7|
C
e

‘ Consiglio cerca in agricoltura
e | ia agraria

lio perla ric
"analisi dell'eco

ISTITUTO STATALE DI ISTRUZIONE SECONDARIA SUPERIORE
“@G.B. Cerlett1”

I.T.A. “G.B. Cerletti”: Corso di studio Enotecnico CONEGLIANO TV
Sede: Via XXVIII Aprile 20 — 31015 Conegliano (TV)

Corso di specializzazione Enotecnico

Identificazione di geni di resistenza
a peronospora e oidio su ibridi della
collezione del CREA-VE

Studente: Chiara Prearo Anno di frequenza: 2022-2023
Relatori: Prof. Enrico Sgorlon Classe: 6°"AEN

Dott. Daniele Migliaro
Dott. Tyrone Possamai

pag. 1



pag. 2



INDICE

1.

Introduzione

1.1La vite e la viticoltura

1.2 Le principali ampelopatie della vite

1.2.1 Plasmopara viticola

1.2.2 Erysiphe necator o Oidium tukeri

1.3 Le fonti di resistenza nel genere Vitis spp.

1.41 vitigni ibridi

1.4.1 Gli ibridi moderni

Obiettivi della tesi

Materiali e metodi

3.1 1bridi oggetti dello studio conservati presso il CREA-VE
3.2 Estrazione del DNA grezzo

3.3 Amplificazione dei frammenti ed elettroforesi capillare
Risultati e discussione

4.1 1bridi analizzati presenti nella collezione del CREA-VE
4.2 Analisi statistica

Conclusioni

Bibliografia e sitografia

12

14

15

15

16

17

19

19

22

25

26

pag. 3



ABSTRACT

In XIX and XX century, many hybrid grapes were obtained by crossing between V. vinifera and
American grapevine species (V. labrusca, V. lincecumii, V. riparia and V. rupestris) with the aim
to create a vine resistant to the pests and diseases.

Restrictive laws and the poor quality of the hybrid grapes have led to a gradual neglect of their
use, and now they are only available in germplasm collections of research institutes. Recently there
is a renewed interest in the study of hybrid grapes due to their higher tolerance to fungal diseases
for sustainable viticulture and adaptation to climate change.

In this work 64 hybrid grapes, stored in the CREA-VE germplasm repository, were characterized
by microsatellite analyses for the presence of genes resistant to Plasmopara viticola and Erisiphe
necator.

Most of accessions have shown Rpv and Ren genes associated to the resistance against downy and
powdery mildews, respectively.

Finally, a bibliographic research was made to verify and control the data obtained from the hybrid
grapes and we partially confirmed our results with the available literature; many other data

represent a novelty for this kind of research and have no reference in international databases.
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1. INTRODUZIONE
1.1 La vite e la viticoltura

Le viti d’interesse agronomico si collocano nell’ordine delle Rhamnales, nella famiglia delle
Vitaceae ¢ all’interno del genere Vitis. Si suddividono nei due sottogeneri Muscadinia (corredo
genetico diploide, costituito da 40 cromosomi) ed Euvitis (corredo genetico diploide, costituito da
38 cromosomi), sulla base di alcune diversita morfologiche e genetiche. La superficie mondiale
odierna destinata alla coltivazione della vite e di 7.33 milioni di ettari (O.1.V. 2021), per una
produzione mondiale di uva pari a 780 milioni di quintali (O.1.V. 2021) di cui, poco meno della
meta, 36.5 milioni di tonnellate, ¢ destinata all’industria della trasformazione per la produzione di
vino (292 milioni di hl) e di mosto (32 milioni di ettolitri). Di codesta produzione, 27.3 milioni di
tonnellate sono da riferirsi alla produzione di uva da tavola, per terminare con quella destinata
all’uva passa, che ¢ pari, all’incirca, a 13.0 milioni di tonnellate (O.1.VV.2 021). Le prime tracce del
genere Vitis in Europa risalgono a circa 55 milioni di anni fa e, sebbene durante 1’ultima
glaciazione scomparvero quasi tutte le viti appartenenti alle Vitis spp., alcune sono sopravvissute
nei tre centri di diffusione oggi conosciuti, quali I’America settentrionale e centro-meridionale,
I’Asia orientale ¢ I’areale mediterraneo fino al Caucaso - Asia centrale. Il processo di
domesticazione, che ha portato alla trasformazione della forma selvatica Vitis vinifera L. ssp
sylvestris, nella forma domestica e coltivata Vitis vinifera L. ssp. Sativa, € iniziata durante il
neolitico, circa 8000 anni fa. Questo processo ha previsto sia il passaggio dalla forma dioica, quindi
da piante con fiori maschili (femminili sterili o staminati) o femminili (maschili sterili o pistillati),
a quella ermafrodita, con fiori portanti sia gli organi maschili, che femminili. Questa selezione ha
portato anche ad un aumento del numero delle bacche e delle dimensioni dei grappoli. La coltura
della vite é stata poi diffusa nelle regioni della Mesopotamia e del Nord Africa. Successivamente,
avrebbe raggiunto, tramite i greci, la Sicilia (intorno al 2000 a.C.) e I’Italia meridionale (verso il
1500 a.C.) e infine, tramite i romani, I’Europa centrale. In particolare, in Europa 1’uomo, fin
dall’antichita, ha operato una selezione sulle piante ed ¢ ricorso a cure colturali per regolarne
I’equilibrio vegeto-produttivo. Il successo di tale coltura ha portato la vite ad essere allevata in
tutti i continenti. La vite & una pianta a portamento lianoso. L’uva, la sua infruttescenza, ¢ un
grappolo costituito da bacche ricche di zuccheri e acidi, con tonalita di colore che variano dal viola
scuro al verdognolo. Attualmente, le malattie fungine che interessano la vite e che ne possono
compromettere la sua produttivita, sono la peronospora e I’oidio, entrambe legate alla
meteorologia, in quanto la prima €& favorita da annate piovose, mentre la seconda da annate

siccitose.
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1.2 Le principali ampelopatie della vite

