi unici: sono stati individuati
118 alleli con una media di 9.08 alleli per locus. I valori medi di eterozigosi

osservata (Eoss) e attesa (Eatt) sono stati rispettivamente 0.786 e 0.8445.

Tabella A
Locus k N Eoss Eatt PIC NE-I NE-51B HW  F (nullo)
VVSs2 13 207 0.865 0.883 0.870 2.6x102 3.1x101 N5 0.0084
MDY 12 207 0.797 0.840 0.818 4.6x102 3.4x101 NS5 0.0235
1sv2 13 207 0.787 0.833 0.812 4.8x102 3.5x101 ND 0.0304
EVAZ2Z 13 207 0.831 0.871 0.856 3.0x102 3.2x101 NS5 0.0211
VIZAG79 13 207 0.845 0.857 0.841 3.5x102 3.3x101 N5 0.0038
JEATE: 10 207 0.762 0.826 0.802 5.3x102 3.5x101 N5 0.0423
MD28 18 207 0.880 0.858 0.840 3.6x102 3.3x101 NS5 -0.0152
MD27 10 207 0.691 0.821 0.794 5.8x102 3.5x101 ND 0.0867
MD25 10 207 0.923 0.824 0.799 5.5x102 3.5x101 ND -0.0593
ViZAG62 9 207 0.860 0.852 0.832 4.1x10=2 3.3x101 NS5 -0.0065
MD5 9 207 0.826 0.808 0.782 6.2x102 3.6x101 N5 -0.0131
MD32 16 207  0.812 0.848 0.831 3.9x102 3.4x101 ND 0.0184
ISV3 8 207 0.850 0.732 0.688 1.1x101 4.1x101 ND -0.0904
Totale 154
Valort medi 11.85 0.833 0.835 0.813 4.1x101 9.9x107
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Tabella B

Locus k N Eoss  Eatt PIC NE-I NE-SIB HW F (nullo)
Vvs2 10 26 0846  0.900 0.871 2.6x102 3.1x102 ND 0.0193
MD7 10 26 0.808 0877 0.845 3.5x102 3.3x102 ND 0.0302
15v2 8 26 0.808 0.801 0.757 7.5x102 3.8x102 ND -0.0194
EVA2 10 26 0923 0.856 0.821 4.4x102 3.4x102 ND -0.0556

ViZAG79 10 26 0962 0.842 0.807 5.0x102 3.5x102 ND -0.0807
I5v4 8 26 0.808 0.798 0.753 7.7x102 3.8x102 ND -0.0154
MD28 10 26 0955 0873 0.837 3.7x102 3.3x102 ND -0.0568
MD27 9 26 0.808 0.850 0.813 4.8x102 3.4x102 ND 0.0146
MD25 9 26 0923 0870 0.836 3.9x102 3.3x102 ND -0.0390

ViZAG62 8 26 0.808 0.851 0.814 4.8x102 3.4x102 ND 0.0140
MD5 8 26 0692 03814 0.769 6.9x102 3.7x102 ND 0.0777
MD32 12 26 0962 0.866 0.832 4.0x102 3.3x102 ND -0.0689
I5V3 6 26 0885 0782 0.729 9.2x102 3.9x102 ND -0.0771
Totale 118

Valori medi  9.08 0786 0.8445 0.8064 9.7x10s 1.1x10+

k = numero di alleli; N = numero di genotipi analizzati per calcolare le statistiche; Eoss =
eterozigosi osservata; Eatt = eterozigosi attesa; PIC = contenuto informativo poliformico; NE-I e
NE-SIB = probabilita combinata di non esclusione tra due individui non imparentati e tra due
ipotetici fratelli pieni; HW = equilibrio di Hardy-Weinberg, ND = non fatto; F (null) = probabilita

di alleli nulli
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2.5 IDENTIFICAZIONE VARIETALE

L’identificazione varietale rappresenta un passaggio fondamentale, poiché si
stimano quante varieta analizzate sono gia presenti nei database di riferimento e
quante rappresentano delle novita.

Una volta esaminati tutti i dati che riguardano la presenza di varieta con profilo
unico e la presenza di sinonimie e omonimie, si € proceduto con il confronto dei
profili SSR ottenuti con i database presenti in circolazione. I due a cui si fa
riferimento in questo lavoro sono quello del CREA-VE e quello del VIVC.

Il primo confronto, quindi, e stato realizzato con questo database: sono stati
caricati i dati di ogni genotipo unico e tramite una semplice operazione “filtro” &
stao effettuato il confronto dell’eventuale presenza o assenza. Se il campione e
risultato gia presente, si € proceduto a segnare il nome definitivo della varieta,
ma se non si & ottenuto alcun risultato si e passati ad ulteriori database presenti
in internet.

Uno di questi e quello del VIVC.

I dati microsatellite provenienti dal database European Vitis sono stati consultati
per confermarne l'identita.

Per effettuare la ricerca all'interno del database VIVC bisogna andare alla sezione
‘database search’, successivamente individuare ‘advanced search’ e infine
selezionare ‘microsatellites by profile’. Per trovare i profili corrispondenti
bisogna adattare le misure degli alleli trovati alle 4 varieta di riferimento che
sono: Cabernet sauvignon, Chardonnay blanc, Muscat a petits grains blancs e

Pinot noir (fig. 13).
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Anche in questo caso, se emergono dei profili gia esistenti si puo affiancare al
profilo il nome della varieta; in caso contrario si procede con ulteriori ricerche in

altri database o dopo opportune analisi si procedera a registrare le nuove varieta

cOon nome Nnuovo.

vive Vitis International Variety Catalogue VIVC
About VIVC >
Database search . )

—amn Microsatellites by profile

S
B Note

ws2 s o7 oS wioz7 s oz vezacs vezacra  Soureeof
Reference variety AL Az AL A2 Al az AL Az AL A2 Al Az AL a2 AL Az AL a2
CABERNET SaUVIGNON e a a am am o w0 e ms e w0 wm  m w2 (D
1 n om m w1 o | me  ms wme  mz o SRR |
P—— . | 2 o . :
s 1 1 a0 w 5 | e w4 w2 o s s (R
1 s aom 3 e v o (EEEE
Reset
Indication

Figura 13 Database di ricerca del VIVC

30



2.6 GENOTYPING CON MARCATORI ASSOCIATI A LOCI DI
RESISTENZA ALL’OIDIO

La fase finale di questo lavoro e la ricerca di aplotipi associati alla presenza di
geni di resistenza all’Oidio grazie a opportuni marcatori molecolari microsatelliti
SSR associati ai loci Renl, Ren 3 e Ren9.
I due marcatori associati al gene Renl sono:

- SC8-0071-014

- Sc47_20

Tali marcatori vengono preparati per le PCR corrispondenti, avendo cura di
tenere delle condizioni di amplificazione ottimali per arrivare a dei risultati il pitu
possibile precisi e attendibili.
Le condizioni di analisi sono state determinate tramite studi precedenti che
hanno permesso di individuare un volume finale di 10 pl composto da 9,5 ul di
mix per la PCR e 0,5 pul di DNA diluiti (preso dai campioni di interesse).
La mix e quindi composta da:

- H204,21 pl (per campione)

- MyTaq 5 pl (per campione)

- Primer SC8: Forward (F) 0,075 pl e Reverse (R) 0,075 ul (per campione)

- Primer Sc47: Forward (F) 0,07 ul e Reverse (R) 0,07 ul (per campione)

I marcatori associati ai geni Ren3-Ren9 sono:
- GF15-28
- GF15-30
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Per i geni Ren3 e Ren9 e stata utilizzata una mix denominata MIXB, contenente:
- H03,7ul
- MyTaq5 ul
- Primer GF 15-28: Forward (F) 0,1 ul e Reverse (R) 0,1 ul (per campione)
- Primer GF 15-30: Forward (F) 0,14 ul e Reverse (R) 0,14 pl (per

campione)

Il passaggio seguente e la preparazione delle strip Eppendorf dove verranno
inseriti i campioni con il mix e infine caricati all'interno del termociclatore per

effettuare la PCR.

