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GREEN HIGH TECH:  
la Scienza nell'Arte di nutrire il mondo? 

Non si sequenzia solo il genoma umano: 
ecco perché usando l'esempio del pesco 
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Cosa è un genoma? 

Il genoma rappresenta l’intera 

informazione genetica codificata dal 

DNA che caratterizza ogni  

organismo vivente 



Il sequenziamento dei genomi 

Dalla tecnologia Sanger alle tecniche NGS 



La NGS di terza generazione 
 

Diminuire tempi e costi di sequenziamento 
misurando il pH di una soluzione 

Il chip da 100Gb 
permette di 

sequenziare il 
genoma dell’uomo 
con una copertura 
30X in sole tre ore 

L’esempio della tecnologia “Ion Torrent” 



Applicazioni delle tecniche NGS 



NGS e l’era dei genomi verde 
L’abbattimento dei costi e l’inizio dell’era genomica 

Nel 2013 è stata superata la soglia dei 50 genomi vegetali 
sequenziati 

GAPPER N.E., ET AL Horticulture Research, DOI: 10.1038/hortres.2014.34 



Assemblare un genoma 
 non è semplice 



Perché sequenziare un genoma? 
 

I benefici attesi dal sequenziamento del genoma umano 

Pratica medica:  
Ø  conoscere le basi genetiche per molte 

malattie  
Ø  sviluppare test genetici per la diagnosi 

precoce 
Ø  ridurre l’incidenza di mutazioni ereditarie 

Ricerca di base: studiare le basi molecolari 
di molti aspetti della fisiologia umana 

Evoluzione umana: studio delle migrazioni 
sulla base di patrimonio genetico femminile 
 

DNA forense: identificazione di potenziali 
sospetti in una scena del crimine 



2012	
   Superficie	
  (Ha)	
   Produzione	
  (t)	
  
	
  	
  Mondo	
   1.499.872	
   21.083.151	
  

	
  	
  Europa	
   235.087	
   3.394.641	
  

	
  	
  Italia	
   71,012	
   1.331.621	
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Italia:  

Circa 30% della superficie e il 39% 

della produzione Europea 

Perché il pesco è importante? 
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ArchiteKura	
  

Resistenze	
  

Perché il miglioramento genetico del 
pesco è importante? 

Qualità	
  fruKo	
  



La posizione di molti geni è nota da 
tempo non solo nel pesco 
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I consorzi di sequenziamento di EST di pesco avevano fornito 
circa 75K sequenze (anni 2000-2008) e identificato 28K geni 

Le sequenze di geni espressi 
 

 prima che il genoma fosse disponibile 



1)  Comprendere le basi genetiche dei caratteri di interesse 

2)  Localizzare i geni e le regioni genomiche che controllano i caratteri 

qualitativi e quantitativi (QTL) 

3)  Sviluppo di marcatori molecolari per il miglioramento genetico attraverso 

l’uso della MAS (selezione assistita con marcatori)  

Perché sequenziare il pesco? 
 

I benefici attesi dal sequenziamento del pesco 

 



Pensato nel 2007, disponibile in rete dal 2010, pubblicato nel 2013 

UNIVERSIDAD  
De Chile 

The International Peach Genome Initiative (IPGI) 

Bisogna essere in tanti 



Il	
  genoma	
  del	
  pesco	
  
	
  

Il piccolo genoma  
di una specie modello 
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Pianta	
  doppio	
  aploide	
  derivata	
  	
  dalla	
  cv	
  ‘Lovell’	
  

Sequenziamento	
  “Sanger	
  “	
  del	
  genoma:	
  JGI	
  (California)	
  &	
  IGA	
  (Udine)	
  

Assemblaggio	
  delle	
  sequenze:	
  SoOware	
  Arachne	
  (Jaffe	
  et	
  al.,	
  2003)	
  

