RELAZIONE TECNICA FINALE DEL PROGETTO
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INNOVAZIONE NELLA TRACCIABILITA’ MOLECOLARE E NELLA
VALUTAZIONE DELLA QUALITA PER L’'INDIVIDUAZIONE
DELL’ORIGINE DEGLI OLI EXTRAVERGINI DI OLIVA DELL’'UMBRIA

Partner 2 - CNR - ISTITUTO DI BIOSCIENZE E BIORISORSE (CNR-
IBBR) Azioni 1 - 2- 3

Partner 3 - UNIPG - DIP. CHIMICA, BIOLOGIA E BIOTECNOLOGIE
(UNIPG-DCBB) Azioni 1 - 2

I Partner UNIPG-DCBB (ex UNIPG-DBCA) e CNR-IBBR (ex CNR-IGV), come previsto, hanno
lavorato in sinergia con le Aziende per 1’attuazione delle Azioni 1 e 2 del Progetto. Il partner CNR-

IBBR ¢ stato anche coinvolto, insieme alle Aziende, nell’ Azione 3.

Premesse del progetto

L’olio di oliva extra vergine, in virtu del suo elevato valore commerciale, & diventato il prodotto
alimentare maggiormente sottoposto a sofisticazioni a livello europeo (Mueller, 2011). Esso
rappresenta un bersaglio d’clezione per adulterazioni e frodi che consistono nella
miscelazione/sostituzione con oli di oliva di minor pregio od oli rettificati o deodorati, 0
nell'aggiunta/sostituzione fraudolenta con oli di specie oleaginose diverse da olivo, quali nocciolo,
soia, colza, girasole o mais, per le quali sono ormai disponibili varieta cosiddette alto-oleico, in
grado di mimare la composizione acidica dell’olio di oliva.

Per il controllo sulle miscele di oli di oliva sono stati sviluppati diversi metodi di analisi chimica e/o
chimico-fisica in grado di evidenziare la presenza di oli estranei o di bassa qualita. Ma le
metodologie in uso presentano limitazioni come, ad esempio, la difficolta di risalire alla

composizione varietale o rilevare la presenza di specie estranee a concentrazioni inferiori al 10%.



Recentemente, sulla base dell’enorme evoluzione subita dalle tecnologie di analisi del DNA, sono
state sviluppate metodiche in grado di verificare la composizione delle materie prime utilizzate
nelle preparazioni alimentari (rintracciabilita o DNA Tracking) e rilevare la presenza di componenti
derivanti da specie o varieta diverse da quelle previste. Il DNA infatti ¢ I’unica molecola in grado di
caratterizzare in maniera inequivocabile specie e varieta diverse attraverso il confronto dei
polimorfismi lungo il loro genoma, che possono essere messi in evidenza con 1’analisi di piccoli
frammenti caratteristici (marcatori molecolari). Queste metodologie di analisi, unite alla possibilita
di moltiplicare in vitro frammenti di DNA tramite la reazione a catena della polimerasi (PCR), sono
alla base della genetica forense (DNA fingerprinting) per I’identificazione degli individui sulla base
del loro profilo di DNA.

Lo stesso approccio viene applicato alla rintracciabilita degli alimenti, sia freschi che sottoposti a
trasformazione, utilizzando marcatori microsatellitari (detti anche SSR, Simple Sequence Repeats)
o di altro tipo. Il DNA, infatti, puo conservarsi inalterato anche durante le fasi di preparazione e
conservazione degli alimenti e, pur rimanendo solo in tracce nei cibi e nei materiali organici, puo
essere comunque ri-amplificato in vitro e analizzato. L'applicazione di metodi analitici basati sul
DNA Tracking puo quindi consentire di risalire alla composizione genotipica di qualsiasi alimento
0 preparato alimentare per verificare 1’aderenza ai disciplinari di produzione, stabilire la veridicita
di quanto dichiarato in etichetta e rilevare la presenza di eventuali adulterazioni.

L’applicazione di queste metodologie agli oli d’oliva di tutte le tipologie - extra vergini, vergini,
DOP, IGP, monovarietali, blend, miscele tra oli vergini e rettificati - rappresenta uno strumento di
analisi sicuro, che puo fornire risultati incontrovertibili sulla natura dei componenti che hanno
contributo alla preparazione dell’olio. In considerazione della forte strutturazione geografica delle
varieta, ancora fortemente legata ai diversi territori/regioni di produzione, 1’identificazione delle
varieta che hanno contribuito alla preparazione dell’olio potra contribuire anche a risalire all’origine

geografica degli oli stessi.

Le difficolta per la caratterizzazione varietale derivano da molti fattori, legati soprattutto alla
ricchezza del germoplasma ancora in coltivazione (Bartolini et al., 1998), alla diversa distribuzione
delle varieta (varieta locali e varieta a larga diffusione), alla sopravvivenza di ecotipi locali,
genotipi rari, impollinatori ed olivi selvatici. Altri fattori che contribuiscono alla confusione
sull’identita varietale sono la presenza di sinonimi (es. Frantoio-Raggiola-Correggiolo), omonimi
(es. Ogliarola, Rosciola), toponimi (es. Nocellara del Belice, Bella di Cerignola) e morfonimi (es.

Pendolino, Biancolilla), mentre ancora fortemente dibattuti sono i problema relativi alla presenza di



presunti varianti all’interno di ciascun clone e la presenza di virus o altri microrganismi

asintomatici non patogeni.

La caratterizzazione molecolare ha risolto molti problemi di identificazione delle varieta di olivo,
ma i dati ottenuti da laboratori diversi non sono ancora confrontabili tra loro sia per la mancanza di
un protocollo di analisi comune che per 1’assenza di un’autoritda nazionale di riferimento che
certifichi I’identita del materiale analizzato ed usato come genotipo di riferimento.