Si assistono alle condizioni utilizzate nelle precedenti analisi

95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 10°C
5 minuti 30 30 30 7
secondi | secondi | secondi | minuti | Temperatura
Denaturazione mantenuta
della doppia Ciclo ripetuto 35 volte costante nel
elica tempo, se si e

impossibilitati
a continuare

con l'analisi

Al termine del processo di amplificazione i campioni sono pronti per essere

predisposti per 1’analisi al sequenziatore.

32




Utilizzando una nuova piastra, sotto cappa aspirante, si aliquota una miscela di
9,5 ul composta da:

- Liz500

- Formamide

- 0,5 ul di campione appena amplificato

Il rack viene inserito successivamente all’interno del termociclatore per effettuare

la denaturazione, utilizzando le condizioni precedenti:

95°C 4°C

5 minuti 5 minuti

Denaturazione della doppia elica | Mantenere i campioni denaturati

Quando la denaturazione viene completata si puo procedere al successivo
sequenziamento. Viene impostato il programma e si carica la piastra, contenente
i campioni di interesse, al sequenziatore.

Fase finale, ma non meno importante, e la lettura dei risultati grazie al software
GeneMapper; in base al picco presente sul grafico, ad ogni campione e a seconda

del marcatore molecolare, verra assegnato un valore (Tabella 14).
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2.7 GENOTYPING CON MARCATORI ASSOCIATI A LOCI DI
RESISTENZA ALLA PERONOSPORA

Un’ulteriore analisi, all'interno di questo lavoro, e stata la presenza di geni di
resistenza alla Peronospora. In questo caso i marcatori molecolari microsatelliti
SSR sono associati al locus di resistenza RPV1.
Anche in questo caso il volume finale e di 10 ul di cui 9,5 di mix per laPCR e 9,5
di DNA del campione.
Per i geni RPV1 e Runl e stata utilizzata una mix denominata MIX A, contenente:
- H04,1pl
- MyTaq5b ul
- Primer VMC 4F3.1: Forward (F) 0,1 ul e Reverse (R) 0,1 ul (per
campione)

- Primer VMC 8g9: Forward (F) 0,1 ul e Reverse (R) 0,1 pl (per campione)

Successivamente, il procedimento ¢ uguale al precedente con la preparazione
delle strip Eppendorf e la conseguente amplificazione.

Al termine dell’amplificazione si prepara il rack per la denaturazione e il
sequenziamento dei campioni.

Una volta sequenziati, i campioni vengono letti con il software GeneMapper con
I'assegnazione dei valori delle lunghezze alleliche leggendo i picchi che
compaiono all'interno del grafico e a seconda del marcatore molecolare, verra

assegnato un valore (Tabella 15).
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3. RISULTATI

I campioni analizzati, come si pud vedere, sono molto numerosi per cui per
agevolare le operazioni di laboratorio sono stati divisi in piu tranche.

La prima fase del nostro lavoro, come spiegato in precedenza, e la fase di
estrazione del DNA. Questo processo e stato fondamentale per poter poi
identificare le diverse accessioni.

Sebbene sia stato seguito un protocollo ben preciso, veniva richiesta un’elevata
attenzione e precisione; inizialmente questo ha causato qualche intoppo dovuto
alla poca esperienza, infatti si puo notare che i primi campioni non presentano
elevate concentrazioni di DNA (Tabella 1).

Con il passare del tempo e acquisendo manualita nel lavoro, le estrazioni sono
diventate di gran lunga migliori sebbene vi sia ancora qualche eccezione (Tabella
4, Tabella 5).

Possiamo comunque dire che per le analisi di nostro interesse il DNA estratto e

piu che sufficiente.

Successivamente vi e stata 1’analisi delle identita grazie all’aiuto del software
Cervus. Dalla Tabella 12 si evince chiaramente con le accessioni siano ben
variegate. Quelle con profilo molecolare “unico”, che non presentano alcun tipo
di sinonimi, non sono state evidenziate con alcun colore esempio accessione 1,
35, 38, 41 etc.

Altre accessioni invece presentano lo stesso profilo, infatti sono state evidenziate
con colori differenti; sempre nella Tabella 12 si puo vedere come accessioni 13,
39, 92, 188 e 202 presentano lo stesso profilo e sono state evidenziate in giallo, poi
le accessioni 15, 82, 159 e 200 sono anche queste identiche e sono state evidenziate

in azzurro; e si e proseguito allo stesso modo per tutte le altre.
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Poi, dal confronto con i database del CREA e del VIVC e emerso che dalle 207
accessioni totali sono stati ottenuti 26 profili genetici unici (Tabella 13), 56 non
sono stati identificati, 85 sono stati identificati sul portale del VIVC e 66 su quello
del CREA, ben visibile dalla Tabella 13.

Si puo quindi affermare che la maggior parte di questi risultano registrati, con lo
stesso nome o con nomi simili; bisogna considerare che una parte di accessioni
non vi e stata trovata traccia in altri database, motivo per cui rappresentano delle
cultivar nuove che arricchiscono questo lavoro e le collezioni internazionali.
L’analisi della presenza di aplotipi e alleli di resistenza ha tenuto conto della
sinonimia e del profilo genetico identico, difatti i genotipi uguali nel profilo
genetico e nel nome rappresentano un’unica varieta.

Trale accessioni analizzate, la resistenza all’oidio la si puo ritrovare nel campione
numero 81 e 175 corrispondente a Kishmish vatkana; questa cultivar dell’Asia
centrale riporta il gene di resistenza Renl all’aplotipo 147-206. Dai dati in
letteratura, un’ulteriore varieta riporta la resistenza all’Oidio ed e Shavtsitska che
presenza come coppia allelica 149-208.

L’aplotipo 147-206 e presente in 3 accessioni (tra cui Kishmish vatkana), 2
presentano solo I'allele 147 mentre ben 16 presentano solo I"allele 206.
L’aplotipo 149-208 si trova in 14 accessioni; 5 presentano solo l’allele 149 e 2
presentano solo 1'allele 208.