1.2.1 Plasmopara viticola

La Plasmopara viticola, oomicete appartenente al regno Chromista e alla famiglia delle
Peronosporaceae, € un parassita obbligato, in quanto il suo ciclo biologico si svolge

esclusivamente sulla vite, in base a due principali fasi di infezione:

e Infezione primaria, nel periodo primaverile le oospore (strutture svernanti del patogeno),
diffondono sui tessuti giovani della vite i macrosporangi contenenti le zoospore, le quali
raggiungono agevolmente le aperture stomatiche grazie alla presenza di acqua libera e
riescono a penetrarne la lamina fogliare, attraverso gli stomi, in quanto si incistano in
prossimita degli stessi. Tale fenomeno, viene indotto dai seguenti fattori: temperatura di
almeno 10 °C, tralci della lunghezza prossima ai 10 cm e piove di oltre 10 mm, nell’arco
delle 24-48 ore (Pollini e Ponti, 2018).

e Infezione secondaria, il patogeno, dopo il periodo di latenza/incubazione (dai 4 ai 15 giorni,
in base alle temperature e all’'umidita), sviluppa rami sporangiofori, la cui produzione €
favorita dalla bagnatura fogliare notturna, che fuoriescono dagli stomi, determinando

infezioni che possono essere piu 0 meno diffuse, in funzione dell’andamento climatico.

Figura 1: Macchie d'olio sulla pagina superiore e sporulazioni sulla pagina inferiore dovute ad
infezioni di Plasmopara viticola.

La peronospora & visibile ad occhio nudo in primavera, sotto forma di “macchie d’olio”, date dalla
sporulazione dell’oomicete, che si sviluppa nella pagina inferiore sotto forma di efflorescenza
biancastra (Fig.1). Tale infezione, con il trascorrere della stagione, puo assumere la forma “a

mosaico”, per I’alternativa di tessuti clorotici € necrotici.
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Se I’infezione colpisce in maniera precoce la pianta, si potranno sviluppare infiorescenze, dalla
tipica forma ad uncino, che prevedono un successivo disseccamento. Risulta possibile alla
peronospora, coinvolgere nella sua attivita le bacche, fintanto che le stesse non superano il
diametro di 2.5-3 mm. Nel momento in cui si trovano all’interno di esse, gli acini assumono prima
una colorazione scura e successivamente disseccano. Questo avviene, in quanto i rami
sporangiofori non riescono a fuoriuscire dagli accuri e la malattia si manifesta nella forma

“larvata”.

1.2.2 Erysiphe necator o Oidium tukeri

L’Oidio (Erysiphe necator nella forma ascosporica; Oidium Tuckeri nella forma conidica), & un
fungo ascomicete, che sverna sotto forma di cleistoteci nei residui colturali e sulla superficie delle
perule gemmarie e in forma miceliale negli anfratti della vite.

Nel periodo primaverile, con condizioni climatiche che presentano una temperatura di 25-26 °C,
con umidita pari all’85 %, le ascospore, originate dai cleistoteci o le cellule del micelio, attraverso
numerosi appressori, penetrano i tessuti della vite. Gli austori, strutture di nutrimento, consentono
il contatto tra il patogeno e le cellule, premettendo la conseguente crescita e la sporulazione. Ne
consegue il rilascio dei conidi, attraverso i rami conidiofori, che danno origine all’infezione

secondaria.

I sintomi dell’oidio sono visibili su tutti gli organi della pianta e si evidenziano come segue:

- muffa polverulenta distribuita sui diversi organi della pianta, dapprima a chiazze, per poi
distribuirsi in modo omogeneo (Fig. 2);

- gli acini rimangono piccoli e meno zuccherini, possono fessurarsi facilmente durante
I'accrescimento, arrivando all’estrema condizione di marciume;

- le foglie crescono irregolari e contorte;

- legemme e i germogli presentano internodi a zig-zag completamente coperti dal patogeno;

- le infiorescenze subiscono aborti fiorali con conseguente rapido disseccamento.
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Figura 2: Infezioni di oidio su foglia.

Le piante che subiscono 1’attacco dell’oidio inevitabilmente compromettono la produzione,
determinando scarsa qualita delle uve e conseguentemente del vino. Risulta ovvio, che nelle piante
colpite, vi sia una minore fruttificazione e la minore attivita fotosintetica delle foglie influisce,
abbassandola, sulla concentrazione zuccherina innalzando, di conseguenza, 1’acidita totale, che
porta al ritardo della maturazione, ottenendo vino meno profumato e con aromi alterati (Pollini e
Ponti, 2018).

Le piante colpite, subiscono I’effetto dell’oidio anche a lungo termine, in quanto il minore

accumulo di sostanze di riserva, determina una maggiore suscettibilita ai freddi invernali.

1.3 Le fonti di resistenza nel genere Vitis spp.

La resistenza ai patogeni nella vite puo essere ottenuta attraverso diversi meccanismi biologici.

Sussistono diversi meccanismi di resistenza, con le rispettive fonti genetiche associate.

1. Resistenza basata sulla struttura fisica:
- la cuticola cerosa sulla superficie delle foglie pud fornire una barriera fisica contro l'infezione
fungina;

- una parete cellulare spessa e lignificata puo ostacolare I'ingresso dei patogeni.

pag. 8



2. Resistenza basata sulla risposta di difesa delle piante:
- le piante possono attivare una risposta immunitaria, come la produzione di enzimi antifungini,

metaboliti tossici o tossine, che ostacolano la crescita dei patogeni;

- le fitoalessine sono composti chimici prodotti dalle piante, come risposta all'infezione.

Possono svolgere un ruolo nella soppressione dei patogeni.