Il Progetto Interregionale OLVIVA ha rappresentato il primo tentativo di definizione di un metodo
di fingerprinting applicabile a livello nazionale per la certificazione genetica del materiale di
propagazione attraverso tecnologie biomolecolari (Baldoni et al., 2011). Esso ha consentito la
costituzione di una rete di laboratori, I’individuazione di 200 varietd di maggiore interesse
vivaistico per le regioni coinvolte nel Progetto e 1’analisi molecolare attraverso un metodo comune
validato attraverso Ring Test. | marcatori SSR impiegati in questo progetto sono stati sottoposti ad
una selezione preliminare basata su criteri stringenti quali il potere di discriminazione (qualita dei
segnali, assenza di bande multiple o alleli nulli, basso stuttering), la segregazione indipendente, e

I’informazioni sulla sequenza (Baldoni et al., 2009).

La rintracciabilita molecolare puo consentire di: i) determinare la composizione varietale degli oli
di oliva extra vergine italiani, ii) valutare la presenza di oli da varieta estranee, e iii) verificare la
presenza di oli di specie diverse da olivo (nocciolo, mais, girasole, soia, ecc.).

L’analisi molecolare delle tracce di DNA nell’olio rappresenta un complemento alle analisi
chimiche e alla tracciabilita documentale di filiera e I'unico modo per l'identificazione certa della
composizione varietale degli oli.

Presupposto necessario per applicare la tracciabilita molecolare agli oli di oliva ¢ la conservazione
del DNA nell’olio per tempi ragionevolmente lunghi (1-2 anni) (Budker et al., 2002). E’ stato
osservato che, pur degradandosi progressivamente, frammenti di DNA rimangono in sospensione
nel mezzo (Spaniolas et al., 2008) ed i processi di rettificazione non distruggono completamente il
DNA.

La procedura di rintracciabilita molecolare prevede: i) lo sviluppo di metodi di estrazione di DNA
da matrice oleosa; ii) I’identificazione di marcatori nucleari o plastidiali delle varieta di olivo e delle
specie oleaginose diverse da olivo, iii) la verifica della funzionalita del metodo su oli costruiti

sperimentalmente, ed infine iv) I’applicazione dell’analisi molecolare agli oli commerciali.



I marcatori molecolari usati per la caratterizzazione delle cultivar sono poco adatti per la
rintracciabilita a causa della bassa amplificazione del segnale, la presenza di picchi aspecifici ed il
rischio di contaminazione da DNA degli impollinatori (Breton t al., 2004; Consolandi et al., 2008;
Baldoni et al., 2012; Rossi et al., 2012). Poiché il DNA contenuto in tracce nell’olio ¢ fortemente

degradato (frammenti molto corti) occorrono marcatori con profili semplici e varieta-specifici.

Attivita svolte e risultati ottenuti

Azione 1 - Verifica del patrimonio varietale delle aziende coinvolte

L’Azione 1 prevedeva la verifica del patrimonio varietale delle aziende coinvolte nel Progetto.
Prospezioni aziendali

Sono state effettuate delle prospezioni negli oliveti delle Aziende, non solo per confermare la
composizione del patrimonio varietale dichiarato dalle aziende stesse, ma anche e soprattutto per
rilevare I’eventuale presenza di olivi appartenenti a varieta locali minori ma interessanti in quanto
potenziale risorsa da valorizzare per migliorare la produzione olearia umbra.

Sono stati presi i considerazione gli appezzamenti di oliveti tradizionali, con alberi di dimensioni
tali da far ritenere un’eta superiore agli 80-100 anni, in modo da esser certi di raccogliere campioni
da piante realmente locali e non da olivi comprati sul mercato vivaistico, come sarebbero le piante
piu giovani o reimpiantate dopo le gelate del 1956 e del 1985.

Le prospezioni sono state effettuate nel mese di Ottobre 2013 e poi ripetute in Ottobre 2014, quando
la presenza dei frutti poteva facilitare 1’identificazione su base morfologica delle piante. Purtroppo
per I’annata 2014-2015 non é stato possibile disporre di oli dalle aziende umbre, a causa del

fortissimo attacco di mosca che ha ridotto fortemente le caratteristiche qualitative degli oli.
Le varieta presenti nelle aziende sono riportate nella Tab. 1.

Analisi morfologica dei campioni

Durante le prospezioni le piante sono state in via preliminare esaminate sulla base di caratteri
morfologici solitamente impiegati per riconoscere le varieta di appartenenza di ciascun albero di
olivo, quali forma, dimensione e curvatura delle foglie, forma e dimensione dei frutti e dei noccioli

(Vedi Schede Varietali di riferimento in appendice).



Tabella 1. Elenco delle varieta coltivate dalle aziende partner.

Azienda Varieta Percentuali Varieta individuate
dichiarate
Az. Agricola Lottanti Moraiolo 55 Moraiolo
Francesca — DOP Colli Leccino 25 Leccino
Martani Frantoio 20 Frantoio
Oleificio Pozzuolese — Frantoio 60 Frantoio
DOP Colli Trasimeno Moraiolo 20 Moraiolo
Leccino 10 Leccino
Dolce Agogia 10 Dolce Agogia
Soc. semplice Agricola Leccino 56,4 Leccino
San Romualdo — DOP Moraiolo 22,6 Moraiolo
Colli Orvietani Frantoio 21 Frantoio
Coop. Oleificio Coltivatori | Frantoio N.B. I'azienda dichiara Maurino e | Frantoio
Diretti di Amelia — DOP Leccino Pendolino ma noi non le abbiamo | Leccino
Colli Amerini Moraiolo analizzate. In verde le piante | Moraiolo
Raio sparse o in numero insignificante Raio
Maurino
Pendolino
Az. Agr. Decimi — DOP Moraiolo 75 Moraiolo
Colli Martani Frantoio 13 Frantoio
San Felice 7 San Felice
Leccino 5 Leccino
Azienda agricola Moraiolo 70 Moraiolo
Appolloni Paolo Leccino 25 Leccino
Altre 5
Az. Agricola Petesse — Moraiolo 90 Moraiolo
DOP Assisi Spoleto Frantoio 5 Frantoio
(volontaria) Leccino 5 Leccino
Az. Agricola Benedetti Moraiolo 75 Moraiolo
Agostino Frantoio 15 Frantoio
Leccino 10 Leccino

Analisi molecolare dei campioni

I marcatori basati sull’analisi del DNA rappresentano la metodologia piu affidabile per
I’identificazione varietale perché ¢ indipendente dai fattori ambientali e dal tessuto di prelievo del
campione e si basa sui polimorfismi nella sequenza del genoma di ciascuna cultivar.