L’aplotipo 342-445 non e presente, ma 2 accessioni possiedono 1’allele 445.
Invece per la peronospora I’aplotipo preso di riferimento risulta essere 156 (8g9)
— 192 (4£3.1). In questo caso nessuna accessione presenta questo aplotipo, ma 9

campioni portano 'allele 192 come riporta la Tabella 15.
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Tabella 1 Estrazione campioni 1-20

Sample Name
Campione 1
Campione 1
Campione 1
Campione 2
Campione 2
Campione 2
Campione 2
Campione 3
Campione 3
Campione 4
Campione 4
Campione 5
Campione 5
Campione 6
Campione 6
Campione 7
Campione 7
Campione 8
Campione 8
Campione 9
Campione 9
Campione 10
Campione 10
Campione 11
Campione 11
Campione 12
Campione 12
Campione 13
Campione 13
Campione 13
Campione 14
Campione 14
Campione 15
Campione 15
Campione 16
Campione 16
Campione 16
Campione 17
Campione 17
Campione 18
Campione 18
Campione 19
Campione 19
Campione 20
Campione 20

Nucleic Acid(ng/ul] A260/A28C A260/A230 Medie

38.136

1.835

2031
2175
2256

1953

2356
2732

2170
2082

2231
2235
5.510

2475
2529
2287
2.320

372
372
372

88,1

i Volume di

81
81
81
29
29
29
29
6.7
6.7
39
39
55
55
75
75
45
45
92
92
31
31
3

248
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Tabella 2: estrazione campioni 21-40

daprelevare Volume disoluzione AE da agggiungere per la diluizione

219
219
219
271
271
271
271
233
233
261
26,1
234
234
224
224
255
255
208
208
269
269
27

27

254
254
28

28

277
277
277
229
229
235
235
275
275
275
255
255

54

268
268
265
266

sample Name |Nucleic g/ Medie
Campione 21 |92.407 1.865 2154 93,1 3,2
Campione 21 93.800 1.876 2.195 93,1 3,2
Campione 22 |99.009 1.867  2.100 98 31
Campione 22 |96.886 1836 2170 % 31
Campione 23 |85.425 1840 2.041 84,4 3,6
Campione 23 |83.365 1826 2.160 84,4 36
Campione 24 |120.502 1838 2186 121,5 25
Campione 24 |122.430 1853 2.209 121,5 2,5
Campione 25 |110.409 1.850 2.236 108,6 2,7
Campione 25 |108.833 1847 2204 08,6 2,7
Campione 26 |16.250 1734 2758 16.3 1.4
Campione 26 |16.390 1727 3.016 16.3 184
Campione 27 |116.825 1844 2450 107,7 28
Campione 27 |99.611 1828 2.482 07,7 28
ione 27 |106.653 1841 2,523 107.7 2,8
Campione 28 |164.391 1.836 2.004 160,9 15
Campione 28 |157.358 1835 1979 160,9 19
Campione 29 |120.053 1842 2282 120,1 25
Campione 29 |120.120 1.865  2.257 120,1 2,5
Campione 30 |35.441 1847 3112 36,5 82
Campione 30 |36.613 1788 3.122 36,5 82
Campione 31 |224.079 1.840 1922 212,8 14
Campione 31 |200.849 1.848 2.085 212,8 14
Campione 31 |213.482 1846 2.079 212,8 14
Campione 32 |84.170 1821 2.206 86 35
Campione 32 |87.701 1824 2156 36 3,5
Campione 33 |68.284 183 1881 67,4 45
Campione 33 |66.510 1880 2153 67,4 4,5
Campione 34 |111.755 1833 1.843 109.6 2,7
Campione 34 |107.392 1.875 2.025 108,6 2,7
Campione 35 |114.053 1.856  1.865 110,2 2,7
jione 35 |106.206 1.856  2.009 110,2 27
Campione 36 |132.833 1858 2072 1349 2,2
Campione 36 |136.950 1844 1.998 1349 22
Campione 37 |125.358 1835 1834 126,6 24
Campione 37 |127.808 1823 1942 126,6 24
Campione 38 |116.747 1798 1.704 121,3 2,5
Campione 38 |125.771 1752 1519 121,3 25
Campione 39 |87.099 1797 1804 86 35
Campione 39 |84.913 1818 2.017 36 3,5
Campione 40 |106.08% 1.801 1802 107,8 28
Campione 40 |108.512 1802 1872 07,8 28

i campioni (ng/kl) Volume di campione da prelevare per dilu
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one Volume di soluzione AE da aggiungere per la diluizione

26,8
26,8
26,9
26,9
26,4
26,4
27,5
27,5
27,3
27,3
11,6
11,6
27,2
27,2
27,2
28,1
28,1
27,5
27,5
21,8
21,8
28,6
28,6
28,6
26,5
26,5
255
25,5
27,3
27,3
27,3
27.3
27.8
27,8
27,6
27.6
27,5
27,5
26,5
26,5
27,2
27,2



Tabella 3: estrazione campioni 41-60

sample Name
Camione 41

Campione 41
Campione 42
Campione 42
Campione 43
Campione 43
Campione 44
Campione 44
Campione 45
Campione 45
Campione 46
Campione 46
Campione 47
Campione 47
Campione 48
Campione 48
Campione 49
Campione 49
Campione 50
Campiene 50
Campione 51
Campione 51
Campione 52
Campione 52
Campione 53
Campione 53
Campione 54
Campione 54
Campione 55
Campione 55
Campione 56
Campione 56
Campione 57
Campione 57
Campione 58
Campione 58
Campione 59
Campione 59
Campione 60
Campione 60

Tabella 4: estrazione campioni 61-81

Nucleic Acid{ng/uL) A260/A280 A260/A230 Medie concentrazioni campioni (ng/pl)

133,702
145,898
45,479
50,468
112,238
120,126
115,235
117,142
127,091
120,175
148,292
134,381
154,451
148,32
103,585
105,123
161,837
160,681
190,092
190,528
187,589
175,653
179,675
179,237
145,882
143,006
133,991
133,688
75,66
75,589
157,207
161,018
228,725
202,719
166,292
160,422
167,546
180,332
93,944
99,249

1,851
1,853
1,784
1,812
1,815
1,822
1,827
1,829
1,823
1,822

2,238
2,195
2,259
2,148
2,108
2273
2,133
2,138

1,801

139,8
139,8
49

49
116,1
116,1
118,1
118,1
123,6
123,6
141,3
141,3
151,4
151,4
106,3
106,3
161,2
161,2
190,3
190,3
181,6
181,6
1794
179,4
146,4
146,4
133,8
133,8
75,6
756
159,1
159,1
215,7
215,7
163,3
163,3
173,9
173,9
96,5
96,5

Volume di i da per ladi

21
2,1
6,1
6,1
2,6
26
2,5
25
24
24
2,1
21
2

2

28
2,8
1,8
1,8
1,6
1,6
16
1,6
1,7
1,7
2

2

2,2
2,2
a

a

1,9
1,9
14
14
18
18

17
31
31

Volume di soluzione AE da aggiungere per la diluizione
27,8
27,9
23,8
23,9
27,4
274
27,5
275
27,6
27,6
27,9
27,8

28,3
26,9
26,9

Sample Name Nucleic Acid(ng/ul) A260/A280 A260/A230 Medie concentrazioni campioni (ng/ul) Volume di campione da prelevare per la diluizione Volume di soluzione AE da aggiungere per la diluizione

Campione 61
Campione 61
Campione 62
Campione 62
Campione 63
Campione 63
Campione 64
Campione 64
Campione 65
Campione 65
Campione 66
Campione 66
Campione 67
Campione 67
Campione 68
Campione 68
Campione 69
Campione 69
Campione 70
Campione 70
Campione 71
Campione 71
Campione 72
Campione 72
Campione 73
Campione 73
Campione 74
Campione 74
Campione 75
Campione 75
Campione 76
Campione 76
Campione 77
Campione 77
Campione 78
Campione 78
Campione 79
Campione 79
Campione 80
Campione 80
Campione 81
Campione 81

416.715
421.637
177.266
171.912
184.999
184.619
215.723
216.272
345.653
329.240
422.386
425.062
143.953
148.355
226.627
225.889
262.186
252.913
457.062
451.630
276.860
268.709
173.124
175.064
234.305
229.977
185.262
193.058
209.992
202.342
179.627
174.660
205.074
133.407
315.706
308.491
118.916
114,513
97.310