3. Resistenza basata sulla resistenza genetica:
- la resistenza gquantitativa, nota anche come resistenza poligenica, € determinata da molti geni
minori, che contribuiscono alla resistenza. Questa forma di resistenza puo essere influenzata

dall'interazione tra numerosi geni e fattori ambientali;

- la resistenza qualitativa, nota anche come resistenza monogenica, € controllata da un singolo

gene maggiore. Questi geni conferiscono una resistenza efficace contro un patogeno specifico.
Le fonti genetiche della resistenza nella vite possono provenire da diverse fonti:

e molte specie selvatiche di vite, come Vitis rupestris, Vitis riparia e Vitis cinerea, sono note
per la loro resistenza a diverse malattie fungine e possono essere incrociate, con le varieta

coltivate per introdurre nuovi geni di resistenza;

e alcune cultivar di vite coltivate, possono presentare una resistenza naturale a specifici
patogeni. Queste cultivar possono essere utilizzate come fonti di resistenza nella selezione e

nell'incrocio per sviluppare nuove varieta resistenti.

La ricerca continua a identificare nuovi geni e meccanismi di resistenza, oltre a sviluppare varieta
di vite resistenti ai patogeni, al fine di ridurre la dipendenza dagli agenti fitosanitari e garantire la

sostenibilita della produzione di uva.

1.4 1 vitigni ibridi

Gli Ibridi Produttori Diretti sono vitigni ibridi, derivati da un numero pit 0 meno elevato di incroci
interspecifici, fra una o differenti specie di vite americana (Vitis rupestris, Vitis riparia, Vitis
berlandieri, Vitis labrusca) e Vitis vinifera. Lo scopo finale & quello di ereditarne caratteri
fenotipici apprezzabili, desiderati e, nella fattispecie, nati per esser capaci di manifestare una
risposta di resistenza nei confronti delle piu comuni malattie della vite, quali la Peronospora,

comparsa in Europa nel 1878, e 1’Oidio, comparso in Europa nel 1845 e Fillossera (1863).
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Anche in gquesto caso, I’idea di ibridare vite europea con vite americana nasce dalle esigenze nella
seconda meta del XIX secolo, dove il crollo delle produzioni, imputate a fattori di pressione a
carattere biotico, mettevano a rischio la produzione viticola. Oltre alla Fillossera, la viticoltura
europea dovette fronteggiare 1’introduzione dei patogeni peronospora e oidio all’interno degli
areali di coltivazione viticoli, ad oggi divenuti endemici e controllabili in maniera adeguata, solo
a partire dalla meta del secolo scorso (con I’avvento dell’industria chimica e la comparsa sul
mercato dei primi prodotti fitosanitari). La variabile che sottese a tale problema ebbe sempre radici
all’interno degli equilibri della rete trofica. Gli agenti eziologici responsabili di queste due malattie
furono introdotti in qualita di organismi alieni (si pensa sia stata Vitis labrusca il principale vettore
d’introduzione o comunque un suo ibrido diretto, come I’Isabella, comunemente noto con il nome
di Uva fragola) all’interno di un areale avente una specie ospite ma che, in assenza di fattori di
coevoluzione nel tempo, si trovo totalmente sguarnita, non possedendo caratteri di resistenza. Le
specie americane sembrarono fin da subito ottime candidate per il processo di ibridazione, avente
come obiettivo il trasferimento in Vitis vinifera di quei geni, capaci di mostrarne 1’espressione di
tolleranza o resistenza.

Questo pone I’argomento in una posizione di particolare attenzione oggi, soprattutto sotto il profilo
delle problematiche di sostenibilita ambientale ed economica, derivate da un utilizzo poco oculato
dei fitofarmaci nella gestione dei principali patogeni fungini viticoli, che vengono impiegati
prediligendo il piu delle volte, una gestione dei trattamenti che non considera 1’andamento
meteorologico e il ciclo del patogeno.

Il miglioramento genetico, in ognuna delle sue forme, potrebbe dunque svolgere un ruolo chiave.
Tuttavia, i risultati ottenuti dagli esperimenti svolti tra ‘800 e ‘900, non sono stati del tutto
soddisfacenti. Per poter creare un ibrido, & necessario conoscere le combinazioni di geni e tra esse
quelle oggetto di interesse. La creazione di incroci, si porta appresso sempre una probabilita di
trasmettere caratteri non voluti, dalle specie differenti da vinifera.

Molteplici sono state le motivazioni per le quali il successo delle prime ibridazioni del XX secolo,
fu segnato da un arco temporale relativamente breve. Ad oggi il legislatore europeo, pone dei
paletti ben definiti all’utilizzo per scopi commerciali della definizione di ‘vino’ (Germano A.,
2020), normato sotto il profilo di un prodotto ottenuto esclusivamente dalla fermentazione alcolica,
totale o parziale, di uve fresche, pigiate 0 meno, o di mosti di uve e le quali uve, debbano provenire
esclusivamente da piante d’appartenenza alla specie Vitis vinifera o da incrocio tra la specie Vitis
vinifera e altre specie del genere Vitis, a patto che non siano varieta del tipo Noah, Othello, Isabelle,
Jacquez, Clinton ed Hebermont, le quali rientrano perfettamente all’interno dei vitigni ibridati

durante le prime generazioni.
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In Europa, 1’utilizzo di ibridi produttori diretti per i processi di vinificazione viene tuttavia gia
ristretto durante ’intero periodo dello scorso secolo, perché seppur questi mostran0o caratteri
d’interesse, quali elevata produzione di uva, resistenza elevata alle malattie, risultavano avere una
particolare predisposizione nel manifestare connotati negativi. Attraverso i processi di
vinificazione, si veniva a determinarsi una piu scarsa qualita del vino prodotto da questi ibridi, con
il rischio di elevati livelli di metanolo, derivati dall’elevata componente pectinica e a carico della
presenza di gruppi metilici legati ad essa, capaci di essere idrolizzati e rilasciati nel vino durante i
processi fermentativi. Il metanolo, € una sostanza che, se assunta in abbondanza, provoca danni al
nervo ottico e alla retina portando a cecita e/o morte ed un pronunciato profilo dal cosiddetto
sapore ‘foxy’ (volpino), poco gradevole agli standard sensoriali richiesti dal mercato.