Da alcune piante rappresentative delle differenti varieta coltivate negli oliveti sono state raccolte
foglie per procedere, in laboratorio, all’accertamento della loro identita genetica mediante 1’analisi
del DNA.

Da ogni campione fogliare corrispondente a ogni singola varieta presente in ciascuna azienda e
stato estratto il DNA totale. I campioni di DNA sono stati analizzati mediante marcatori molecolari
microsatelliti (SSR, Simple Sequence Repeats). Dei numerosissimi microsatelliti sviluppati in olivo
(Sefc et al., 2000; Carriero et al., 2002; Cipriani et al., 2002; De La Rosa et al., 2002; Rallo et al.,

2002) ne sono stati utilizzati 18, scelti tra quelli che presentano le migliori caratteristiche per la



discriminazione varietale e di cui viene raccomandato 1’impiego negli studi di genotipizzazione allo
scopo, soprattutto, di uniformare i risultati ottenuti in laboratori diversi.

L’analisi ¢ consistita nell’amplificazione delle regioni microsatellite del DNA genomico tramite
PCR (polymerase chain reaction). Gli amplificati sono stati analizzati tramite elettroforesi capillare
al sequenziatore. Il numero e la lunghezza degli alleli ottenuti per ciascuna delle varieta presenti in
ciascuna azienda sono stati confrontati con i profili delle varieta di riferimento per 1’Umbria,
raccolti in un database presso il partner CNR-IBBR (Tab. 2). Le analisi condotte sulle varieta
coltivate nelle aziende hanno dimostrato che ciascuna varieta comune alle diverse aziende presenta
un profilo molecolare identico a quella della cultivar di riferimento. La genotipizzazione molecolare
ha anche confermato i risultati della prospezione, vale a dire che in ciascuna azienda sono presenti
le varieta dichiarate dalle aziende stesse, e che in nessuna azienda sono presenti varietd minori o

sconosciute.

Tabella 2. Profili allelici delle cultivar usate come riferimento per ’Umbria. In verde le varieta

messe a disposizione dalle aziende coinvolte nel progetto.

DCA3 DCA4 DCAS5
BIANCHELLA 237 | 239 | 130 | 132 | 206 | 212
BORGIONA 230 | 253 | 132 | 163 | 204 | 206
DOLCEAGOGIA 230 | 245 | 163 | 163 | 194 | 206
FRANTOIO 237 | 243 | 130 | 132 | 198 | 206
LECCINO 243 | 253 | 130 | 132 | 198 | 206
MORAIOLO 232 | 243 | 130 | 130 | 206 | 206
NOSTRALE di RIGALI 245 | 253 | 132 | 132 | 194 | 206
RAIO 239 | 245 | 130 | 140 | 198 | 206
ROSCIOLA di PANICALE 239 | 245 | 132 | 132 | 194 | 206
SAN FELICE 239 | 239 | 152 | 188 | 194 | 208
TENDELLONE 243 | 243 | 132 | 132 | 198 | 206




Azione 2 - Applicazione di marcatori varieta-specifici agli oli prodotti dalle

Aziende coinvolte nel Progetto

L’Azione 2 prevedeva la realizzazione di un profilo molecolare di ciascuna delle varieta di interesse
per il progetto utilizzando marcatori nucleari (SNP e EST-SSR poli-nucleotidici), plastidiali e

mitocondriali disponibili, in grado di discriminarle tutte in maniera inequivocabile.

Analisi delle varieta con nuovi marcatori SSR poli-nucleotidici, SNP (Single Nucleotide

Polymorphisms) e plastidiali per identificare i marcatori piu utili ai fini diagnostici.

Marcatori SSR poli-nucleotidici

Gli SSR rappresentano ancor oggi gli strumenti di caratterizzazione molecolare piu efficaci e sicuri
perché altamente polimorfici e riproducibili.
I marcatori SSR hanno dimostrato una buona capacita di discriminazione delle cultivar di olivo ma
molti problemi rimangono ancora irrisolti, principalmente a causa del fatto che, nella maggior parte
dei casi, essi sono di tipo di-nucleotidico e gli alleli che differiscono solo per due basi si
distinguono con difficolta (Baldoni et al., 2009). Quindi, nonostante I'utilizzo di protocolli di
fingerprinting molto sviluppati, errori nella genotipizzazione continuano a verificarsi, portando a
profili microsatellitari discordanti per lo stesso genotipo, legato alla difficolta di discriminazione tra
alleli molto simili. Tali errori, anche a tassi modesti, possono falsare i risultati di identificazione.
Per questo motivo nel fingerprinting umano gli SSR di-nucleotidici sono stati scartati in favore di
microsatelliti con ripetizioni nucleotidiche piu lunghe (Butler 2006). Marcatori tri-, tetra- e penta-
nucleotidici sono stati sviluppati anche in specie coltivate, dalle sequenze del genoma di vite,
mirtillo e mela (Cipriani et al, 2008;. Zhang et al, 2012; Zhu et al, 2012) e da dati EST (Expressed
Sequence Tags) in vite, pisello, té e girasole (Heesacker et al, 2008; Huang et al, 2011; Yao et al,
2012; Zhuang et al, 2013). Microsatelliti con ripetizioni pitu lunghe sono meno frequenti nel
genoma e difficili da isolare, ma la disponibilita di enormi quantita di dati da EST accelera
notevolmente la loro identificazione (Acufa et al., 2012;. Li et al., 2012; Shiferaw et al., 2012;
Yang et al., 2012). SSR derivati da librerie EST sono stati ben documentati in alcune specie di
piante tra cui cacao (Lima et al., 2008) e albero della gomma (Feng et al., 2009).