105.282
242729
234.336

1.931
1.934

2.066
2.033
2.070

413,2
413,2
1746
174,6

0.7
0,7
1,7
1,7
1,6
1,6
1,4
1,4
0,9
0,9
0,7
0,7
2,1
2,1
1,3
1,3
1,2
1,2
0,6
0,6
1,1
11
1,7
1,7
1,3
1,3
1,6
1,6
15
1,5
1,7
17
1,5
15
1,0
1,0
2,6
2,6
3,0
3,0
1,3
1,3
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23,3
29,3
28,3
28,3
28,4
28,4
28,6
28,6
29,1
23,1
29,3
29,3
27,9
27,9
28,7
28,7
28,8
28,8
23,4
29,4
28,9
28,9
28,3
28,3
28,7
28,7
28,4
28,4
28,5
28,5
28,3
28,3
28,5
28,5
23,0
29,0
27,4
27,4
27,0
27,0
28,7
28,7



Tabella 5: estrazione campioni 82-97

‘Sample Name Nucleic Acid(ng/ul)
Campione 82 388.450
‘Campione 82 313.375
‘Campione 83 386.175
‘Campione 83 383.058
‘Campione 84 622.167
‘Campione 84 615842
‘Camplone 85 606.338
Campione 85 612597
‘Campione 86 1298.182
Campione 86 167.988
Campione 87 285.147
Campione 87 288.300
Campione 88 231.604
Campione 88 248 867
‘Campione 89 268.507
‘Campione 89 257.380
‘Campione 90 311.807
Campione 90 309.447
‘Camplone 91 282.107
Campione 91 283811
‘Campione 92 280.348
Campione 92 301.737
‘Campione 93 246415
Campione 93 274.413
Campione 94 331.081
Campione 84 365153
‘Campione 95 210.948
‘Campione 95 203.491
Campione 96 218.397
‘Campione 96 231.419
Campione 97 170.244
‘Campione 97 165.183

Tabella 6: estrazione campioni 98-113

Sample Name | Nucleic Acid{ng/ul

Campione 98 |268.187
Campione 98 | 269,195
Campione 89 |235.859
Campione 89 |253.910
Campione 100 495.042
Campione 100 530,486
Campione 101 339.091
Campione 101 353.285
Campione 102 422,417
Campione 102 439.165
Campione 103 429.801
Campione 103 432.769

| Campione 104|491 084
Campione 104 495.065

|Campione 105/107.013
Campione 105 108,606
Campione 106 339.308

|campione 106 386.867
Campione 107 230,799
Campione 107/ 221.087
Campione 108 241,152
Campione 108 294 832
Campione 108 204,819
Campione 109 217.675
Campione 110 276.750
Campione 110/ 275.069
Campione 111/ 248,370
Campione 111 273.480
Campione 112 364,255
Campione 112 340,560
Campione 113 476.824
Campione 113/ 436.755

Medie
1.836 2073 3514 08
1.845 2.180 3514 08
1.834 1.864 386,1 07
1.905 386,1 07
2.030 619 05
1874 2.014 619 05
1871 2.052 608,4 05
1.859 2010 609.4 05
1.904 2.655 1486 2
1828 2071 1488 2
1.892 2329 2901,7 1
1878 2323 291,7 1
1.849 2121 240,2 12
1.839 2128 240,2 12
2.145 262,9 11
2.160 2629 11
1.882 2217 3106 09
1874 2220 3106 09
1.868 2.205 2879 1
1871 2.264 2879 1
1848 2116 296 1
1844 2.082 296 1
1825 2.023 2604 11
1.838 2030 2604 11
1912 2.204 348,1 08
1903 2220 3481 08
1.860 2.148 207,2 14
1.866 2174 207,2 14
1.861 2.199 2249 13
1.861 2.206 2249 13
1839 2.265 167.7 18
1.837 2.266 167.7 18

2.016 2.270 268,7
2.043 2.378 268,7
1919 2.188 254,9
1932 2.210 254,9
2.035 2.186 512,7
2.029 2211 512,7
2.009 2.254 346,2
2.011 2.256 346,2
2.041 2.244 430,8
2.025 2.231 430,8
1.987 2,071 431,3
2.020 2.310 431,3
2.067 2311 4933
2.080 2.323 493,3
1.882 2.405 107,8
1.878 2.330 107.8
2.060 2.287 393.1
2.069 2.327 3931
1.852 1.966 225,9
1.850 2133 2259
1.863 2.289 268,0
1.844 2.026 268,0
1931 2.148 211,2
1919 2.054 211,2
1.938 2.058 275.9
1922 1.9%8 2759
1919 2.341 260,9
1.923 2.321 2609
1936 1.9%8 3524
1.951 2.226 3524
1.964 2.247 456,8
1.966 2.260 456,8

camploni (ng/ul) Volume di

i (ng/L] Volume di campiane

11
1.1
1.2
12
0.6
0,6
09
0.8
0,7
07
0,7
0.7
0.6
0,6
2,8
28
0,7
07
1.3
13
11
1.1
14
14
11
11
11
11
08
0,8
0.6
0,6

perl

per

AE da agglungere per la diluizione

39

28,9
289
28,8
28,8
294
29,4
29,1
29.1
23,3
29,3
233
293
294
29,4
27,2
27,2
29,3
293
28,7
28,7
28,9
289
28,6
28,6
289
28,9
28,9
289
29,2
29,2
29.4
294



Tabella 7: estrazione campioni 114-128

Sample Name
Campione 114
Campione 114
Campione 115
Campione 115
Campione 116
Campione 116
Campione 117
Campione 117
Campione 118
Campione 118
Campione 119
Campione 119
Campiane 120
Campione 120
Campione 121
Campione 121
Campione 122
Campione 122
Campione 123
Campione 123
Campione 124
Campione 124
Campione 125
Campione 125
Campione 126
Campione 126
Campione 127
Campione 127
Campione 128
Campione 128

Sample Name

Campione 129 141.451
Campione 128 153.869
Campione 130 122.959
Campione 130 115,514
Campione 131 292.894
Campione 131 302.788
Campione 132 152,899
Campione 132 144 359
Campione 133 134.591
Campione 133 156,685
Campione 134 50.525
Campione 134 52.065
Campione 135 44.669
Campione 135 44,939
Campione 136 32.743
Campione 136 34,981
Campione 137 52545
Campione 137 52.536
Campione 138 33.075
Campione 138 35.943
Campione 139 56.113
Campione 139 53,186
Campione 140 47.415
Campione 140 48.837
Campiene 141 119,050
Campione 141 119.833
Campione 142 66.689
Campione 142 68.638
Campione 143 31.144
Campione 143 31.830
Campione 144 77.213