A tal proposito, con il regolamento CEE sull’'uso degli ibridi nei nuovi vigneti del 1953
(Bavaresco, 2019) e con il regolamento CEE del 1976 sul divieto dell’uso degli ibridi nei nuovi
vigneti (Bavaresco, 2019), si pose la parola fine alla loro coltivazione in Europa. Va premesso che
in Italia, le leggi hanno vietato la vendita di vino prodotto da specie diverse dalla Vitis vinifera, fin
dalla prima meta del ‘900, con la legge n.376 del 23 Marzo 1931 (Ministero Agricoltura, 1931),
che vietava la coltivazione di ibridi produttori diretti su tutto il territorio nazionale (Clinton,
Baco...) e la legge n.729 del 2 Aprile 1936 (Ministero Agricoltura, 1936), che ne estendeva il
divieto a tutte le specie americane allora considerate ‘pure’, come Isabelle (incrocio diretto Vitis
vinifera x Vitis labrusca), ma ne permetteva comunque la coltivazione ed il consumo ad uso
proprio. Successivamente, con ’art. 22 del DPR 12 Febbraio 1965 n° 162 (Gazzetta Ufficiale,
1965), si proibiva la totale vinificazione di uve diverse da Vitis vinifera ma, a seguito di proteste
da parte dei viticoltori, con la legge n. 207 del 6 Aprile 1966 (Gazzetta Ufficiale, 1966), si ristabili
la possibilita di coltivazione di ibridi rispondenti a determinati requisiti del decreto ed in funzione
a particolari condizioni ambientali di alcune zone e caratteristiche intrinseche dei vitigni stessi.
Una variabile determinante fu infatti I’incremento sostanziale della loro coltivazione in Francia,
determinando un aumento repentino delle superfici vitate nell’arco di mezzo secolo (Galet, 1988).
Questo si ripercosse a svantaggio delle classiche cultivar europee, talvolta autoctone, minandone
probabilmente I’esistenza stessa. Si temeva dunque, che questa rapida crescita, potesse portare a
modifiche irreversibili dei mercati e determinare una perdita delle varieta note della specie
europea, dai caratteri oggettivamente apprezzabili sotto il profilo qualitativo. Ad oggi, la Francia
conta la piu ampia superficie vitata europea ad Ibridi Produttori Diretti, di prima e seconda
generazione.

Sicuramente, accanto ai fattori di resistenza alle principali malattie, 1’obiettivo di selezione, deve

necessariamente puntare ad una concomitante qualita del prodotto enologico. Gli ibridi di prima
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generazione del 1885, ibridati soprattutto in Nord America, presentavano resistenza alla
peronospora e all’oidio, seppur non sempre completa, ma tutti associavano ad essa, una scadente
qualita organolettica, prevalente collegata al gusto foxy (Reynolds e Reisch, 2015). Tra di essi,
esempi comuni ne sono Isabelle (Vitis vinifera x Vitis labrusca), Clinton (Vitis labrusca x Vitis
riparia), Noah, Taylor (Vitis riparia x Vitis labrusca), Baco Noir (Vitis vinifera x Vitis riparia),
Oberlin (Vitis riparia x Vitis vinifera), Elvira, York Madeira (Vitis labrusca x Vitis vinifera),

Othello e Herbemont.

Gli ibridi di seconda generazione e terza generazione (1885-1930 e 1930-1980), furono ottenuti
soprattutto in Francia, con ’intento di incrementare gli aspetti qualitativi ed ebbero un’enorme
diffusione raggiungendo tra gli anni *50 e ’60, i 400.000 ettari a superficie vitata. Ibridi con
tolleranza alle malattie medio-elevata, bassa resistenza alla fillossera e che, tuttavia, non
raggiungevano livelli qualitativi accettabili per mantenere il sapore foxy intermedio (es. Vidal

Blanc, Chambourcin, Marechal Foch etc. (Bavaresco, 2019).

1.4.1 Gli ibridi moderni

Gli ibridi moderni, sono piante ottenute dall’ibridazione di genotipi ottenuti, a loro volta,
dall’incrocio di ibridi di seconda e terza generazione, con cultivar di Vitis vinifera. A volte,
ulteriormente incrociati con Vitis vinifera per migliorare le caratteristiche qualitative delle uve.

Sono individui in grado di manifestare una elevata resistenza alle malattie ed un pattern
organolettico e qualitativo buono, per via della preponderante presenza di Vitis vinifera all’interno
del genoma. A rafforzare tali attributi subentra il fatto che, accanto alle tradizionali procedure di
breeding, che prevedevano la selezione clonale ed il successivo incrocio, venne affiancato
I’utilizzo delle moderne tecniche di analisi molecolare. Negli ultimi anni, e stato avviato un vero
e proprio screening, che ha portato alla costituzione di una mappa genetica della vite (DNA della
vite), nella quale sono noti i geni e loci induttori di caratteri di resistenza desiderati, visibili durante
una comune analisi fenotipica (es. resistenza alle malattie: Rpvl, Rpv2, Rpv3, Rpv5, Rpv6, Rpv8,
Rpv10 e Rpv12 per Plasmopara viticola; Runl, Run2.1, Run2.2, Renl, Ren3, Ren4 e Ren5 per
Erysiphe necator) (Maul et al. 2023). La possibilita di individuare durante un’analisi molecolare,
I cosiddetti marcatori molecolari, ossia porzioni di DNA composti da 1-6 bp, pone in un’ottica di
disuso quest’ultima. Con una classica ibridazione, basata sulle analisi dei fenotipi, si necessita di
anni per poter selezionare individui che mostrino caratteri desiderati, senza considerare il tempo
necessario affinché questi possano essere visibili e quello perso nell’eventualita non si veniSSero

