
MARCATORI MOLECOLARI



Come possiamo identificare questa grande eterogeneità biologica?



IDENTIFICARE
Identificare un organismo rappresenta l’elemento fondamentale per poter ‘utilizzarlo’ in attività applicative. Sapere

che pianta abbiamo davanti, che tipo di alga vive in quel luogo e se una certa matrice ha determinate specie è

fondamentale per la ricerca ma anche per molti settori produttivi.

SPECIE: in botanica la specie più considerata è quella morfologica in quanto viene descritta sulla base di tratti

esteriori, macro e micro-morfologici. Non sempre i caratteri considerati sono sufficienti per distinguere due taxa!

???



IDENTIFICARE

► Marcatori morfologici - caratteri esteriori che si possono rilevare sia con semplice osservazioni, sia con strumenti di

ingrandimento. Spesso non è il singolo carattere ad essere discriminante ma è la co-presenza di numerosi tratti distintivi che

permettono di identificare un taxa.

Criticità: 1) non sono molto numerosi e spesso non sono sufficienti per distinguere taxa affini; 2) dipendono dalla fenologia della

pianta, dalle condizioni ambientali che agiscono sul fenotipo, possono essere soggettivi. Inoltre i tratti micromorfologici spesso

richiedono strumenti di analisi come microscopi, competenze tecniche e buona conoscenza del gruppo di studio.

Per rendere efficiente il sistema di identificazione dei taxa e anche per poter effettuare dei cofnonti tra individui

differenti sono stati sviluppati i marcatori. Esistono almeno 3 tipi di marcatori:

Esempi di caratteri micro-morfologici del polline



► Marcatori biochimici. Si tratta di marcatori legati a tratti molecolari ‘espressi’ e quindi possono riguardare proteine o

loro prodotti. Spesso sono proteine ubiquitarie che possono presentare piccole variazioni tra diversi taxa. - gruppi

sanguigni - isoenzimi - proteine (dell’endosperma, del plasma, del latte ecc.)

Gli isoenzimi (o isozimi) sono enzimi che

catalizzano la stessa reazione, ma hanno una

struttura differente legata a polimorfismi

strutturali. Questo determina modifiche delle

caratteristiche chimico-fisiche, del punto punto

isoelettrico, delle variabili cinetiche, ecc

Es di isoenzima: NAD(H)-glutamate dehydrogenase

L’analisi degli isoenzimi viene svolta mediante elettroforesi in cui 

si possono visionare le diverse isoforme sulla base di diversi 

parametri come le dimensioni o il pH. 

Nonostante siano stati utilizzati per molto tempo questi strumenti 

presentando diversi limiti come il ridotto numero di marcatori, la 

presenza di numerose copie di geni e quindi di proteine per lo 

stesso enzima, i ridotti livelli di polimorfismi in taxa più affini ecc. 



► Marcatori molecolari. I marcatore molecolare si riferiscono solitamente a caratteri legati al genoma rilevabili con

tecniche di biologia molecolare capaci di contraddistingue in modo caratteristico ed inequivocabile un organismo

I marcatori molecolari non sono associati

necessariamente ad una variazione misurabile

del fenotipo (variazione neutra di DNA) per

questa ragione due taxa morfologicamente

identici potrebbero presentare diversità genetica

così come due individui morfologicamente

diversi potrebbero presentare alcuni marcatori

del DNA identici.

I marcatori molecolari nascono grazie alle MUTAZIONI,

fenomeni che avvengono naturalmente è che portano a

variazioni nella sequenza del DNA noti come polimorfismi. Più

è elevata la frequenza di mutazioni, più il DNA oggetto di tali

modifiche presenterà dei polimorfismi e risulterà quindi un

ottimo marcatore molecolare capace di distinguere taxa che

sono stati oggetto di mutazioni differenti.



Un buona marcatore molecolare deve essere:

- Altamente polimorfico

- Non essere soggetto a pressione selettiva

- Codominanze per eventuali test di parentela

- Facile da analizzare

- Economico e automatizzabile

Il marcatore molecolare PERFETTO

L’avvento della PCR ha completamente le ricerche verso i

marcatori molecolari del DNA sia per semplicità di analisi, sia per

valore delle informazioni ricavabili



Questo approccio sfrutta frammenti di DNA amplificati mediante
PCR utilizzando brevi primer (generalmente 10 bp). Questi
oligonucleotidi fungono da innesco sia forward che reverse, e di
solito sono in grado di amplificare da 1 a 10 frammenti per
ciascun campione. I frammenti amplificati hanno in media
dimensioni da 0,5 a 5 kb e vengo separati mediante
elettroforesi.
Genomi differenti avranno siti di appaiamento dei primer diversi
e/o più o meno distanti pertanto genereranno profili molecolari
diversi.