Nucleic Acid(ng/ul) Medi Volume di Volume di sols AEda )
56.696 1927 1.986 56,8 53 247
56.963 1.899 2.012 56,8 5.3 47
37.046 1.764 1.324 378 8 22
38.846 1.738 1.241 378 8 22
42.143 1.788 2773 42,1 7.1 229
42.084 1778 2.695 42,1 71 229
24.258 1742 1.269 248 12,1 179
25.253 1.658 1.206 248 12,1 179
35.569 1.740 1324 36,2 83 21,7
36.810 1731 1.269 36,2 83 27
49.078 1.801 1.540 50,4 59 24,1
51.702 1.785 1.593 50,4 5.8 241
87.091 1.966 2.183 &7.8 34 26,6
88.609 1953 2.192 878 3.4 26,6
26.590 1.660 1.004 26,8 1.2 188
27.038 1654 1.019 26,8 11,2 188
42.857 1.676 1193 42,6 7 23
42.261 1.700 1172 428 7 23
22.989 1.565 0.756 232 13 17
23.413 1.547 0.719 232 13 17
26.281 1.689 3.113 27 11,1 18,9
27.681 1631 2.75% 27 1.1 189
82.759 2.133 1.060 838 38 264
84.881 2173 1.058 838 3.6 %4
39.621 1.764 2913 40,3 7.4 228
41,144 1.758 2616 40,3 74 226
17.135 1.380 0.978 17,2 174 126
17.431 1448 0.920 17,2 174 126
36.564 1.660 1.226 373 8 22
38.049 1.647 1.148 373 8 2
Tabella 8: estrazione campioni 129-144
] ng/H di pione da prelevare per la diluizi Vols luzione AE da per la diluizione
2.067 147.7 2,03 28
2.052 1477 2,03 28
1.958 118,2 25 27,5
1.973 119,2 25 27,5
2.080 3 2978 1 29
2.089 2.222 2978 1 29
1984 1.599 1486 2 28
2.044 1.800 1486 2 28
2133 2.158 1456 2 28
2.130 2,185 1456 2 28
1.796 0.782 51,3 5.8 24,2
1.761 0.777 513 58 24,2
1.936 1.635 44,8 8,7 23,3
1942 1.580 44,8 67 23,3
1.852 0.978 338 89 211
1.855 0.964 338 89 211
1879 1.567 52,5 57 243
1.893 1614 525 57 24,3
1.979 2,258 34,5 8,7 21,3
1913 2.318 34,5 87 21,3
1.878 2.048 57,6 52 248
1879 2.021 576 5.2 24.8
1933 1.859 48,1 62 23,8
1.894 1.847 48,1 62 238
1.950 2.204 1184 25 27.5
1.950 2.223 1184 25 275
1.894 2.025 67,6 44 256
1.884 1.976 67,6 4.4 25,8
1.880 2.282 34 9,5 20,5
1.862 2.287 314 95 20,5
1.863 1.802 782 3.8 26,2
1.848 1.831 78,2 38 26,2

Campione 144 79.210
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Tabella 9: estrazione campioni 145-168

Sample Name  Nucleic Acid(ng/uL] A260/A28C A260/A23C Medie ioni campioni (ng/l Volume campione da prelevare perla diluizion Volume soluzione AE d
Campione 145 82.300 1826 1575 742 4 26
Campione 145 66.095 1867 1304 742 4 26
Campione 146 39.780 1844 1245 398 75 225
Campione 146 39.423 1804 1200 396 75 225
Campione 147 127.921 1889 2019 1307 23 277
Campione 147 133.53% 1888 2011 1307 23 277
Campione 148 70.352 1875 1832 827 36 264
Campione 148 95.048 1870 1890 827 36 264
Campione 149 24.277 1872 1488 247 121 179
Campione 149 25.085 1693 1426 247 12,1 178
Campione 150 162.847 1870 1865 1683 18 282
Campione 150 174.260 1840 1767 1683 18 282
Campione 151 25.022 1878 1065 243 123 177
Campione 151 23.631 1743 1126 243 123 177
Campione 152 49.227 1827 1714 509 59 241
Campione 152 52.575 1825 1764 509 59 241
Campione 153 52.404 1849 1860 524 57 243
Campione 153 52.389 1804 1713 524 57 23
Campione 154 51.486 1387 0977 554 54 246
Campione 154 59.402 1780 1686 554 54 246
Campione 155 55.225 1802 1489 578 52 248
Campione 155 60.525 1802 1496 578 52 248
Campione 156 140.868 1831 1783 1283 23 277
Campione 156 116.805 1837 1855 1288 23 277
Campione 157 44.648 1770 1443 421 71 228
Campione 157 29.599 1783 1501 421 71 229
Campione 158 167.005 1838 1918 1569 18 281
Campione 158 146.77% 1841 1994 1569 18 281
Campione 159 29.419 1825 1874 818 36 264
Campione 159 74.21% 1809 1874 818 36 264
Campione 160 31.324 1793 1873 325 92 208
Campione 160 33.683 1785 1694 325 92 208
Campione 161 208.13¢ 1828 1874 1982 15 285
Campione 161 188.417 1833 1825 1982 15 285
Campione 162 72.858 1766 1656 723 41 259
Campione 162 71.015 1773 1702 723 41 258
ione 163 71.553 1800 2075 629 47 253
Campione 163 54.271 1790 2049 629 47 253
Campione 164 40.189 1799 2076 482 62 238
Campione 164 56.178 1801 2065 482 62 238
Campione 165 £3.838 1851 1772 862 35 265
Campione 165 82.548 1835 1789 862 35 265
Campione 166 28.326 1713 1648 319 96 204
Campione 166 33.524 1693 1882 319 LY 204
Campione 167 157.113 1881 2088 1527 18 281
ione 167 148.354 1862 1996 1527 19 28,1
Campione 168 45.758 1793 1969 561 53 247
Campione 168 §5.476 1808 2013 561 53 247

Tabella 10: estrazione campioni 169-184

Sample Name Nuclei ) Medie campioni (ng/ul Volume di campione da prelevare per la diluizion Volume di soluzione AE da aggiungere per la diluizione
Camplone 169 317.160 1973 2126 3064 2 58
Campione 169 295,573 1.961 2,056 308,4 58
Campione 170 570.661 1923 2178 5749 117.9
Campione 170 579.085 1918 2171 5749 1179
Camplone 171 686.149 1889 2337 6605 118,2
Campione 171 634.897 1.889 2296  660,5 118,2
Campione 172 533.648 1918 1954 5653 117,9
Campione 172 597.147 1936 1969 5653 117.9
Campione 173 255.478 1872 2114 257.2 38,5
Campione 173 258.908 1.879 2138 257.2 38,5
Campione 174 505.294 1867 2024 5196 17,7
Campione 174 534.043 1873 2138 5196 17,7
Camplone 175 811675 1.955 2,054 8228 156,06
Campione 175 833.917 1.944 2.087 822.8 2 158,06
Campione 176 150.944 1843 1964 1417 2,1 279
Campione 176 132.557 1837 1868 1417 2,1 279
Camplone 177 170.650 1909 1967 1933 15 28,5
Campicne 177 216.020 1879 1864 1933 1.5 28,5
Campione 178 555.220 1824 2093 5603 2,1 117.9
Campione 178 565.385 1899 2122 5603 2.1 117.9
Campione 179 332.420 1.856 2.029 300.2 2 58
Campione 179 267.959 1.862 1.997 300,2 2 58
Campione 180 591.970 1893 2215 8993 17 158,2
Campione 180 B06.620 1885 2204  899,3 17 158,2
Campione181 279.110 1824 1.486 265,5 1.5 38,5
Campione 181 251.945 1.824 1.451 265,5 1.5 38,5
Campione 182 410.785 1.881 1934 3841 16 58,4
Campione 182 357.485 1867 1889 3841 16 58,4
Camplone 183 190.005 1827 1693 1983 15 28,5
Campicne 183 206.743 1.824 1885 1983 1.5 28,5
Campione 184 269.656 1842 1949 2613 15 38,5
Campione 184 252.942 1851 2038 2613 15 38,5
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Tabella 11: estrazione campioni 185-207