Rimozione	
  sequenze	
  DNA	
  plasYdico	
  e	
  mitocondriale	
  

Dimensione	
  della	
  sequenza	
  224.6	
  Mb	
  
 

27,852	
  geni	
  idenDficaD	
  
 

Numero	
  sequenze	
   Copertura	
  Sequenze	
  Assemblate	
  	
  
3,729,679	
   8.47	
  X	
  



Il 96% del genoma è ancorato 



Dal genoma della specie  
al genoma delle varietà 

Ø  La sequenza del pesco 
serve come riferimento 
per ri-sequenziare singole 
varietà di pregio con 
tecnica NGS 

Ø   Decine di migliaia di 
marcatori SNP vengono 
identificati nei genotipi di 
interesse 

P. davidiana 
Early Gold 
F1 CxA 
P. ferganensis 
IF310828 
Yumeyong 



Identificare un marcatore SNP 
con tecnologia NGS è semplice 



Gli SNP Chip e l’analisi di marcatori 
molecolari sull’intero genoma 

Ø  Migliaia di marcatori ben distribuiti nel 
genoma possono essere analizzati 
simultaneamente (pesco 9000 SNP; 
ciliegio 6000 SNP) 

 
Ø   Nuove mappe genetiche per localizzare 
caratteri sui cromosomi possono essere 
costruite con un solo esperimento 
 

Ø  Le tecniche di risequenziamento dei genomi hanno permesso di 
identificare milioni di marcatori SNP nelle specie arboree e di sviluppare 
strumenti per la loro analisi massale quali ad esempio gli SNP chip 



Isolamento di un gene  
 

Prima e dopo il sequenziamento del genoma 

Fasi	
  di	
  lavoro	
  

Costruzione	
  di	
  una	
  mappa	
  di	
  associazione	
  

Costruzione	
  mappa	
  fisica	
  

Fine	
  mapping	
  della	
  regione	
  di	
  interesse	
  

IdenYficazione	
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  candidaY	
  

IdenYficazione	
  del	
  gene	
  

Con	
  sequenza	
  	
  
genomica	
  

<	
  1	
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  mesi	
  

Senza	
  sequenza	
  	
  
genomica	
  

3-­‐5	
  persone-­‐anno	
  



Identificazione di geni sulla sequenza   
 

Cromosoma1 
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http://www.phytozome.org/peach 



I primi geni di pesco identificati 
grazie alla disponibilità della 

sequenza del pesco 
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(Dirlewanger et al. 2004) 
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Il colore della polpa (Locus Y) 
 

Tre mutazioni in un gene CCD4 sono responsabili del colore giallo 
della polpa 

G1 
0 
2 
5 6 

10 

13 
15 16 
18 19 20 

28 

25 

29 
27 

31 

35 
37 38 

42 43 44 

47 48 49 
51 

55 56 
58 
60 

63 
65 

69 
71 

77 78 

81 

85 

Y 

Il gene carotenoid cleavage dioxygenase (CCD4) degrada i 
carotenoidi nelle polpa delle pesche.  
 
Il gene funzionale (W) è sempre presente nelle pesche bianche 

ADAMI ET AL 2013. Plant Mol Biol Report 31: 1166–1175 
http://www.phytozome.org/peach 



La maturazione delle pesche 
(Locus M) 

 
Un gene NAC controlla la data di maturazione delle pesche 
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un'inserzione di 9 bp in un gene 
per un fattore di trascrizione NAC è 

associata alla maturazione 
precoce.  

PIRONA  ET AL 2013 BMC Plant Biol, 13:166. 

La regione del gene circoscritta a 
sole 220 kb (presenti solo 25 geni) 



Buccia pelosa o glabra? 
(Locus G) 

 
Un gene Myb controlla la formazione di peli sulla buccia delle pesche 

La regione ridotta a 1,1 cM 

VENDRAMIN ET AL 2014 PLOS one, 9:1-13. 
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La sequenza del pesco per 
identificare geni in  

ciliegio albicocco e mandorlo? 