Si è passati da dall’analizzare il DNA sfruttando gli enzimi di restrizioni che tagliano frammenti di DNA a seconda che vi siano

siti di restrizioni e meno all’amplificazione di regioni (più o meno specifici) mediante primer dedicati a sfruttando la PCR.

RAPD D Random Amplified Polymorphic



DA MARKERS ASPECIFICI A SPECIFICI

Marcatori Molecolari Microsatelliti o SSR (Simple Sequence Repeats) sono regioni ripetute del DNA presenti in molti
genomi. Si tratta di porzioni non codificanti che NON sono sotto pressione selettiva; questo li rende ottimi marker. Spesso il
polimorfismo è legato al numero di unità ripetute.

Con la PCR e il sequenziamento la conoscenza dei genomi è diventata sempre più accessibile. E’ possibile amplificare un

determinato gene o una sua porzione sfruttando primer specifici. Considerando che qualsiasi frammento di DNA è potenzialmente

eleggibile come marcatore molecolare sono stati sviluppati marcatori ‘sito specifici’ con diversi gradi di polimorfismo. Questo

processo guido la transizione dai marcatori molecolari discontinui e aspecifici ai marcatori molecolari specifici.

Conoscendo le regioni fiancheggianti del

microsatelliti è possibile sintetizzare primer

specifici per amplificarlo. Successivamente usando

un sistema elettroforetico o un analizzatore di

frammenti è possibile valutare la dimensione del

microsatellite in quel determinato genoma.

Analizzando più ragioni microsatelliti è possibili

avere il DNA fingerprint di un taxa



Vantaggi

Sono marcatori codominanti, molto abbondanti nei genomi eucariotici e spesso distribuiti su più cromosomi.

Se il genoma è diploide consentono di fare analisi di parentela.

Sono poco costosi e si possono analizzare in batteria usando per esempio primer marcati.

Svantaggi

Se si vuole un ampia copertura del genoma è necessario mettere insieme più microsatelliti. Dato che prevedono amplificazione

di una regione ripetuta la polimerasi potrebbe inserire errori. Se si stima solo la dimensione non si possono escludere mutazioni

come sostituzioni NON rilevate!

PINOTGUAIS BLANC

CHARDONNAY

Bowers et al., 1999 – Science 285:1562-65.

 GENITORI FIGLIO 

MARCATORI Pinot Gouais Chardonnay 

VVMD5 228 234 234 

 238 240 238 

VVMD6 205 194 205 

 205 214 214 

VVMD7 239 239 239 

 243 249 243 

VVMD14 222 222 222 

 241 234 234 

VVMD21 249 249 249 

 249 249 249 

VVMD24 216 210 210 

 218 210 218 

VVMD25 243 243 243 

 253 259 259 

VVMD26 249 249 249 

 255 251 255 

VVMD27 185 181 181 

 189 179 189 

 



DNA BARCODING

Paul D.N. 

Hebert

PAUL HEBERT ebbe l’idea di individuare una regione di DNA universale

da utilizzare come marcatore univoco di ogni taxa!. Nei metazoi fu scelta

la cox1



Nature 446, 231, 15 March 2007

il DNA barcoder

il tricorder



DNA BARCODING
Idealmente un marcatore universal dovrebbe avere le seguenti caratteristiche: 

- Sequenza di DNA polimorfica

- Regioni fiancheggianti conservate  

- Facilmente amplificabile

- Dimensioni idonee per il sequenziamento
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Cytochrome c Oxidase subunit 1

- Bassa variabilità intraspecifica

- Alta diversità interspecifica

From Meyer and Paulay, PLoS Biology, 2005
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Come eseguire un analisi DNA barcoding?

La parte di amplificazione e sequenziamento è semplice e

automatico. Una volta ricavata la sequenza di DNA è tuttavia

necessario eseguire un analisi bioinformatica volta a

confrontare la sequenza ottenuta con una banca dati capace

di restituire il nome del taxa.

Una delle possibilità è sfruttare banche dati pubbliche come

genbank in cui sono già presenti numerose sequenze

barcode associate a taxa precedentemente classificati.