Sample Name Nucleic Acid{ng/ful) A260/A280 A260/A230 Medi i (ng/pl) Vol di da pi perl Vol AEda L
Campione 185 177.094 1.845 3.034 176,4 17 283
Campione 185 175.790 1.849 3.146 176,4 17 283
Campione 186 148.129 1.856 3.448 1486 2 28
Campione 186 149.055 1.856 3.449 1486 2 28
Campione 187 181.931 1.868 3.057 1826 16 284
Campione 187 183.387 1.879 3.059 1826 16 284
Campione 188 293.740 1.855 2677 2842 1.7 48,3
Campione 188 274.729 1.860 2.653 2842 1.7 48,3
Campione 189 262.864 1.834 2.405 2438 2 48
Campione 189 224858 1853 2.858 2438 2 48
Campione 190 139.896 1863 2754 197 15 285
Campione 190 134.053 1.896 3.125 197 15 285
Campione 191 218.784 1872 2.908 2485 2 48
Cmapione 191 278.231 1876 2.667 2485 2 48
Campione 192 288.354 1841 2.253 2532 2 48
Campione 192 238.143 1.852 2.517 2532 2 48
Campione 193 291.295 1.864 2.281 299,7 17 483
Campione 193 308.188 1.863 2243 299,7 17 483
Campione 194 254.725 1.835 2.349 2543 2 48
Campione 194 253.926 1.838 2.466 2543 2 48
Campione 195 158.758 1.825 2329 1381 227 278
Campione 195 117.450 1811 2.285 1381 227 278
Cmapione 196 169.471 1.857 2.857 167,6 18 28,2
Campione 196 185.735 1.854 2.805 167.6 18 282
Campione 197 130.276 1.846 3.242 1355 22 278
Campione 197 143.762 1.851 3.136 1355 22 278
Campione 198 147.464 1.844 3.402 1491 2 28
Campione 198 150.760 1.847 3.325 1491 2 28
Campione 199 257.251 1893 2716 2687 18 482
Campione 199 270.184 1.889 2703 2687 18 482
Campione 200 246515 1.850 2677 2207 22 47 8
Campione 200 134.860 1863 2.959 2207 22 47 8
Campione 201 176.881 1.755 2.287 169,5 17 283
Campione 201 182.093 1.804 2.569 169,5 17 283
Campione 202 231308 1.846 2.585 1954 15 285
Campione 202 159.030 1.846 3.103 1954 15 285
Campione 203 206966 1.866 2.951 211,05 24 476
Campione 203 215.147 1.863 2.844 211,05 24 476
Campione 204 374.082 1.861 2.504 362,7 16 58,4
Campione 204 351.343 1.851 2.430 362,7 16 58,4
Campione 205 359.362 1.860 2.480 3616 16 58,4
Campione 205 363.802 1.866 2511 3616 16 58,4
Campione 206 272.782 1.812 2.294 3054 19 58,1
Campione 206 338.106 1.856 2.424 3054 19 58,1
Campione 207 173.507 1.859 2929 1838 16 284
Campione 207 194145 1.862 2.834 1838 16 284
Tabella 12: 13 marcatori SSR microsatellite
D 'A2 (VMCNG4B|  VIZAGT9
1 150 176 248 260 251
[} 137 143 243 247 143 147 172 176 246 256 177 191 247 247 179 194 243 259 187 195 228 234 251 133 139
53| [ 15T [ 169 167 176 | J60 | [ 189 | 753 77 103 | 01 | JI8 |
AT | 15T 165 177 ] TAT | [ 185 | 245 T 100 20T PEL I
15T 1650 158 T TA8 | 179 18S pLE) Tt 100 | 199 pEL)
17T 77 (75 Ly & [T 18T [ 2743 | 253 | 189 | 20T | 736 |
[ 17 A7 167 (67 736 | 180 [ 243 | 253 | 195 707 778 |
15T T67 | 158|158 |7 | [I8S | 7a5 | 777 | Y09 | 199 | 738 |
35 [ 1a3 | 177 | 178 | 738 | [ 185 | 253 | 250 | 187 | 201 | 7234 |
g | 165 | 158 77 747 | 189 | 7a5 | 250 | 187 | 199 | 240 |
(43 a7 14T 143 150 (68 236 | 185 FLES 59 189 203 736 240
[ 253 | 143 | [ 248 | € | 234 | [ 139
EE] 133 [ 239 | 13T | 17T 247 3 19z | 235 187 139 rril [ 133 | 139
! 135 [ 263 | 1387 | [ 2386 | 189 | 189 753 | 226 [ 135 | 135
35 141 145 233 245 141 143 162 236 181 257 279 181 183 271 195 203 236 129 137
':%: 24T 143 247 | 185 243 | 226 139 | 145
EL] pLE] [ 243 | 143 | [ 160 | 248 | 104 154 | ;;‘5 [ 224 | gT
EL) 183 AT 14T 176 | 236 | 179 18T ELES 2591 726 137 139
'_:‘1) m [ 245 | 151 | [ 172 | 236 | : % f:j g 236 | I%;:—m—
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Tabella 13: identificazione varietale con i 9 SSR condivisi a livello internazionale

ID Nome accessione collezione IDENTITA' by SSR - VIVC variety No.
1 ‘Wild grape (the male flower) N2 VCR - : -
6 Ary Uzumu VCR TAIFI ROZ0OVYI (Uzbekistan) 12208
7 Bayanshira B. VTR BAYAN SHIRET 1049
% |DanaBurnu DANA BURNU (8.2027) [coll Suseganal

SEURA (2.13) [coll. Susegana]

Adreula tchelkana
Chachkhriala - 0T

27 Shavkapito SHAVKAFPITO (36.13-22 202T) =
23 Mskhvili Kurdzeni MSKAVILT KURDZENT (23.2027) =
24 Nakhiduri 06 = =
25 Skra 01 =

26 Almura Tefri
27 Chesm gave
28 Tsirkvalis tetri TSIRKVALIS TETRI (1Z3.T3)

lexandrouli ALEXANDROOULT
ndghlabi rgia; ! =
Chesm gave VCR FAHRT (Aradhya, 2003 - Aighanistan/Riaz, 20713) ! =
Saperavi Khashmis VCR SAPERAVT ! 10708
Kvetari 10{Z] VCR = ] =
35  |Ninotminda 12 VCR - 1 -
36 Sarygilya VCR = i =
37 arabulaghy VTR GORULA i 2010
38 Khurmayi VCR ARMENTA ] 017
39 Seura VCR SEURA(ZT3) [coll. Susegana] ] =
Tedotsminda 75 VCR = ] =
Paldo 02 VCR - ] -
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48

Borchalo

VCR

IS VASI (3.13-90.13) [coll: Susegana/ARGVETULI SAPERE (C =

15

Wild Torm of Ramishvili

VCR

_ 29 Chilar | VCR |

_ 67 [RhatounRhai | VR |

Ninotsminda - 13

KISIA 40 (37 13VKISIA (Gerogia) :

ITRER

ARARA

66 __|Absheron Gellnbarmaghy 0. VR

g CYITYZY K1USEINY | VCR___|___________ICHKIMAR (UzDekistan)