I genomi di albicocco 
mandorlo e ciliegio 

sono altamente 
sintenici col genoma 

del pesco 

La sequenza del 
genoma del pesco 

può essere utilizzata 
per identificare geni 
nelle altre tre specie 



Ciliegie grandi grazie ai geni CNR 
 

I geni CNR (cell number regulator) regolano la divisione cellulare nei 
frutti durante le fasi iniziali del loro sviluppo 

Allineando le regioni QTL per la dimensione delle ciliegie alla sequenza del pesco si 
è identificata la presenza di un gene CNR sul cromosoma 2 e 6 



DE FRANCESCHI ET AL 2013. 
Molecular Breeding, 32:311-326 



l’autofertilità del pesco nelle specie 
del genere Prunus 

Mutazioni nel gene ad espressione pollinica SFB produce genotipi 
autofertili nel genere Prunus 
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Distanza	
  geneYca	
  10cM	
  

milioni	
  di	
  paia	
  di	
  basi	
  

cenYnaia	
  di	
  geni	
  

La	
  resistenza	
  a	
  Sharka	
  in	
  albicocco	
  
Risequenziata	
  la	
  culDvar	
  resistente	
  Lito	
  
Allineato	
  solo	
  il	
  70%	
  delle	
  sequenze	
  

Dondini	
  et	
  al	
  2011	
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Marcatori molecolari e selezione assistita 
(MAS) 

Una volta che i marcatori risultano 
associati a determinati caratteri, essi 

diventano immediatamente disponibili per 
la selezione assistita con marcatori 

molecolari (la MAS) 
 

La MAS è in grado di accumulare, in tempi 
brevi, fattori genetici associati a caratteri 
economicamente importanti in una nuova 

varietà 

La disponibilità di geni e dei loro promotori facilita anche 
il MG attraverso l’ingegneria genetica 

Bartolomeo Bimbi (1648-1730) 



Ultima frontiera: il DNA editing  
con CRISPR 

clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

Gli organismi geneticamente  “editati” (OGE) : si può fare ''editing'' sui geni di interesse 
di una varietà, che vengono corretti, tagliati, accorciati, “migliorati” 



L’analisi del fenotipo come nuovo 
fattore limitante 

Ø  Il vero limite operativo non è più 
l'analisi genetica ma l’analisi dei  
fenotipi  

Ø  I geni responsabili dei caratteri spesso 
codificano per enzimi coinvolti in 
complesse vie metaboliche 

Ø  I prodotti dei geni della qualità 
(coinvolti nella biosintesi acidi organici, 
zuccheri, pigmenti, aromi, etc) 
dovrebbero essere quant i f icat i 
simultaneamente 

Risonanza Magnetica Nucleare 



§  	
   il	
   sequenziamento	
   del	
   genoma	
   non	
   è	
   un	
   punto	
   di	
   arrivo	
   ma	
   di	
  
partenza:	
   è	
   uno	
   strumento	
   di	
   fondamentale	
   importanza	
   per	
   la	
  
comprensione	
  delle	
  basi	
  geneYche	
  e	
  fisiologiche	
  dei	
  cara^eri	
  

§ il	
   ri-­‐sequenziamento	
   di	
   varietà	
   di	
   pregio	
   offre	
   nuove	
   opportunità	
  
nell’idenDficazione	
  di	
  geni	
  uDli	
  e	
  sopra^u^o	
  di	
  varianD	
  miglioraDve	
  
da	
  uYlizzare	
  per	
  il	
  miglioramento	
  geneYco	
  

§ la	
  disponibilità	
  di	
  marcatori	
  molecolari	
  non	
  è	
  più	
  un	
  fa^ore	
  limitante	
  
ed	
   auspico	
   che	
   divenY	
   “rouDne	
   quoDdiana”	
   anche	
   la	
   loro	
  
applicazione	
  praDca	
  nella	
  selezione	
  assisYta.	
  

Conclusioni 