La disponibilita di collezioni di sequenze espresse (EST) ricavate da tessuti differenti di
olivo (Progetto OLEA — Genomica dell’Olivo, MIPAAF) ha consentito I'identificazione di migliaia
di motivi ripetuti poli-nucleotidici che sono molto utili per l'identificazione di un panel di questo

tipo di nuovi marcatori SSR poli-nucleotidici da impiegare per la caratterizzazione molecolare del
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germoplasma olivicolo, a differenza degli SSR di tipo normale, che sono difficilmente impiegabili
per la tracciabilitd molecolare degli oli, sia perché i picchi ottenuti dal DNA estratto dall’olio spesso
non corrispondono con quelli del DNA estratto da tessuti freschi (Baldoni et al., 2013), che per la
difficolta di discriminazione di alleli simili.

Per queste ragioni abbiamo intrapreso la selezione e valutazione di un set di nuovi SSR con
ripetizioni da 3 a 4 nucleotidi. Questi nuovi marcatori vengono proposti per il loro impiego nel
fingerprinting delle risorse genetiche di olivo e per il DNA testing dell’olio.

Materiali e metodi

I motivi ripetuti (mono-, di-, tri-, tetra-, penta-ed esa-nucleotidi) sono stati ricercati in collezioni di
EST ottenute con piro-sequenziamento 454 (Roche).

I frammenti sequenziati sono stati ottenuti da diverse librerie cDNA costruite a partire da mRNA
estratti da tessuti di frutti e di fiori di olivo.

In particolare sono state utilizzate:

Coratina e Tendellone, caratterizzate rispettivamente da alto e basso contenuto di polifenoli nei
frutti (Alagna et al, 2009);

Ortice e Ruveia, diversa suscettibilita all’attacco di Bactrocera oleae;

Frantoio, Leccino e Dolce Agogia, impiegate per l'identificazione di geni coinvolti nell'auto-
incompatibilita, sviluppo del fiore, e aborto dell’ovario.

Per campionare la piu ampia gamma di variabilita del germoplasma olivicolo coltivato, 26 nuovi
marcatori sono stati testati su un set di 80 cultivar provenienti da tutto il bacino del Mediterraneo, di
cui 7 sono le varieta umbre usate nel progetto Inside Olive Oil: Dolce Agogia, Frantoio, Leccino,
Moraiolo, Tendellone, Borgiona, Raio.

Il risultato delle amplificazioni PCR effettuate per i 26 nuovi marcatori SSR ha evidenziato
diversi motivi ripetuti, dei quali solo TGG, CAG e GAA sono risultati presenti in almeno 3 loci
ciascuno. | motivi ripetuti variano da una sola ripetizione per il locus OLEST7 ad un massimo di 17
ripetizioni per il locus OLEST12 riscontrato in 7 cultivar analizzate. Il range degli alleli analizzati
dimostra una considerevole variabilita nella lunghezza allelica all'interno dei diversi loci. In
particolare la massima differenza tra I'allele pit lungo e il piu corto (42 basi) € risultata essere
presente nel locus OLEST14.

Risultati



I nuovi marcatori EST-SSR tri- e tetra-nucleotidici identificati rappresentano uno strumento di
particolare utilita per il genotyping delle varieta di olivo, in grado di risolvere i problemi connessi
all’'uso dei tradizionali SSR di-nucleotidici. Gli alleli di questi marcatori, infatti, sono piu
facilmente distinguibili, il loro grado di polimorfismo, pur minore rispetto agli altri, € comunque
sufficiente per una completa discriminazione delle varieta. 4 marcatori EST-SSR selezionati dal
nuovo set sono risultati sufficienti a discriminare il 100% dei genotipi inclusi nell'analisi.

I marcatori EST-SSR risultati varieta-specifici rappresentano un potente strumento per
I’analisi molecolare degli oli di oliva, laddove ¢ necessario discriminare una varieta in un pool
di varieta sconosciute a priori. Tra questi, di particolare interesse risultano quelli in grado di
discriminare in maniera specifica varieta potenzialmente contaminanti degli oli italiani, quali

Chemlali (Tunisia) e Picual (Spagna).

I risultati sono riportati nella Tab. 3. Alcuni loci hanno messo in evidenza alleli varieta-specifici o
alleli rari (presenti solo in una bassa percentuale di varietd). Questi loci risultano particolarmente
utili per I'impiego nell’analisi molecolare degli oli perché la presenza in un olio di alleli specifici
consente 1’identificazione certa della varieta di origine.

E’ il caso, per esempio, dell’allele 258 di OLEST3 (caratteristico delle cv. Leccino, Moraiolo,
Caiazzana e Picholine Marocaine), di 239, 242 e 251 di OLEST4 (caratteristici rispettivamente di
Moraiolo-Tendellone-Zaity-Koroneiki, Arbequina-Kaissy-Toffahi e Mari), i 346, 349 e 352
dell’OLEST9 (presenti solo in Leccino- Chemlali, Moraiolo-Galega-Zaity-Oliviere e Bosana-
Tendellone-Chemlali-Koroneiki-Mari, rispettivamente), il 308 e 311 di OLEST14, il primo
specifico di Nocellara del Belice e il secondo che discrimina AscolanaTenera-Kalamata-Oliviere-
Oblica; il 185 di OLEST16 specifico di Picual e il 206, presente in DolceAgogia-Farga-Ayvalik-
Kaissy; ed infine il 222 di OLEST19, presente solo in Leccino-Caiazzana-Ortice-Arbequina-
Sigoise. Quindi questi marcatori, usati uno per volta o0 meglio in combinazione, sono sufficienti per
distinguere in maniera inequivocabile alcune importanti cultivar. Se, per esempio dall’analisi del
DNA estratto da un olio trovassimo sia 1’allele 346 di OLEST9 che il 308 di OLEST14, potremmo
ragionevolmente ritenere che 1’olio deriva dalla cv. Coratina perché il 346/OLEST9 puo derivare da
4 cultivar (Coratina-Leccino-Caiazzana-Chemlali) ma, tra queste, solo Coratina ha il
308/OLEST14. Analogamente si pud procedere con gli altri marcatori.