T

aristvala Meskhuri

VR

KHAR egana

Mskhvill Kurdzeni

Resistenti

Dondghlabi Shavi

Resistenti

siste

]
Tsirkvalis tetri Resistenti TSIRKVALIS TETRT (T73-13) |
39 Shavkapito Resistenti SHAVEAPTTO [36.13-22.2027) | -
90 Khupishii Resistent] CHUPTSCIJ (63.73) Tcoll. Susedana i -
jaleshi lechkhumis {orbeluri ojaleshi esistenti R coll. Susegana
[Alexandrouli | Resistenti | ALEXANDROOULT
Chitistvala kakhuri {bobduri] istenti MTSVANE KARKHURI
reula tchelkana esistentl
|Skra 0T | Resistenti |
Chesm gave ™ Resistenti
Yaghot € |
100 JChesmegave® | Resistenti | FAHARI (Aradhya 2003 - AfghanistanRiaz 2013) - |
Resistenti -
Chachkhriala - 0T Resistenti - T
106 Ubakluri Biodiversita UBACLURI {129.73) [coll. Susegana] | -
T07__|[Chkhutcheshi Blodiversita GORULA i 2910
108 |Atcharuli tetri Biodiversita ACIARULI TETRI (175.13) [coll. Susegana] ! -
109 |Djvari Biodiversita JVARI i 3779
110 [Sirgula Biodiversita - i -
11T Bazaleturi Biodiversita BAZALETURT (T80.73) [coll. Susegana] ’ -
117 |Tchumuta Biodiversita TEUMUTA (/- 13) [coll. Susegana] ! -
113 Maghlari shavi Biodiversita ASYL KARA j 731
T4 [Shavikhila Biodiversita SHAVTRHITA i 11723
T1I5 | Mgalobliscvili Biodiversita SHA . 11716
116 Didshavi Biodiversita DIDSCIAVI {671 coll. Susegana | -
117 [Chkhaveri Blodiversita . coll._Susegana] -
118 |Tchodi salkhinosl Biodiversita - -
T19_ [Aladasturl Biodiversita ALADASTURI (64.13) [coll. Susegana -
TZ0__ [SKhilatubani Biodiversita CcO usegana] -
121 |Mugiuretuli Biodiversita ALEXANDROULI 263
177 |Orona shemokmedis Biodiversita TSKOBILA 1 12704
123 Kashmis saperavi Biodiversita SAPERAVT | 10708
124 |Pashaniki Biodiversita - ! -
125 Beglaris kurdzeni Biodiversita - i -
126 |Fakhri Biodiversita FAHRI (Aradhya, 2003 - Afghanistan/Riaz, 2013) | =
Yaghoy |
130 [|Mgalobliscvili CONECOVI SHAVBARDA ] 11716
131 |Dana Burnu CONECOVI DANA BURNU [8.2021] [coll. Susegana] i -
137 Roberto Miravalle CONECOVT = | =

134 Ay Uzumu [ CONECOVI | TAFTROZOVYI (Uzbekistan) 13508 |
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149 [Bayanshira B. | _CONECOVI | BAYAN SHIR

157 [Wild form of Ramishvil | CONECOVI_| A 30 (47 T3)KISIA (Gerogia .
C] 1 ' ad 0

_I55 Borchao | CONECOVI | IAMARIS VASI (3.13-00 13)/ARGVE [ULI SAPERE (Georgia)

8 Almura letri ONECOVI { RI (163, coll. Susegana/KARITSVALA RT (leflerail
159 Kharistvala IVIEsKhUTT TONECOV KHARTSTVALA MESKHURI (75.202T) [coll. Susegana) .

761 |DondghiabiShavi | CONECOVI | DZIRAGOULTS SHAV :

__169 _[Wild grape [the maleflower]NZ_______| _CONECOVI ]

aperavi Khashmis ONECOV

Kvetar 10(2] CONECOVI
Thotsminda - 13 CONECOVT

181 [Sarygilya CONECOVI = i =
187 |Garabulaghy CONECOVI GORULTA i 4910
183 [Skra 01 CONECOVI = | =
edotsminda = ] =
187 |Nakhiduri 06 CONECOVT = ] =
1B8  [Seura CONECOVI SEURA(Z.T3) [coll. Susegana ] =
189 [Shavkapito CONECOVI SHAVREAFTIO (36.13-27 7071 | =
191 Jchesmegave | CONECOVI [ FAHRI (Aradhya, 2005 - Alghanistan/Riaz ‘
193  |Tsirkvalis tetri CONECOVI TSIRKVALIS TETRI (123.13) : =
194 [Adreula tchelkana CONECOVI ADREULA TCHELKANA (176.13-20.2021) : =
esm gave = ! =
107 |Chachkhriala - 0T CONECOVI = : =
198 [Skra 01 CONECOVI = : =
199  [Nakhiduri 06 CONECOVI = | =
200 |Kharistvala Meskhuri CONECOVI RAARTSTVALA MESKHURT (T5.2027T) [coll_Susegana] ] =
201 [Alexandrouli CONECOVI ALEXANDROQULI : 263
202 |Seura CONECOVI SEURA [Z_T3) Jcoll.Suseganal ; =
T

203 [Mskhvili Kurdzeni CONECOVI TMSKHVILT KURD/ZENT (73.2021 =
205 |Almura Tetri CONECOVI TETRI {163.13) [coll. Susegana/KARITSVALA TETRI (Ieﬂerat-l

206 |Saperaw Khashmis CONECOVT SAPERAVT 10708
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Tabella 14: marcatori microsatelliti SSR associati ai geni di resistenza all’oidio

Renl, Ren3 e Ren9

32 170 178 204 206 o8 379 413 429
B3] 178 178 208 204 367 367 AT5 AT5
34 149 210 201 201 M3 369 437 437
35 149 210 197 204 361 ' 373 435 461
36 164 170 204 204 309 3576 433 437
37 203 203 201 201 309 379 413 447
38 167 179 201 206 300 366 4T3 433
By 149 178 201 208 302 373 447 454
a0 149 210 201 204 343 350 435 435
41 149 174 201 206 343 373 430 435
&5 T8 | 170 | 201 [ 204 | 365 G5B | 413 | 433

48 164 178 204 204 352

90 149 173 206 208 367 367 413 435
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413

435

105 149 177 204 708 307 1 373

106 177 203 201 204 352 367 415 154
10/ 203 203 201 201 359 . 5/9 413 441
108 149 174 208 208 359 ¢ 339 413 413
109 164 178 201 204 350 1 350 413 413
110 203 210 197 201 350 1 359 413 413
111 147 205 201 201 309 3/3 413 437
112 147 173 201 206 350 7 387 413 435
113 178 210 201 204 376 378 413 461
114 178 203 201 204 350 373 413 435
115 203 705 201 20T 373~ 373 437 24T
116 174 178 206 206 357 1 367 415 454
117 149 203 201 708 350 359 413 435
118 174 205 208 708 367 1 371 415 437
119 149 174 208 708 350 1 359 413 413
1720 170 174 204 208 367 373 413 435
121 149 174 206 208 359 379 435 441
177 178 703 201 204 359 7 360 413 435
123 178 203 204 204 367 | 367 415 415
124 203 210 201 204 359 ¢ 373 413 435
175 166 210 197 201 359 350 413 413
126 170 178 204 206 o0 379 413 429