a manifestare. Con le nuove tecnologie, al momento dell’incrocio di una specie, che sappiamo
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avere con certezza caratteri di resistenza interessanti (es. per peronospora, oidio, botrite etc.),
questi saranno caratteri saranno gia noti. Al gene noto, che controlla tale carattere, verranno
associati dei marcatori molecolari, che permetteranno di individuare quali tra gli ibridi prodotti,
avranno ereditato il maggior numero dei caratteri presenti in Vitis vinifera ed il minor numero dei
caratteri presenti all’interno della specie resistente, inclusi pero quelli di resistenza voluti. Questo
permette di produrre esclusivamente I’individuo interessante. Questo approccio, conosciuto come
selezione assistita da marcatori molecolari MAS (marker assisted selection), riduce notevolmente
i tempi di ricerca e sperimentazione e permette di avere individui, con aspetti qualitativi

potenzialmente simili alle cultivar native europee.

| principali marcatori molecolari sono:
- Rpv3 e Rpv4 individuati su ibrido Regent (Fischer et al., 2004 e Welter et al., 2007).

- Runl individuato su Vitis rotundifolia (Bouquet et al., 2000).
- Ren2 individuato sull’incrocio Horizon x Illinois 547-1 (Dalbo et al., 2001).
- Ren3 individuato sull’incrocio Regent x Lemberger (Welter et al., 2007).

- Renl individuato su cultivar Kishmish vatkana (Hoffmann et al., 2008) e Dzhandzhal kara
(Coleman et al., 2009).

- Rpv2 individuato sull’incrocio Cabernet Sauvignon x 8624 (Wiedemann et al., 2006).
- Rpv3 che Rpv7 individuato sull’incrocio Chardonnay con Bianca (Bellin et al., 2009).

- Rpv8 individuato sull’incrocio Vitis amurensis “Ruprecht” x Vitis amurensis “Ruprecht”, Rpv9
e Rpv13 individuati sull’incrocio Moscato bianco x Vitis riparia (Blasi et al., 2011 e Moreira et
al., 2011).

- Rpv10 individuato sull’incrocio Gf.Ga-52-42 x Solaris (Schwander et al., 2011)

- Rpv12 individuato sulla vite asiatica Vitis amurensis (Venuti et al., 2013).
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2. OBIETTIVO DELLA TESI

L’attivita di ricerca svolta presso il Consiglio per la Ricerca in agricoltura e 1’analisi dell’Economia
Agraria — Centro di ricerca Viticoltura ed Enologia (CREA-VE) di Conegliano, si sviluppa
nell’ambito delle attivita di miglioramento genetico del centro, iniziato da oltre un decennio. In
particolare, lo studio € stato focalizzato nella ricerca dei geni di resistenza, responsabile della
tolleranza a peronospora e oidio, su ibridi perlopiu appartenenti alla prima e seconda generazione.
Tali ibridi sono conservati presso la collezione del CREA-VE di Conegliano. La prospettiva €
quella di utilizzare le fonti di resistenza individuate nell’ambito del programma di miglioramento
genetico, in particolare nella varieta Glera, per far fronte alle problematiche legate all’utilizzo dei
prodotti fitosanitari e del cambiamento climatico. Inoltre, il lavoro si propone come base per una
futura prospettica rivalutazione degli ibridi sul mercato regionale e nazionale, al fine di ampliare
la piattaforma ampelografica disponibile e disporre di varieta idonee a contrastare gli stress biotici

ed abiotici, che rendono il futuro della viticoltura poco sostenibile dal punto di vista ambientale.
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3. MATERIALE E METODI
3.1 Ibridi oggetti dello studio conservati presso il CREA-VE

Gli ibridi utilizzati per il processo di identificazione delle resistenze a peronospora e oidio, sono
in numero di 64 e si trovano presso il campo sperimentale del CREA-VE a Susegana (Treviso,
Italia 45° 51' 8.92" N, 12° 15' 31,53" E; alt. 70 m circa). Il sesto d’impianto ¢ 3.0 m x 0.5 m, con
un singolo capo a frutto capovolto e seguendo la gestione del suolo e della chioma tipica della
zona. Ogni varieta € composta da 5 ceppi. Le piante sono sottoposte ad un ridotto numero di
trattamenti fungicidi, eseguiti principalmente nel periodo antecedente la fioritura.

Gli ibridi analizzati sono identificati da un nome di accessione, un colore, un’origine (Tab. 1).

1 A x GM 64-94-5 N Germania | 33 | BURDIN 4716 N Francia
2 A XSV 1-72 B Germania | 34 | BURDIN 4795 N Francia
3 B 6-18 B Germania | 35 | BURDIN 5440 N Francia
4 C 41-44 B Germania | 36 | BURDIN 6205 N Francia
5 C 43-49 B Germania | 37 | BURDIN 7419 B Francia
6 GA 48-12 B Germania | 38 | COUDERC 22 N Francia
7 PHOENIX B Germania | 39 | COUDERC 25 N Francia
8 _ 40 KUHLMANN _
ORION B Germania 188.2 N Francia
9 _ a1 KUHLMANN _
GF 64-170-1 B Germania 194.2 N Francia
10 | REGENT N Germania | 42 | LANDOT 5400 B Francia
11 | GF 84-21-9 B Germania | 43 | RONDEAU 91-1 N Francia
12 _ 44 RANCIAUT _
GF.GA 52-42 B Germania NERA N Francia
13 | GF. 1993-22-6 B Germania | 45 | RAVAT 262 N Francia
14 ' 16 RAVAT-TISSIER .
GM 723-4 B Germania 578 B Francia
15 _ 47 GALIBERT 13-3 0 _
GM 7743-8 B Germania 15-3 B Francia
16 | ARAMON N Francia 48 | GALIBERT 15-2 B Francia
17 | EMON9 N Francia 49 | GALIBERT 21-2 N Francia
18 INCROCIO ' 50 .
BRUNI 624 B Francia GALIBERT 22-4 N Francia
19 | VIDAL 256 B Francia 51 | GALIBERT 23-1 N Francia
20 | LASTA B Serbia 52 | GALIBERT 237-34 N Francia
21 | BACO1 N Francia 53 | GALIBERT 238-35 N Francia
22 | BACO 2-16 B Francia 54 | GALIBERT 255-10 N Francia
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23 | BACO 30-12 N Francia 55 | GALIBERT 255-43 B Francia
24 56 GALIBERT