Il Database barcode of life



L’innovazione DNA BARCODING
La prima novità dell’approccio DNA barcoding risiede nella automazione. Il processo infatti è lineare ed è possibile ripeterlo in

modo automatico e sequenziale. Centri di ricerca e gruppi di scienziati e di tassonomi possono lavorare in modo congiunto

applicando procedure standard. Le informazioni sono facilmente scambiabili

Una seconda innovazione riguarda la capacità di mettere a sistema

3 tecnologie nel momento giusto!

MOLECOLARIZZIONE: E’ un sistema di identificazione che sfrutta

le conoscenze sul DNA ed in questi anni la genomica fornisce

notevoli informazioni

COMPUTERIZZAZIONE: La potenza di calcolo informatico, lo

spazio dati e le interfacce di accesso sono semplici e abbordabili

anche da piccoli centri.

STANDARDIZZAZIONE: vi è una chiara esigenza di standardizzare

gli approcci di analisi e la possibilità di avere un solo marcatore

universale rappresentava un grande traguardo



DNA BARCODING PER IL MONDO VEGETALE

Cytochrome Oxidase 1 EVOLUZIONE LENTA - COMPLESSA DEI

GENI MITOCONDRIALI.
Wolfe et al., 1987 PNAS, 84: 9054.

Mower et al., 2007 BMC Evol. Biol 7: 135.

NON APPLICABILE 

ALLE PIANTE

Nonostante la COX1 sia presente anche nel DNA mitocondriale delle piante questo marcatore non viene utilizzato in quanto il

genoma mitocondriale nelle piante ricombina facilmente rendendo difficile l’amplificazione di determinati siti-geni. A ciò si

aggiunge che i livelli di mutazione di cox1 per molte famiglie vegetali sono molto bassi pertanto questo marcatore è poco

discriminante



ELIZABETH PENNISI 12 OCTOBER 2007 VOL 318 SCIENCE

I tassonomi vegetali si confrontano sulla possibilità di individuare una marcatore universale anche per le piante. Non è semplice

trovare un frammento di DNA con le stesse caratteristiche della cox1!

Sono stati eseguite valutazioni con molti marcatori a diverso

grado tassonomico.

In pochi anni sono stati pubblicati lavori su intere flore

territoriali, su gruppi tassonomici più o meno critici e su

tipologie di DNA variabili.

Si ricorda che il DNA barcoding non

necessariamente riconosce una specie! La

specie è infatti un concetto artificiale e a seconda

che sia una morfospecie o un genotipo si

possono avere livelli di identificazione

molecolare piuttosto differenti!



NUCLEAR DNA BARCODING

ITS > 40.000 SEQUENCES GIÀ

DISPONIBILI.

PROBLEMI: BASSA VARIABILITÀ – PRESENZA

DI PARALOGHI E STRUTTURE SECONDARIE.

- NECESSITA’ DI NUOVI MARKERS !

PLASTIDIAL DNA BARCODING

- 8 O PIÙ GENI ESPRESSI: matK, rpoB,

rbcL, ECC.
(Ford et al., 2009  Bot J Linn Soc. 159:1-11)

- REGIONI SPAZIATRICI (Es. trnH-

psbA).

Sono stati eseguite

valutazioni con molti

marcatori a diverso grado

tassonomico.

In pochi anni sono stati

pubblicati lavori su intere flore

territoriali, su gruppi

tassonomici più o meno critici

e su tipologie di DNA variabili.



-Presente in elevato numero di copie

-Ben conosciuto

-Non è ricombinante

-Genoma strutturalmente stabile

atpB

rpoC1

ndhJ

rbcL

trnH-psbA

matK

Posizione di alcuni marcatori 

candidati come “DNA barcode”

PERCHÉ IL GENOMA PLASTIDIALE ?
Le moderne tecnologie di sequenziamento consentono anche di sequenziare

interamente genomi plastidiali in poche ore e per molte specie sono già disponibili.

Questo ha consentito di eseguire delle stime sulla variabilità dei diversi marcatori

tra taxa filogeneticamente più o meno lontani



RICERCHE DAL 2005 AD OGGI

PLANT DNA BARCODING

ITS  

spaziatore trnH-psbA



RICERCHE COMPARATIVE

Die loci potrebbero essere

sufficienti o al massimo 3! E’

invece difficile raggiungere il

potere discriminante con un

solo marcatore come per la

cox1 dei metazoi.

907 samples: 445 angiosperme, 38 gimnosperme, 67 crittogame

Man mano che si popolano i

database le conoscenze sulla

variabilità dei marcatori aumentano.