6
177

149

210

201

701

6
343

178

149

203

201

704

341
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181 164 170 204 204 369 376 433 437
182 703 703 701 701 350 370 713 777
183 149 149 704 708 360 360 135 437
187 170 203 201 704 367 373 213 137
183 49 1738 201 708 357 373 741 757
189 178 703 701 704 350 373 13 135
193 178 203 201 204 359 . 379 413 441
109 178 203 201 204 373 379 435 41
195 177 710 197 704 352 350 713 757
196 164 164 704 704 365 Y 380 13 179
197 49 177 204 208 357 373 13 135
193 49 149 704 708 369 369 LER] 137
199 170 203 201 204 367 . 373 413 437
200 178 710 197 704 359 373 713 135
201 149 174 206 208 350 379 435 441
702 45 1738 701 708 352 373 LLs) 157
703 64 703 701 701 350 350 13 157
205 164 178 201 204 | 359 . 369 413 435
706 173 1738 704 704 367 % 367 15 715

Tabella 15: marcatori microsatellite SSR associati ai geni di resistenza alla

peronospora Rpv1l

ID

7 172 175 178 190

21 163 165 185 185
P 165 175 170 184
23 163 165 182 184
74 165 165 176 184
75 169 196 182 182
76 165 172 178 192
2/ 163 1/0 186 197
28 165 175 170 184
79 163 165 178 186
32 163 163 186 186
33 175 175 170 182
34 165 169 187 187
35 165 175 170 181
36 169 175 186 206
3/ 169 172 1/8 156
38 163 170 206 208
39 172 181 182 217
40 163 181 187 197
41 165 165 210 212
I 45 | 0 I =T I O B 11
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48

163

169

176

186

163 165 184
B84 165 175 184 190
85 165 172 178 192
38 165 175 170 184
39 165 175 170 154
a0 165 160 182 204

169

196

152

152

107 169 172 178 186
108 165 175 190 212
109 169 169 170 186
110 165 172 178 184
111 165 175 211 211
112 175 175 182 190
113 160 175 182 190
114 165 175 184 190
115 175 175 190 190
116 165 169 186 217
117 165 165 184 212
118 169 220 176 204
119 163 169 182 182
120 165 175 190 206
121 163 165 178 186
122 165 175 180 184
123 175 175 170 182
124 163 175 210 212
125 177 175 176 178
126 163 163 186 186
130 175 175 190 190
131 170 172 170 192
132 177 175 172 186
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181 169 175 186 206
182 169 172 178 186
183 169 196 187 182

187 165 165 176 154
188 12 181 182 212
189 165 175 170 184

193 165 175 170 184
194 169 175 170 186

197 | 163 | 165 | 185 | 185
198 | 160 | 196 | 182 | 182
199 | 165 | 165 | 176 | 184
200 | 172 | 175 [ 178 | 190
201 | 163 | 165 | 178 | 186
200 | 172 | 181 [ 18 | 7DD
203 | 163 | 165 | 18 | 184

204 [ Teg [ 175 T 18T [ 190
205 | 165 | 172 | 178 | 192
306 ] 175 | 175 | 170 | 182
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4. DISCUSSIONE

I nostro studio e stato intenso e tortuoso ma i risultati hanno ripagato il lavoro e
prodotto i risultati attesi.

In primis la caratterizzazione delle varieta di vite Caucasiche dell’Asia centrale
ha fatto emergere moltissimi profili genetici identici, a discapito di quelli unici
che risultano minimi; difatti delle 207 accessioni totali circa 87% sono identici tra
loro a gruppetti e solo 13% sono unici.

Come detto, dal confronto con i database si ritrova un 41% di varieta gia presenti
sul VIVC, un 32% sul CREA e un restante 27% di varieta non identificate in alcun
modo.

Questi risultati devono farci riflettere che, sebbene molte delle cultivar siano gia
iscritte a registro e identificate, vi € una parte importante che ancora non presenta
un nome. Per tale motivo questi studi non terminano con il nostro lavoro ma
proseguiranno in altre sedi in modo da poter risalire e individuare le varieta di
appartenenza.

Successivamente si e passati all’identificazione dei geni associati alla resistenza
prima a oidio e poi alla peronospora. Questo ¢ stato possibile grazie all’aiuto di
marcatori molecolari microsatelliti SSR (SC8 e SC47, GF15-28 e GF15-30) associati
al gene di resistenza dell’oidio e marcatori (8g9 e 4F3.1) associati al gene di
resistenza della peronospora.

Questo perché negli ultimi anni altri studi e lavori stanno affermando che cultivar
caucasiche di V. vinifera sono resistenti a E. necator e P. viticola agenti eziologici
di queste due malattie.

Si puo quindi affermare, dai dati raccolti, che gran parte delle accessioni di questo
lavoro hanno un profilo simile alla varieta Shavtsitska mentre meno lo hanno

simile a Kishmish vatkana (Tabella 14).
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Nel secondo caso possiamo dire che le cultivar analizzate presentano molti piu
alleli per i primi due marcatori (8g9 e 4F3.1) rispetto agli alleli del gene di
resistenza presente in Regent, varieta resistente alla Peronospora (Tabella 15).
Negli ultimi anni il tema della sostenibilita e diventato di fondamentale
importanza; difatti la viticoltura rappresenta il settore agricolo dove si fa piti uso
di prodotti fitosanitari nocivi per 'ambiente e per I'uomo.

Per tale motivo, negli ultimi decenni sono stati avviati dei programmi di incrocio
e ibridazione nei principali centri di ricerca italiani ed europei. L’obiettivo di
questi studi e quello di creare nuove cultivar resistenti grazie all’incrocio tra le
varieta caucasiche e quelle che non posseggono alcun tipo di resistenza.

Nuove attivita pianificate per proseguire lo studio: verificare attraverso
fenotipizzazione, la presenza di resistenza/tolleranza a oidio e peronospora;
analizzare, per esempio con migliaia di marcatori SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), i genotipi unici e cercare nuovi loci di resistenza a oidio e
peronospora attraverso studi di associazione fenotipo/genotipo (GWAS, Genome

Wide Association Study).
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5. CONCLUSIONI

L’obiettivo primario del nostro studio e stata la caratterizzazione di varieta di viti
caucasiche appartenenti a V. wvinifera tramite l'utilizzo dei 13 marcatori
microsatelliti SSR.

Questo ha dimostrato che, sebbene le accessioni analizzate siano state davvero
tante e sia presente un elevato tasso di polimorfismo, i genotipi unici sono un
numero considerevole.

Dal confronto con i principali database, CREA e VIVC, sono state individuate
numerose varieta, ma ce ne sono molte altre che non sono ancora iscritte a
registro e che rappresentano una nuova scoperta di questo lavoro.

Il secondo obiettivo e stato lo studio della presenza di loci di resistenza tramite
utilizzo di marcatori SSR associati al gene di resistenza di oidio e peronospora.
Al locus Renl1 (oidio) si e visto che pochi genotipi presentano 1’aplotipo 147-206
(coppia allelica di resistenza su Kishmish vatkana) ma diversi genotipi
presentano solo l'allele 206; invece, € ben presente 1'aplotipo 149-206 (coppia
allelica di resistenza su Shavtsitska).

Al locus Ren3, Ren9 (oidio) non si e riscontrato quasi nulla.

Infine, al locus RPV1 (peronospora) diversi genotipi riportano solo un allele.
Sicuramente questo lavoro ha permesso di individuare ulteriore biodiversita
all'interno delle specie caucasiche di V. vinifera e l'individuazione di loci di
resistenza a oidio e peronospora in questi genotipi dovra subire un riscontro
fenotipico.

In conclusione, possiamo quindi dire che le cultivar caucasiche rappresentano
una valida e alternativa risorsa per rendere la viticoltura piu sostenibile nel

tempo senza dover ricorrere necessariamente all’utilizzo di prodotti fitosanitari.
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