BACO 37-16 B Francia TREBLANC B Francia
o5 BACCHUS 57

BLACK N USA TERZI 96.1 B Italia
26 | ISABELLA N USA 58 | TERZI97.2 N Italia
27 | NIAGARA N USA 59 | TERZI 97.3 N Italia
28 MUSCAT BAILY 60

A N Giappone TERZI 97.41 N Italia
29 BERTILLE 61

SEYVE 1808 N Francia TERZI 97.46 N Italia
30 BERTILLE 62

SEYVE 4825 N Francia TERZI 100.31 N Italia
31 | BURDIN 4077 N Francia 63 | TERZI 108.6 N Italia
32 | BURDIN 4555 B Francia 64 | TERZI 111.4 N Italia

3.2

Gli

Tabella 1: Nome accessione, colore della bacca e paese d’origine degl’ibridi oggetto di studio.

Estrazione del DNA grezzo

ibridi sono stati campionati nel mese di Gennaio 2023. Per ogni varieta, sono stati campionati

tralci appartenenti alle 5 piante oggetto dello studio. | campioni vegetali sono stati poi inseriti in

provette da 2 ml, con I’aggiunta di due sfere d’acciaio, per favorire la rottura dei tessuti. Il

protocollo per I’ottenimento del DNA grezzo prevede:

disgregazione del materiale vegetale tramite Tissue Lyser Il (Qiagen GmbH, Hilden,

Germany), per un tempo di 4 minuti e una frequenza di 30 Hz (Fig. 3);

aggiunta di 450 pl di buffer di lisi preriscaldato a 65 °C, mescolamento in Tissue Lyser Il per

50 secondi a 13 Hz e incubazione in bagnetto termostatico a 65 °C per 15 minuti (Fig. 4);

aggiunta di 130 pl di buffer di precipitazione e posizionamento dei campioni in ghiaccio per

10 minuti;

prelievo di un’aliquota limpida di DNA grezzo (es. 100 pl) e disposizioni in una piastra da 96

con pozzetti da 0.2 ml;
centrifugazione (15 minuti a 13500 rpm) del DNA grezzo;

preparazione di un’aliquota diluita 20 volte di DNA grezzo (Fig. 5) da utilizzare per la

Polymerase Chain Reaction (PCR).
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Figura 3: Tissue Lyser Il Figura 4: Bagnetto termostatico Figura 5: Preparazione DNA grezzo

3.3 Amplificazione dei frammenti ed elettroforesi capillare

L’amplificazione dei marcatori SSR ¢ avvenuta in piastre da 96 pozzetti da 0.2 ml, utilizzando un
termociclatore T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, California, USA). Per ogni locus e stato
amplificato un singolo SSR, utilizzando primer forward marcati al 5°, con diversi fluorocromi
(FAM; NED). Per ogni campione é stata svolta una singola reazione di Multiplex-PCR in 20 pl,

suddivisa in tre fasi:

1. denaturazione iniziale a 94 °C per 5 minuti;
2. 35 cicli per la denaturazione a 94 °C per 45 s, annealing a 55 °C per 90 s ed un’estensione a
72 °C per 60 s;

3. elongazione finale a 72 °C per 10 minuti.

Per individuare i loci di resistenza nella progenie, sono stati utilizzati solo marcatori informativi e
strettamente associati al carattere. Per il locus Rpv3.1; 3.2; 3.3, sono stati utilizzati i microsatelliti
UDV734 e UDV737, invece per il locus Ren3-Ren9, sono stati utilizzati CenGen6, GF15-28 e
GF15-30 (Tab. 2).

55R Concentrazione Marcatura 5° Tabel Ia 2:

UDV 734 023 NED Microsatelliti utilizzati
per I’identificazione
dei geni Rpv e Ren,
CenGens 020 6-FAM concentrazione (UM) e
marcature in
fluorescenza.

UDv 737 025 NED

GF13-28 0.20 NED

GF13-30 0.30 6-FAM
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L’analisi dei frammenti € avvenuta tramite elettroforesi capillare su ABI 3130x| Genetic Analyzer

(Applied Biosystems, Fig. 6). Successivamente, i dati ottenuti sono stati analizzati con il software

GeneMapper 4.0 (Applied Biosystem, Darmstadt, Germany), che ha permesso di individuare gli

alleli e i loci di resistenza negli ibridi analizzati (Fig.7).

Figura 6: ABI Genetic Analyzer 3130xl

utilizzato per [’elettroforesi capillare.

L’attribuzione allelica ¢ stata velocizzata grazie alla
precedente sistemazione del “Bin Set” del
programma. Le assegnazioni alleliche sono state
visivamente controllate, attribuendo gli alleli
mancanti, quando il picco di un allele era molto piu
basso rispetto il secondo, oppure appena fuori del
Bin Set. Viene anche effettuata una correzione
qguando necessario per interferenza dovuta a segnali

off-scale.

| >
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Figura 7: Elettroferogrammi ottenuti dall ’analisi degli ibridi con marcatori molecolari ed analizzati

mediante software GeneMapper. Il grafico A mostra SSR con marcatura 6-FAM e fluorescenza blu, il

grafico B mostra alleli con marcatura VIC e colore verde, mentre il grafico C mostra loci con marcatura

NED e fluorescenza nera.
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 Ibridi analizzati presenti nella collezione del CREA-VE

Tra il 1800 e 1900, il mondo della ricerca ha iniziato a produrre numerosi ibridi interspecifici di
vite tra Vitis vinifera e specie americane del genere Vitis (Vitis labrusca, Vitis lincecumii, Vitis
riparia, Vitis rupestris etc.), con lo scopo di ottenere una vite resistente alle avversita biotiche
importate dal Nuovo Mondo. A causa della legislazione restrittiva e della scarsa qualita della loro
uva, nel corso degli ultimi decenni, questi ibridi sono andati incontro ad un progressivo abbandono,
che li ha relegati per lo piu nelle collezioni di germoplasma dei centri di ricerca. Le crescenti
attenzioni verso viticolture a minore impatto ambientale, che possano adattarsi anche al
cambiamento climatico, hanno portato ad un nuovo interesse verso questi vitigni, attualmente
sono oggetto di vari studi.