Incrementano anche le conoscenze

legate alla stabilità delle regioni

fiancheggianti, alla lunghezza dei

geni o spaziatori marker e alla

tipologia di polimorfismi.



Nature (2006) 440, 524-527

ATCGGATCAATGA

Mettendo insieme tutte le conoscenze sulla variabilità dei diversi

marcatori nelle specie comuni, nei gruppi critici e nei taxa

completamente sequenziati emerge che comunque il potere

discriminante ‘generale’ del DNA barcoding delle piante e pari a circa il

70%. E’ però possibile abbinare marcaori diversi a seconda

dell’esigenza! Questo tuttavia rende un po’ meno universale l’approccio.

OGGI SI CONSIDERA COME CORE BARCODE IL MARCAOTRE RBCL

COMBINATO CON MATK A CUI SI AGGIUNGE LO SPAZIATORE TRNH-

PSBA PER DISTINGUERE TAXA MOLTO AFFINI



LE NUMEROSE APPLICAZIONI
Un sistema di identificazione molecolare come il DNA

barcoding può essere applicato su matrici processate e quindi

permette l’identificazione di una pianta indipendentemente

dalle caratteristiche morfologiche.

Servono piccole quantità di tessuto

pertanto si presta bene anche come

approccio diagnostico in biologia

forense.



Pollini, semi, frammenti di foglie possono essere identificati

semplicemente estraendo il DNA e sequenziando le regioni DNA

barcode. Il DNA barcode si usa anche per analizzare le diete di

animali partendo da resti fecali oppure da aspirati gastrici.

Ovviamente è fondamentale disporre di una banca dati di riferimento

in cui sono annotate le specie ricercate con i loro barcode. Il livello di

affidabilità della banca dati, la percentuale di popolamento e anche la

presenza di più campioni dello stesso taxa che permettono di

confermare l’identità rende più robusto l’approccio.



ESEMPI EMBLEMATICI

Identificazione materie prime: Confermare la specie di appartenenza di una materia prima. Lo stesso approccio permette ance di

individuare contaminanti accidentali o intenzionali.

Cinnamomum verum J. Presl. Cinnamomum cassia (L.) J. Presl.

Contaminata
Zafferano (Crocus sativus L.)

Pura



Il progetto ERBA MATTA



TRATTAMENTO 

FARMACOLOGICO

SECONDO 

PROTOCOLLO

ANALISI DI FRAMMENTI; 

FITOGEOGRAFIA, ECC

DIAGNOSI
ISTITUTO DI

MEDICINA LEGALE

ANALISI 

TOSSICOLOGICHE

PROFILI CHIMICI

MESSA A PUNTO DI 

DNA BARCODING



Nandina domestica Thunb.
Ilex aquifolium L.
Aucuba japonica Thunb.
Arum italicum Mill.
Arum maculatum L.
Convallaria majalis L.

Euphorbia pulcherrima Willd. ex 
Klotzsch
Spathiphyllum wallisii Regel
Sansevieria trifasciata Prain
Anthurium andreanum Linden
…

GRUPPO I

Piante ornamentali e spontanee contenenti differenti 

sostanze tossiche

GRUPPO II 

Specie congeneriche con differente grado di tossicità

Aconitum lycoctonum L.
Aconitum napellus L.
Aconitum degenii Gàyer subsp. paniculatum
(Arcang.) Mucher
Aconitum anthora L.

Gruppo IIa

Sambucus ebulus L.
Sambucus racemosa L.
Sambucus nigra L.

Gruppo IIb



Prunus laurocerasus L. TOX
Prunus armeniaca L. (albicocco)
Prunus avium L. (ciliegio)
Prunus persica (L.) Batsch (pesca)
Prunus cerasus L. (amarena)
Prunus domestica L. (susino)

GRUPPO III

Piante congeneriche con specie commestibili e specie velenose

Solanum dulcamara L. TOX
Solanum nigrum L. TOX
Solanum lycopersicum L. (pomodoro)
Solanum tuberosum L. (patata)

Gruppo IIIa Gruppo IIIb



Confronto marcatori

Successo di amplificazione

Successo di sequenziamento

Lunghezza delle sequenze

Successo di allineamento

Lunghezza dell’allineamento

% di divergenza



mat K

trnH-psbA

rpoB

Hanno mostrato un’apprezzabile variabilità 

genetica anche tra congenerici

bassi valore di divergenza tra taxa

Risultati analisi dei marcatori utilizzati

Marcatori Nucleari

Sqd1: non universale (17/35)

At103: buona amplificazione; variabilità modesta



Il polline è il gametofito maschile delle piante. Per sua natura è piccolo e volatile ma

contiene molta informazione genetica. E’ possibile campionare il polline sulla

superficie di oggetti, o in un campo fiorito sino a prodotti che lo contengono

intenzionalmente o accidentalmente come il miele

IL POLLINE COME MARCATORE ?