I risultati dell’analisi molecolare del DNA delle cultivar sono stati analizzati con i1 software
GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2012) e MEGA versione 5 (Tamura et al., 2011), per calcolare
la matrice di similarita e costruire un albero di relazioni genetiche tra le varieta da cui gli oli sono

stati estratti.



Dall’analisi di similarita eseguita con questi marcatori ¢ stato ottenuto un albero di relazioni
genetiche. Esso dimostra che tutte le varieta analizzate sono chiaramente discriminate, con livelli di
discriminazione piuttosto elevati.

Con gli stessi marcatori € stato inoltre analizzato un altro set di varieta che include altre 17 varieta
italiane (Tab.4).

Caratterizzazione molecolare mediante EST-SSR polinucloetidici

Le cultivar umbre sono state sottoposte a genotyping con un nuovo set di 26 marcatori SSR tri-
nucleotidici ottenuti da sequenze di EST (Expressed Sequence Tags), insieme a un gruppo di altre
70 cultivar. L’amplificazione ¢ stata condotta su un volume finale di 25 pl contenente 25 ng di
DNA, Buffer PCR 10X, 200 uM di ciascun nucleotide, 10 pM di primer forward (con 18 bp di tail
in 5°) e reverse e 1.5 U di PerfectTaq DNA Polymerase (5-Prime). Il primo step consiste in 35 cicli
di amplificazioni con una denaturazione iniziale a 95°C per 5 min, seguita da 35 cicli a 95°C per 30
s, 60°C per 30 s e 72°C per 90 s, e uno step finale a and 72°C per 30 min, il secondo (per
I’annealing del primer con tail) consta di 17 cicli, con le stesse condizioni del precedente, fatta
eccezione per la temperatura di annealing (Tm = 52°C). Tutte le amplificazioni sono state condotte
mediante PCR System 9600 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Ad ogni reazione sono stati
aggiunti un controllo negativo (senza templato) ed uno positivo (cv. di identita nota), per escludere
la possibilitd di contaminazioni e verificare il successo delle condizioni di PCR. Gli amplificati
sono stati controllati su gel di agarosio al 2% e successivamente corse su sequenziatore (ABI 3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems-Hitachi) utilizzando come riferimento GeneScanTM-500
LIZ Size Standard (Applied Biosystems). L’analisi dei frammenti micro satellitari ¢ stata condotta

tramite GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems-Hitachi).

Tab. 4. Marcatori EST-SSR tri-nucleotidici di varieta umbre
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MORAIOLO 239 245 260 266 349 352 165 165 287 296 173 173 161 176 235 238 249 255 216 216
FRANTOIO 245 248 269 269 346 352 168 168 272 299 173 176 167 176 232 232 249 252 210 216
LECCINO 245 245 263 269 346 358 168 189 296 299 170 176 176 176 232 232 249 249 210 210
DOLCEAGOGIA 236 239 260 266 355 355 165 177 272 287 173 176 176 206 235 238 249 252 204 207
BORGIONA 228 234 260 263 353 353 165 189 289 295 169 169 169 169 232 238 246 249 211 217
TENDELLONE 230 239 263 269 352 355 162 165 284 290 170 173 167 176 232 232 252 255 210 219

Fig. 1. Analisi bayesiana condotta con Structure, considerando 79 cultivar analizzate con 10 EST-
SSR. In rosso sono indicate le 5 principali varieta umbre. Si osserva chiaramente che mentre 4
di queste varieta (Moraiolo, Frantoio, Leccino e Raio) si raggruppano insieme nella stessa
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popolazione, pur con un certo livello di admixture con altre popolazioni, per la cv. Dolce
Agogia, la separazione in un’altra popolazione ¢ evidente, facendone supporre un’origine
diversa rispetto alle altre varieta.

—
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Marcatori SNP
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Gli SNP sono micro-polimorfismi della sequenza a livello nucleotidico. Sono co-dominanti e bi-
allelici e vengono considerati i marcatori di nuova generazione, potenzialmente molto utili perché
largamente presenti nei genomi vegetali e perché possono assumere valore funzionale, se associati a
particolari fenotipi. Al momento sono ancora pochi i lavori pubblicati sull’identificazione di SNP in
olivo e sul loro impiego per la caratterizzazione varietale (Reale et al., 2006; Consolandi et al.,
2007; MacKay et al., 2008; Muleo et al., 2009; Rossi et al., 2012).

Dai 172 marcatori SNP-indel impiegati per la caratterizzazione varietale € stato selezionato il
numero minimo sufficiente per la discriminazione certa di ciascuno di loro, corrispondente a 39
marcatori.

| dati ottenuti sono stati elaborati con i software GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2013) e MEGA

version 5 (Tamura et al., 2011) per costruire il dendrogramma UPGMA di relazioni genetiche.

SNP Genotyping

Nove varieta di olivo umbre (Moraiolo, Frantoio, Leccino, Dolce Agogia, San Felice, Nostrale di
Rigali, Borgiona, Raio, Tendellone), tra le quali le sei coltivate nelle aziende del Progetto, sono
state sottoposte a genotipizzazione con un set di 2.400 marcatori SNP e confrontate con un ampio
set di varieta italiane e con le principali varieta di altri paesi olivicoli di riferimento, per un totale di
642 genotipi.