Viene caratterizzata geneticamente, per la presenza di geni di resistenza a peronospora ed oidio,
una parte della collezione di vecchi ibridi, mantenuta presso i vigneti sperimentali del centro
CREA-VE, che raccoglie materiale proveniente maggiormente da Francia e Germania, che sono
stati paesi pionieri nella creazione di ibridi resistenti alle maggiori ampelopatie della vite.

I geni di resistenza a peronospora denominati Rpv (resistant to Plasmopara viticola) ed i geni di
resistenza ad oidio, denominati Ren (resistant to Erisiphe necator), sono stati cercati in 64
accessioni di ibridi, mediante marcatori molecolari (MAS), strettamente associati ad essi. 1l set di
marcatori microsatellite utilizzato e stato ottimizzato ed integrato nel corso degli anni, a partire da
quello proposto da De Nardi et al. (2018). Gli SSR scelti si sono confermati efficaci per il processo
di selezione assistita. Sono risultati polimorfici, con allele univoco associato al locus di resistenza
e con combinazioni alleliche e di marcatura in fluorescenza che hanno consentito di analizzare i
genotipi con una singola corsa elettroforetica. Per le condizioni di analisi utilizzate, gli alleli in
linkage con i loci di resistenza a peronospora sono: 237 bp per il marcatore UDV734 e 281 bp per
il marcatore UDV737 associato al gene Rpv3.1; 241 bp per il marcatore UDV734 e 281 per il
marcatore UDV737 associato al gene Rpv3.2; 233 bp per il marcatore UDV734 e 274 bp per il
marcatore UDV737 associato al gene Rpv3.3.

Gli alleli in linkage con i loci Ren3/Ren9, per la resistenza a oidio, sono 283 bp, 342 bp e 445 bp,
rispettivamente per i marcatori CenGene 6, GF15-28 e GF15-0 (Tab. 3).
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ARNSBURGER X

! GEISENHEIM 6494-5 no no N/D

2 Rpv3.3;
SAPHIRA Rpv3.3 Ren3; Ren9 | Ren3; Ren9

3 | POLLUX no no N/D

4 | GEILWEILERHOF C 41-44 no no N/D

5 | GEILWEILERHOF C-97-45 no no N/D

6 GEILWEILERHOF GA-48-
12 Rpv3.1 no N/D

7 Rpv3.1;
PHOENIX Rpv3.1 Ren3; Ren9 | Ren3; Ren9

8 Rpv3.1;
ORION Rpv3.1 Ren3; Ren9 | Ren3; Ren9

9 | GEILWEILERHOF 64-170-1 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D

10 Rpv3.1;
REGENT Rpv3.1 Ren3; Ren9 | Ren3; Ren9

1 Rpv3.1; Rpv3.3;
VILLARIS Rpv3.1; Rpv3.3 Ren3; Ren9 | Ren3; Ren9

12 GEILWEILERHOF GA-52-
42 Rpv3.1 no N/D

13 Rpv3.1; Rpv3.2;
CALARDIS Rpv3.1; Rpv3.2 Ren3; Ren9 | Ren3; Ren9

14 | GEISENHEIM 723-4 Rpv3.1 no N/D

15 | GEISENHEIM 7743-8 no no N/D

16 | ARAMON NOIR no no N/D

17 | EMON 9 Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D

18 | INC. BRUNI 624 Rpv3.1 no N/D

19 | VIDAL BLANC Rpv3.3 Ren3; Ren9 | N/D

20 | LASTA no no N/D

21 | BACONOIR no no N/D

22 | TOTMUR no no N/D

23 | ESTELLAT no no N/D

24 | DOURIOU no no N/D

25 | BACCHUS BLACK no no N/D

26 | ISABELLA no no N/D

27 | FREDONIA no no N/D

28 | MUSCAT BAILY A no no N/D

29 | BERTILLE SEYVE 1808 no Ren3; Ren9 | N/D

30 | BERTILLE SEYVE 4825 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D

31 | BURDIN 4077 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D

32 | BURDIN 4555 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D
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33 | BURDIN 4716 Rpv3.2 no N/D
34 | BURDIN 4795 Rpv3.2 no N/D
35 | BURDIN 5540 no no N/D
36 | BURDIN 6205 Rpv3.2 no N/D
37 | BURDIN 7419 no no N/D
38 | COUDERC 22 no no N/D
39 | COUDERC 25 no Ren3; Ren9 | N/D
40 | MARECHAL FOCH no no N/D
41 | LEON MILLOT no no N/D
42 | LANDOT 5400 Rpv3.2 no N/D
43 | RONDEAU 91-1 Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D
44 | RANCIAUT NOIR Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D
45 | RAVAT NOIR Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D
46 | TISSIER RAVAT Rpv3.2 no N/D
47 | SAINT VICTOR Rpv3.1 no N/D
48 | GALIBERT COULONDRE

15-2 Rpv3.1 no N/D
49 | GALIBERT COULONDRE Rpv3.1

21-2 Ren3; Ren9 | N/D
50 | COURNON Rpv3.1 no N/D
5, | GALIBERT COULONDRE Rpv3.1 Ren3; Ren9