Spesso si trova miscelato con altri

pollini soprattutto se non si fa un

prelievo diretto da antere fiorali. In

questo caso è quindi necessario usare

approcci di sequenziamento NGS che

permettano di distinguere sequenze

diverse della regione amplificata e di

assegnarle alle diverse specie



IL POLLINE COME MARCATORE ?

Il polline può essere un elemento di tracciabilità?

Conoscendo la flora di una determinata area e predisponendo una banca dati DNA barcode delle specie presenti è possibile

tracciare la produzione del miele e più in generale dei prodotti dell’apicoltura



Lo studio ha previsto il posizionamento di arnie modificate nel Parco della Grigna. Queste arnie

consentivano di raccogliere gli agglomerati pollinici realizzati dalle api operaie e di studiarne la

composizione. Il polline agglomerato è stato raccolto in temi diversi nelle diverse aree di

posizionamento. I campioni sono stati sottoposti ad estrazione e amplificazione del DNA e quindi

all’analisi delle sequenze DNA barcode. Per avere un confronto sono state anche eseguite analisi

polliniche al microscopio. I dati hanno permesso di comprendere diversi aspetti ecosistemici:

Interessante: OLTRE A SPECIE GENERALISTE E’ STATO

POSSIBILE OSSERVARE CHE LE API BOTTINANO

PIANTE ENDEMICHE DEL PARCO…

Questo suggerisce che l’apicoltura supporta

l’impollinazione di specie locali, endemiche e rare.

E’ stato possibile fare un’analisi delle specie

maggiormente bottinate dalle api in diversi tempi

lungo l’intera stagione di produzione.

Questi dati sono rilevanti anche per interventi di

ripristino e rafforzamento ecologico.



UNA CURIOSITA’: SE C’È DISTURBO ANTROPICO IL POLLINE LO RILEVA.

NELLO STUDIO E’ STATO RILEVATO POLLINE DI PELARGONI SOPRATTUTTO

NELLE ARNIE COLLOCATE NEI PRESSI DEI CENTRI ABITATI COME ESINO LARIO.



DNA barcoding e minibarcoding



SAMPLES

64 samples were collected 
between fresh plants, 

intermediate products and 
phytoextracts

MISSION

Test DNA barcoding and 
minibarcoding methods for 

species identification in 
highly processed products: 

Phyotextracts

METHODS

One DNA minibarcoding marker (rbcL 1-B) 
which totally overlap rbcL, and two 

standard DNA barcoding markers 
(psbA-trnH and ITS) were tested

Il mercato richiede processi di tracciabilità che siano applicabili a tutta la filiera. Sebbene il DNA sia una molecola

relativamente stabili quando viene sottoposta a trattamenti fisici e chimici può subire fenomeni di rottura e degradazione.

Per questa ragione, al fine di avere dei sistemi di tracciabilità molecolari per prodotti sminuzzati, sottoposti ad alte

temperature o pressioni, piuttosto che matrici sottoposti ad estrazioni con agenti chimici è necessario sviluppare un

approccio di identificazione su frammenti più piccoli noto come DNA minibarcoding.