Il set di marcatori SNP & stato ottenuto da sequenze di trascritti derivati da precedenti attivita di

RNA-seq, su diversi organi della pianta (fiore, frutto, foglia) e appartenenti a diverse cultivar
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(Alagna et al. 2009, Alagna et al. 2012, Galla et al. 2009, Mufoz-Mérida et al. 2013). Presso il
laboratorio del CNR-IBBR sono stati estratti e quantificati i campioni di DNA da sottoporre a
genotyping. Il servizio e stato affidato ad una company privata (Cegen - Human Genotyping Unit -

Spanish National Cancer Research Centre, Madrid, Spagna).

Caratterizzazione molecolare mediante SNP

In parallelo sono state analizzate le sequenze di 4 geni candidati su un set di 90 cultivar che include
le principali 8 varieta umbre. | geni selezionati sono: OeACP1 and OeACP2 (acyl carrier protein 1
e 2, Cultrera et al. 2014), OeLUP (lupeol synthase, Gelsier et al. 2011) e OeSUT1 (sucrose
transporter 1, Afoufa-Bastien et al. 2010). Le amplificazioni sono state svolte su un volume di 25
ul, contenente 25 ng di DNA, Buffer PCR 10X, 0,5 mM di ciascun nucleotide, 1 uM di ciascun
primer e 1.5 U di PerfectTag DNA Polymerase (5-Prime). Le amplificazioni sono state svolte
utilizzando il termociclatore PCR System 9600 (Applied Biosystems, Foster City, CA) con le
seguenti condizioni: denaturazione iniziale a 95°C per 5 min, seguita da 50 cicli a 95°C per 30 s,
59°C per 30 s e 72°C per 90 s, e uno step finale a and 72°C per 30 min. Per identificare i due
distinti alleli di ciascun genotipo, gli ampliconi di ciascun locus sono stati isolati tramite clonaggio
con pGEM-T Easy Vector (Promega) e sequenziati mediante ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems-Hitachi, Foster City, CA). Le sequenze sono state allineate mediante il software
BioEdit.

Caratterizzazione molecolare mediante marcatori plastidiali
Le varieta umbre sono state inoltre analizzate con un set di 40 marcatori plastidiali. Le condizioni di
amplificazione adottate sono le medesime di quelle utilizzate per gli SNP nucleari, fatta eccezione

per il clonaggio. Le sequenze sono state allineate mediante BioEdit.

Risultati

Dallo SNP genotyping high-throughput sono stati ottenuti, dopo ripulitura dei dati con criteri molto
stringenti, circa 725 marcatori SNP polimorfici sul set di campioni complessivo, consentendo di
ottenere dati ripetibili e certi, scartando i genotipi con risultati non attendibili e gli SNP con cattiva
segregazione e scarsamente rappresentati nelle varieta. I marcatori ottenuti sono stati utilizzati per

la caratterizzazione delle varieta umbre.
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Lo screening delle cultivar tramite 1’utilizzo dei quattro geni candidati (OeACP1, OeACP2, OeLUS,
0OeSUT1) ha consentito I’identificazione di 172 marcatori SNP ed indel, anch’essi utilizzati per la
caratterizzazione degli oli delle cultivar oggetto di studio. Per quanto riguarda le 6 varieta umbre, &
stato selezionato il numero minimo e sufficiente di polimorfismi utili per la loro discriminazione,

corrispondente a 39 marcatori (Tab. 5, Tab. 6).

Tabella 5. Alleli discriminati per ciascuna delle cultivar umbre analizzate per i geni Acyl Carrier
Protein (ACP1, ACP2), Lupeol Sintasi (LUP) e Sucrose Transporter 1 (SUT1).

CULTIVAR ACP1 ACP2 LUP SUT1
MORAIOLO 1A-1A 4D-AF A-C S4-M2
FRANTOIO 1A-1A 2D-4C C-D S4-M2
LECCINO 1A-3C 2D-4A C-C S4-M2
DOLCE AGOGIA 1A-1A 2A-4C E-F S4-M2
BORGIONA 1A-3D 2D-4A C-C M2-M2
NOSTRALE DI RIGALI  1A-1A 2D-4A Cc-C M2-M13
RAIO 1A-1A 2A-2A C-D M3-M2
RAIA 1A-1A 2C-2D C-D S4-M2

Tabella 6. Elenco dei marcatori SNP specifici di ciascuna varieta umbra. Nella 4° olonna sono
indicate altre varieta che condividono gli stessi SNP ma che poi si differenziano per altri
polimorfismi indicati nella 5° colonna.

MORAIOLO Al1-245 |A2-103 |ORBETANA A2-239B
FRANTOIO A2-688A |L-259
LECCINO A2-28 A1-503 | OUSLATI, ROSCIOLA CE |L-122
DOLCE AGOGIA A2-257 |L-174
NOSTRALE RIGALI |A2-148 |S-643 GORDAL, PICUAL A1-306-312
BOUTELLAIN,
CARIASINA, SEMIDANA,
BORGIONA Al1-407 |S-643 MERHAVIA, ZAITUNA A2-1167 SEMIDANA | L277
RAIO A2-851 |S-643
RAIA A2-851 |S-643 HOJIBLANCA A1-306-312

Risultati ottenuti

Come si desume dalla Tab. 1, che riporta 1’elenco delle varieta dichiarate dalle aziende ¢ di quelle
individuate su base morfologica, in nessuna azienda sono state individuate piante appartenenti
a cultivar diverse da quelle dichiarate. Le varieta complessivamente individuate sono 6:

- Moraiolo,

Frantoio,

Leccino,

Dolce Agogia,
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- San Felice
- Raio
Moraiolo é la varieta maggiormente rappresentata, seguita da Frantoio e Leccino.

Per i dati morfologici, vedasi in appendice le schede morfologiche relative a ciascuna varieta.

Risultati ottenuti

Dei 39 marcatori SNP utilizzati per analizzare le 37 varieta italiane pitu importanti per la produzione
di olio, individuate nell’ambito del 1° anno di attivita (Tab. 3, Relazione 1), 7 non hanno
manifestato alcun polimorfismo (A2-372, A2-591, L-450, S-207, S-238, S-273, S-304; mentre 6
sono risultati varieta specifici, quali il 4 del locus A1-503 (cv. Dritta), il 3 di A2-148 e il 2 di A2-
851 (cv. Gentile di Chieti), il 6 di A2-1296 (cv. Ravece), 1’8 di L-174 (cv. Dolce Agogia), il 5 di S-
271 (cv. Biancolilla); e 4 specifici a 2 cultivar, come 1’11 di A1-217 (cvs. Dritta e Pisciottana), il 4
di L-259 (cvs. Biancolilla e Nocellara del Belice), il 4 di L-277 (ancora per cvs. Biancolilla e
Nocellara del Belice) ed infine il 4 di S-176 (cvs. Cellina di Nardo e Pisciottana). Abbiamo rilevato
altri alleli piuttosto rari e quindi potenzialmente utili, mentre solo pochi sono troppo comuni per
rappresentare strumenti utili ai fini diagnostici (Tab. 3).

L’analisi di similarita tra le 37 cultivar analizzate con 39 marcatori SNP ha consentito di ottenere un
albero di relazioni genetiche tra di esse (Figura 2). In esso si osserva che tutte le varieta gia risultate
uguali tra loro con marcatori SSR ‘classici’ (Baldoni et al., 2009; Baldoni et al., 2011), si sono
confermate uguali anche con questo nuovo tipo di marcatori, attestando la loro affidabilita. In
particolare sono risultate uguali le varieta del gruppo che fa capo alla cv. Frantoio (Raia Sabina,
Taggiasca, Raggiola, Correggiolo, Cima di Bitonto e Casaliva), cosi come il raggruppamento che
include le cvs. Bosana, Peranzana e Coroncina e i due campioni di ‘Moraiolo’ dell’Umbria e della
Toscana. Tutte le altre varieta sono risultate chiaramente distinguibili con uno (Ortice da Moraiolo)

0 pit marcatori.

Discussione

I 725 SNPs ottenuti dal genotyping di 642 varieta a livello internazionale e che includeva le 9
varieta umbre piu importanti e le 6 del progetto, rappresentano un prezioso strumento per la
genotipizzazione, consentendo sia di verificare il grado di variabilita presente all’interno del
germoplasma umbro che un confronto con quello delle altre regioni italiane e degli altri paesi
olivicoli. E’ stato selezionatoe un set minimo di marcatori, in grado di riconoscere in maniera

univoca le varieta di interesse.
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Lo screening delle 8 cultivar umbre mediante 1’utilizzo dei quattro geni candidati (OeACP1,
OeACP2, OeLUS, 0OeSUT1) ha mostrato un elevato livello di polimorfismi, sia considerando
I’intero set di campioni che focalizzando I’attenzione sulle varietd campane. Questi polimorfismi
risultano maggiori rispetto a quelli individuati in altre specie (Emanuelli et al. 2010, Xia et al. 2012,
Zhang et al. 2011). Nello specifico 39 polimorfismi sono in grado di discriminare in maniera
univoca le cultivar umbre.

Il nuovo set di 26 marcatori EST-SSR ¢ in grado di discriminare le varieta umbre analizzate, sia tra
loro che con tutte le altre presenti nel database. L’analisi in silico dei trascritti ha permesso di
ottenere la predizione della proteina codificata. Ulteriori studi permetteranno di associare i
polimorfismi allelici con le conseguenti modifiche a livello proteico. | marcatori associati a geni
responsabili di importanti tratti agronomici saranno utilizzati nella Marker-Assisted Selection
(Boccacci et al. 2015, Dutta et al. 2011).

Delle varieta umbre, analizzate per un set dei piu polimorfici marcatori plastidiali, hanno
evidenziato che solo la cv. Fecciaro (sin. Tendellone) manifesta un clorotipo diverso, mentre tutte le
altre appartengono al clorotipo piu comune (Frantoio, Mariotti et al. 2010), pertanto queste varieta
non possono essere discriminate con questo tipo di marcatori.

L’analisi molecolare degli oli, condotta con i 15 marcatori piu polimorfici (SNPs e SSRs), ha
evidenziato che il pattern del DNA estratto dai campioni di olio mono-varietale corrisponde
totalmente a quello del DNA genomico delle varieta corrispondenti.

Marcatori plastidiali
L’analisi dei polimorfismi plastidiali ¢ stata eseguita su 78 varieta italiane utilizzando 7 loci

polimorfici (Hosseini-Mazinani et al., 2014).

Risultati ottenuti

Essi sono stati in grado di discriminare solo 6 forme dette ‘clorotipi’, ma purtroppo la gran parte
delle cultivar risultano indistinguibili tra loro perché tutte hanno lo stesso profilo plastidiale,
corrispondente al clorotipo E1-1 e, tra | varieta umbre, solo il Tendellone (sin. Fecciaro, varieta
minore usata come impollinatore e per la produzione di olive nere da tavola), contraddistinta da un

clorotipo distinto (Mariotti et al., 2010).

Azione 3. Accertamento della composizione varietale degli oli

Le attivita svolte includono:
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- Estrazione del DNA da olio di ciascuna cultivar selezionata ed in blend.

- Applicazione dei marcatori SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) varieta-specifici o quelli piu
efficaci a discriminare ciascuna varieta sul DNA estratto dagli oli derivati da ciascuna cultivar e da
miscele tra due o piu cultivar, in grado di comprovare quali siano le cultivar utilizzate per la
preparazione dell’olio analizzato.

- Applicazione di una piattaforma ad elevata processivita in grado di analizzare in multiplex decine
di marcatori.

- Quantificazione delle percentuali di ciascuna cultivar nei blend di olio.