SAMPLES

Industrial processing DNA Extraction yield
DNA BARCODING MARKERS- MINIBARCODING 

MARKER 
Phytoextraction 

Process
Solvent

Value 
Standard Deviation psbA - trnH ITS rbcL 1 - B

ng/μl

Achillea millefolium L. Sonication

EtOH ≤ 40%

12.26 1.55 x

Echinacea pallida (Nutt.) Nutt. Sonication 16.29 0.97 x

Harpagophytum procumbens (Burch.) DC. ex Meisn. Sonication 12.94 1.58 x x x

Melissa officinalis L. Percolation 44.63 1.32 x

Mentha x piperita L. Sonication 12.3 0.83 x x x

Tilia platyphyllos Scop. Sonication 9.78 1.28 x x x

Zingiber officinale Roscoe Sonication 13.16 2.13 x x x

Arctium lappa L. Maceration

EtOH > 40 %

1.23 0.2

Echinacea angustifolia DC. Maceration 2.83 0.5

Melissa officinalis L. Percolation 1.4 0.44

Passiflora incarnata L. Maceration 1.74 0.17

Taraxacum officinale Weber ex F.H. Wigg. Maceration 2.47 0.54

Thymus vulgaris L. Maceration 1.78 0.38

Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. Percolation

WATER

3.1 0.33

Cetraria islandica (L.) Ach. Percolation 2.27 0.94

Echinacea purpurea (L.) Moench Percolation 3.47 0.71 x

Epilobium angustifolium L. Percolation 1.88 0.63

Malva sylvestris L. Percolation 2.34 0.69

Arctostaphylos uva-ursi (L.) Spreng. Sonication 13.36 1.05 x

Echinacea purpurea (L.) Moench Sonication 46.41 0.81 x x x

Epilobium angustifolium L. Sonication 14.78 0.97 x

Melissa officinalis L. Sonication 12,73 0,76 x x x

Arctium lappa L. Maceration

GLYCEROL

2.69 0.64

Echinacea angustifolia DC. Maceration 4.73 0.85 x

Melissa officinalis L. Maceration 2.55 0.76

Passiflora incarnata L. Maceration 2.09 0.6

Taraxacum officinale Weber ex F.H. Wigg. Maceration 3.12 0.3

Thymus vulgaris L. Maceration 2.71 0.8

RISULTATI
Come si può osservare le estrazioni eseguite con acqua o con bassa percentuale di etanolo

permettono l’amplificazione ed il sequenziamento delle regioni DNA minibarcode



Plant species

Solvent

Steps of the industrial production process

1 2 3 4 5 6

Achillea millefolium L.
20% Ethanol

√ √ X √ √ √

Zingiber officinale Roscoe
30% Ethanol √ √ X √ √ √

Thymus vulgaris L.
60% Ethanol √ X √ X X -

Melissa officinalis L.
70% Ethanol √ X √ X X -

Echinacea purpurea (L.) Moench
Water √ √ X √ √ -

Melissa officinalis L.
Water √ √ X √ √ √

L’ipotesi più probabile non è tanto che il DNA sia frammentato o degradato ma che la presenza di

etanolo determina la precipitazione del DNA durante il processo di estrazione e che quindi non vi

sia più DNA stampo per amplificazione i PCR.

RISULTATI





GENETICA DI POPOLAZIONE
POPOLAZIONE: La popolazione in botanica viene definita come un insieme di individui della stessa specie (si estende anche a

ibridi) che occupa un determinato spazio. Si assume che quest’insieme sia un’entità continua anche nel tempo ovvero che sia in

grado di generare nuovi individui che si susseguono nelle generazioni.

Perché è importante studiare le popolazioni vegetali?  

- La variabilità genetica della specie si può osservare all’interno di una popolazione e tra gli individui di una popolazione.

- I processi evolutivi avvengono principalmente all’interno delle popolazioni così come le dinamiche di risposta ai fattori di stress. 

- Le popolazioni possono adattarsi a determinati ambienti, promuovere fenomeni di speciazioni o andare incontro a ibridazione

POPOLAZIONE DI ABETI POPOLAZIONE DI MIRTILLI POPOLAZIONE DI BRIOFITE



Le popolazioni evidenziano una potenziale diversità genetica. La variabilità nasce dai processi riproduttivi: un individuo può

mostrare delle differenze rispetto ai genitori. Nel caso delle piante questa variabilità è anche legata al tipo di fecondazione:

allogamia, autogame, propagazione vegetativa, ecc

Variabilità genetica di popolazione

Il sistema riproduttivo influenza quindi la

struttura genetica delle popolazioni e

regola potenzialmente la capacità

adattativa di una specie all’ambiente

esterno.

Studia la frequenza dei geni e dei genotipi in una popolazione, la variazione alleliche, la distribuzione delle frequenze e

l’ereditarietà nelle generazioni successive è rilevante per diversi aspetti applicativi come: Interventi di conservazione della

biodiversità, procedure di rafforzamento, selezione di nuove cultivar, ecc.



ANALISI DI FRAMMENTI

E’ POSSIBILE ANALIZZARE LA DIVERSITÀ GENETICA DI UNA

POPOLAZIONE ESEGUENDO DEI COFNRONTI TRA GLI INDIVIDUI.

Uno dei metodi più usati prevede il confronto di interi genomi

mediante l’analisi di frammenti di restrizioni. La tecnica AFLP.

sviluppata da Vos et al 1995 è una di quelle maggiormente

usate prima dell’era dei sequenziamenti NGS. L’Amplified

Fragment Length Polymorphism- AFLP si basa sul principio

che genomi simili presentano gli stessi siti target per enzimi

di restrizione. Il DNA viene quindi digerito con appositi enzimi

e i frammenti ristretti vengono amplificati grazie a degli

adattatori complementari ai siti di taglio. Primer specifici

capaci di riconoscere gli adattatori consentono di moltiplicare

milioni di volte i frammenti digeriti.



I frammenti digeriti, legati agli adattatori e amplificati di ciascun

campione di DNA (individuo) possono essere separati sulla base

delle dimensioni mediante una elettroforesi su gel di

poliacrilamide.

Primer marcati con radioisotopi o come una molecola

luminescente consentono di ‘immortalare’ il profilo elettroforetico.

L’immagine può essere trasformata in una matrice

presenza/assenza ovvero 1/0.

Sfruttando appositi indici è possibile quantificare la

percentuale di frammenti condivisi individuo x individuo
e quindi stimare dei valori di similarità/dissimilarità)



SCAR: Sequence Characterized Amplified Region

Un frammento AFLP (ma anche RAPD) potrebbe

diventare un marcatore univoco di un individuo o di

un gruppo di individui ovvero diventare uno SCAR.

Tecnicamente è possibile selezionare un frammento

univoco di un certo individuo, estrarlo dal gel,

sequenziarlo e individuare primer specifici capaci di
amplificare solo questa ragione.

Gli SCAR sono ottimi strumenti per fare una selezione di

determinati individui (ad esempio i cloni o i parentali di

un determinato individuo).

Gli SCAR possono anche diventare marcatori di

tracciabilità di una determinata matrice o individuare un

contaminante. Ad esempio se ipotizziamo che una

polvere di zafferano sia stata tagliata con la curcuma con

uno SCAR Curcuma specifico si potrebbe verificarne la

presenza anche in tracce in vari campioni anche
processati di zafferano.



Taxillus chinensis e Viscum coloratum, sono erbe medicinali popolari

nell'Asia orientale. Tuttavia, i prodotti commerciali TH e VH sono

spesso adulterati con specie di vischio non autentiche correlate. In

questo lavoro hanno individuato mercatori SCAR di queste specie

Taxillus chinensis Viscum coloratum

E’ possibile combinare più SCAR in modo da

creare un sistema di diagnostici che permette

di valutare contemporaneamente la presenza

delle specie di interesse e di eventuali

contaminanti.



L'obiettivo di questo lavoro è stato quello di sviluppare un

marcatore SCAR in grado di discriminare tra genotipi resistenti e

suscettibili all'infezione da Fusarium. Utilizzando DNA genomico

da genotipi resistenti o suscettibili e primer arbitrari 78 × 10-mer,

è stata selezionata una banda RAPD associata alla suscettibilità e

utilizzata per generare SCAR diagnostici.



Il processo prevede la selezione e

amplificazione di determinate regioni

del genoma scelte sulla base di siti di

taglio di Enzimi di Restrizione (Tipo

AFLP). La differenza rispetto ad AFLP è

legata alla profondità di analisi; con

questo approccio i frammenti di

restrizioni vengono sequenziati pertanto

evidenzia polimorfismi anche di

sostituzione e non solo delezioni e

inserzioni.

In particolare mediante sequenziamento

NGS è possibile individuare migliaia di

polimorfismi per singoli nucleotidi

(single nucleotide polymorphisms, SNP)

che sono molto diffusi nei genomi.

Genotyping-by-Sequencing
L’innovazione negli approcci di sequenziamento ha trasferito le procedure basate su sistemi elettroforetici agli analizzatori NGS.

L'approccio del genotyping-by-sequencing (GBS) è stato ideato come uno strumento per la genetica popolazione e la

caratterizzazione di singoli genotipi soprattutto per quegli organismi che non hanno ancora un genoma di riferimento annotato



RAD-Sequencing

Il corrispettivo della vecchia AFLP-like è il sistema RAD-seq (Restriction-site associated DNA sequencing). Il principio è simile ad

AFLP ma si usano molti primer complementari ad adattatori specifici che hanno diversi ‘barcode’. E’ quindi possibile analizzare

frammenti con tagliati con enzimi diversi e amplificati con primer differenti nella stessa provetta!