Marcatori specifici per comprovare I’assenza di eventuali varieta contaminanti (provenienti da altre
regioni o di importazione estera comunitaria e non) verranno applicati sugli stessi oli. Applicazione
in azienda o in frantoio del metodo rapido di analisi per I’accertamento dell’identita varietale degli

oli (in collaborazione con RAPID Biotech).

Analisi degli oli di oliva

Al fine di individuare le 6 cultivar umbre utilizzate per la produzione di olio extravergine di oliva
dalle aziende coinvolte nel progetto, sono stati raccolti campioni di olio monovarietali prodotti dalle
aziende stesse nella campagna 2013-2014, rappresentativi dell’intero territorio regionale e sono stati
selezionati quattro oli monovarietali provenienti dalle province di Avellino, Caserta, Napoli e
Salerno. La Tabella 7 mostra I'elenco degli oli monovarietali e I'area di produzione o di raccolta dei

campioni.

Tabella t. Campioni di olio monovarietale di varieta umbre forniti dalle aziende coinvolte
nel progetto (escluso I'olio di Borgiona, fornito dall’Az. Brunelli di Corciano). Sono riportati
il nome della varieta, il nome dell’azienda e il comune.

Olio . Azienda di produzione Comune
monovarietale
Moraiolo Az. Apolloni Foligno
Moraiolo Az. Decimi Bettona
Moraiolo Az. Petesse Foligno

. Oleificio Pozzuolese (Enzo Pozzuolo
Dolce Agogia .

Fabrizi)

Frantoio Az. Lottanti Collazzone
Frantoio Az. San Romualdo Monte Castello di Vibio
Frantoio Az. Benedetti Foligno
Frantoio Az. Petesse Foligno
Leccino Az. Petesse Foligno
Leccino Az. San Romualdo Monte Castello di Vibio
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Leccino Az. Lottanti Collazzone

Leccino Az. Benedetti Foligno
San Felice Az. Decimi Bettona
Raio Oleificio Cooperativo di Amelia Terni
Borgiona Az. Brunelli Corciano

Un set finale di 14 marcatori, composto da 5 SNP e 9 SSR tri-nucleotidici € stato scelto per
condurre le analisi molecolari sugli oli di oliva, applicandoli al DNA estratto dall’olio delle stesse
cultivar. Per I'analisi del DNA estratto dagli oli monovarietali, in conseguenza dell'esigua quantita
ottenuta, e stato necessario procedere con una pre-amplificazione con primer esterni al frammento
seguita da un'amplificazione nested con primer piu interni. L’utilizzo della nested PCR ha permesso

di ottenere amplificati perfettamente leggibili e quantificabili.

Da ciascun campione di olio € stato estratto il DNA totale utilizzando un protocollo sviluppato
presso l'lstituto di Bioscienze e Biorisorse (CNR-IBBR), U.O.S. di Perugia, basato su solventi
chimici ed organici adatti per ’estrazione di DNA da matrici oleose.
Il DNA estratto € stato sottoposto ad analisi molecolare impiegando:

- marcatori plastidiali (Mariotti et al., 2010);

- marcatori nucleari sviluppati su geni candidati in grado di discriminare la maggior parte delle
cultivar commercialmente utilizzate a livello mondiale [SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) ed indels (insertion/deletion)];

- marcatori SSR tri-nucleotidici.

I prodotti delle amplificazioni PCR sono stati inizialmente corsi per elettroforesi capillare per
verificare la reazione e sono stati poi corsi su sequenziatore capillare ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

Ciascun campione di DNA estratto da olio é stato sottoposto ad una doppia amplificazione: una pre-
amplificazione con primer esterni al frammento da amplificare e una successiva amplificazione
nested, con primer interni.

Tutti i marcatori impiegati sono stati sviluppati nel nostro laboratorio e possono essere impiegati
solo da noi (almeno fino a quando non verranno resi pubblici). Essi rappresentano gli strumenti di
analisi piu affidabili e discriminanti disponibili in questo momento per le cultivar di olivo, cosi
come evidenziato dalle ultime ricerche internazionali sull'argomento e dalla letteratura scientifica.

I profili molecolari, espressi in lunghezza ed in sequenza dei campioni analizzati, sono stati
confrontati con quelli del DNA genomico delle varieta di olivo presenti nella banca dati del CNR-
IBBR di Perugia (almeno 400 varieta da tutti i paesi olivicoli).
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- In tutte le reazioni é stato aggiunto: 1 controllo positivo di DNA estratto da foglia della varieta
Leccino, come riferimento; 1 controllo negativo, per escludere eventuali inquinamenti tecnici o
ambientali.

Tutte le analisi sono state replicate su 2 estrazioni differenti per dimostrare la corrispondenza dei
risultati.

Per ciascun campione di olio monovarietale, il DNA ¢ stato analizzato sia per accertare la presenza
dalla cultivar prevista che un set di varieta estranee a quelle umbre ed impiegate fraudolentemente,

s varieta di altre regioni e di altri paesi (Spagna e Grecia).

Risultati dell’analisi degli oli di oliva

Per tutti gli oli monovarietali analizzati e stata confermata la presenza della varieta dichiarata.
L’unico problema ¢ stato rilevato nel caso degli oli di Frantoio e di Leccino, ciascuno dei quali &
risultato leggermente contaminato con olio dell’altra varieta.

E’ stato sviluppato un metodo di analisi rapida della composizione varietale dell’olio che consente
di ridurre drasticamente i tempi necessari per 1’analisi, anche se risulta efficace solo per la conferma
di oli monovarietali.

Il metodo consentira di garantire I’origine esclusivamente umbra delle varieta presenti in bottiglia.
La condivisione di alcune varieta umbre con altre regioni olivicole limitrofe non compromette in
alcun modo ’efficacia del metodo perché le eventuali miscelazioni derivano quasi esclusivamente
con oli di importazione o con oli da taglio meridionali con composizioni varietali totalmente diverse

e facilmente riconoscibili.
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