Con questo approccio, la scelta di

Enzimi di Restrizione appropriati

permette di dirigere l’analisi su

determinate porzioni del genoma

anche se la specificità è relativa.

Per esempio si può evitare il

sequenziamento di regioni

altamente qualora gli individui da

analizzare siano abbastanza

polimorfici e quindi non vi è la

necessità di avere elevati livelli di

polimorfismo.



I progetti RAD-Seq in genere producono da migliaia a decine di migliaia di marcatori, diversi ordini di grandezza maggiori di

quanto sia possibile ottenere con tecnologie tradizionali come microsatelliti o AFLP. L’approccio risulta quindi molto

economico.

Il sequenziamento Illumina generalmente produce

frammenti brevi (<1 kb). In genere la maggior parte

dei frammenti è lunga 50 -100 bp. I marcatori RAD

permettono quindi di individuare molti SNP ma

anche inserzioni e delezioni nelle sequenze di lettura

che ovviamente possono diventare SCAR.

La disponibilità di un genoma annotato permette

anche di caratterizzare il frammento, ed

eventualmente collegarlo ad una possibile

‘funzione’.

Tra gli svantaggi di questo approccio vi è un

margine di errore abbastanza alto a causa di un

elevato rumore di fondo causato da frammenti più

piccoli (e non solo). Ricordiamo inoltre che i sistemi

NGS prevedono un’analisi bioinformatica del dato ed

è necessario quindi una conoscenza analitica non

indifferente.

L’incremento delle tecnologie di sequenziamento

ha permesso una notevole evoluzione

dell’informazione e questo ha reso più precise le

stime di diversità e similarità genetica a livello di

individui.



Applicazioni RAD-Sequencing

In questo studio hanno analizzato popolazioni giapponesi di questa Brassicacea

evidenziando gli individui molto simili (cloni), sia genotipi differenti prevenienti da

diverse popolazioni. E’ stato eseguito anche un confronto con marcatori microsatelliti ed

è stato dimostrato che RAD seq è molto più informativo.



In questo lavoro hanno studiato questa ‘rara’ Peonia gialla che vive spontaneamente sono in

alcune aree della Cina sottoposte a un crescente impatto antropogenico. Hanno utilizzato RAD per

individuare SNP da usare per chiarire la struttura genetica delle popolazioni relitte. Sono stati

definiti i modello spaziale della variazione genetica, la struttura della popolazione e la storia

demografica di P. ludlowii. Questo studio ha permesso di comprendere quali popolazioni

proteggere e qual è lo stato delle risorse genetiche a disposizione.



In questo lavoro hanno eseguito un’indagine di arentela del Salice. Si sa infatti che molti membri della famiglia e del genere sono

poliploidi ma le loro origini non sono note. Sono quindi stati analizzati i putativi parentali diploidi per capire quali incroci

possono essere alla base delle specie poliploidi.
In questo studio l’analisi RAD ha permesso di analizzare quasi 24.000 loci e 320.000 SNP in 35 specie di salici eurasiatici.



I dati hanno permesso di ricostruire alcune parentele e similarità. Sulla base dei test

eseguiti è stato evidenziato che le specie di salice poliploide sembrano essere

prevalentemente di origine allopoliploide. Sono sati individuati eventi di

allopoliploidizzazione più antichi che hanno generato esaploidi e octoploidi ma anche
eventi più recenti che hanno portato all’origine di tetraploidi.

Le analisi SNP hanno anche 

districato le diverse firme genomiche 

di alcuni salici di interesse 

commerciale. Sono state eseguite 

ipotesi evolutive e individuati precisi 

eventi di poliploidizzazione e incroci 
tra taxa. 



Associazione genotipo-fenotipo?

Gli approcci RAS- SEQ e i sistemi NGS in genere possono aiutare

i ricercatori a identificare i geni coinvolti nelle vie biosintetiche di

importanti metaboliti di interesse medicinale inclusi fenoli,

terpenoidi, alcaloidi, glicosidi. Dato che vi sono diverse varianti di

queste vie e diversi livelli di efficienza produttiva è possibile

studiare queste differenze genetiche proprio con approcci SNP

individuabili mediante sequenziamento

Questo consente di collegare caratteristiche genetiche a quantità

e la qualità dei metaboliti (Fenotipo) analizzando sia DNA sia RNA.

Questo permetterà di sviluppare nuove cultivar medicinali

mediante incroci mirati e strategie di allevamento con elicitori.