23-1 N/D
52 | ASPIGNAN 1 Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D
53 | PETRERA NERA Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D
54 | MUSCADOULE Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D
55 MUSCAT DE ST. Rpv3.1 Ren3; Ren9

CHRISTOL N/D
56 | GALIBERT TREBLANC Rpv3.1 Ren3; Ren9 | N/D
57 | INC. TERZI 96-1 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D
58 | INC. TERZI 97-2 Rpv3.3 no N/D
59 | INC. TERZI 97-3 no Ren3; Ren9 | N/D
60 | INC. TERZI 97-41 no no N/D
61 | INC. TERZI 97-46 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D
62 | INC. TERZI 100-31 no no N/D
63 | INC. TERZI 108-6 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D
64 | INC. TERZI 111-4 Rpv3.2 Ren3; Ren9 | N/D

Tabella 3: Prime name degli ibridi analizzati, resistenze a peronospora ed oidio e confronto dei risultati

ottenuti con il Vitis International Variety Catalogue (VIVC).
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4.2 Analisi statistica

Si puo osservare che dei 64 ibridi analizzati 22 non presentano alcun gene di resistenza nei
confronti di Peronospora e Oidio, mentre 42 presentano almeno una resistenza a Peronospora o
Oidio (Fig. 8). Dei 42 ibridi resistenti, 13 presentano resistenza solo a Peronospora, 3 solo
resistenza ad oidio e 26 ibridi presentano geni di resistenza sia nei confronti di Peronospora che di
Oidio (Fig. 9 e Fig. 10).

I 39 ibridi resistenti alla Peronospora presentano 3 tipi di resistenza diversi in base agli alleli

individuati:

e Alleli corrispondenti a Rpv3.1: 237, 281
e Alleli corrispondenti a Rpv3.2: 241, 298
e Alleli corrispondenti a Rpv3.3: 233, 274

Tra gli ibridi analizzati 20 hanno geni Rpv3.1, 14 hanno geni Rpv3.2, 3 hanno geni Rpv3.3; un
ibrido presenta piramidazione dei geni Rpv3.1 e Rpv3.2 e un altro per Rpv3.1 e Rpv3.3 (Fig. 11).

Per quanto riguarda I’Oidio, i 29 ibridi che ne presentano la resistenza hanno sia Ren3 che Ren9

perché i due loci di resistenza, essendo posizionati vicini sul genoma della vite, segregano insieme.
e Alleli corrispondenti a Ren3 e Ren9: 283, 342, 445.

Le varieta Calardis e Villaris rappresentano gli unici ibridi di quarta generazione (moderni) che
presentano una resistenza piramidata nei confronti della peronospora; queste varieta sono
attualmente utilizzate nel programma di miglioramento genetico della Glera attivo preso il Centro

di ricerca Viticoltura ed Enologia di Conegliano.

Dal confronto con la letteratura, solamente il 9.4 % dei 64 ibridi analizzati hanno trovato conferma
della presenza dei geni di resistenza, identificati con il presente studio, dopo consultazione del
database internazionale del Vitis International Variety Catalogue (VIVC). | dati relativi alla
resistenza Rpv e Ren per la maggior parte delle accessioni ibride analizzate sono presentati per la
prima volta in questo lavoro di ricerca e saranno prontamente divulgati presso la comunita

scientifica internazionale.
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IBRIDI CON O SENZA RESISTENZA

34%
66%

i Ibridi che non presentano alcuna resistenza
i Ibridi che presentano almeno una resistenza Rpv o Ren

Figura 8: Percentuale di ibridi che hanno mostrato almeno una resistenza Rpv o Ren sui 64 analizzati.

QUANTI IBRIDI RISULTANO ESSERE
RESISTENTI ALLA PERONOSPORA?

m Ibridi resistenti alla Peronosora = Ibridi non resistenti alla Peronosora

Figura 9: percentuale di ibridi resistenti a Peronospora, su 64 ibridi oggetto di studio.
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QUANTI IBRIDI RISULTANO ESSERE RESISTENTI
ALL'OIDIO?

m [bridi resistenti all'oidio m Ibridi non resistenti all'oidio

Figura 10: percentuale di ibridi resistenti a Oidio, su 64 ibridi oggetto di studio.

Rpv3.1;3.2;3.3

10,2%

¢

= Rpv3.1 =Rpv3.2 =Rpv3.3

Figura 11: Distribuzione dei geni Rpv.
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5. CONCLUSIONE

La ricerca effettuata ha permesso di identificare geni di resistenza a peronospora ed oidio, presenti
negli ibridi del germoplasma di vite conservato presso il centro di ricerca CREA-VE. Se per alcune
varieta come Saphira, Phoenix ed ibridi moderni quali il Calardis ed il Villaris, (Tab. 3) i dati
riscontrati hanno trovato certezza con i confronti bibliografici, dall’altro canto, attraverso questo
lavoro sperimentale, sono stati ottenuti nuovi risultati che tuttavia non hanno ancora un riscontro
con la letteratura consultata. Tali risultati rappresentano il primo passo al fine di estendere la
piattaforma ampelografica dei vitigni resistenti disponibili e possono rappresentare un serbatoio di
parentali in futuri programmi di miglioramento genetico della vite. Per una agricoltura integrata
che miri a diminuire quanto piu possibile il contributo della chimica di sintesi, e a maggior ragione
nell’agricoltura biologica, questi vitigni resistenti dovrebbero trovare il terreno ideale per
esprimere tutto il loro potenziale. In Italia la superficie coltivata con tali ibridi € molto limitata
(non ha mai raggiunto 1’1% e quasi interamente in Veneto e Friuli Venezia Giulia), anche grazie
a leggi molto severe introdotte in netto anticipo rispetto agli altri paesi e a piccole deroghe che la
legge del 1931 concedeva ad alcune province.

In Francia ha rappresentato anche il 20% e ancora oggi, la superficie coltivata a ibridi non é
trascurabile.

Tali varieta, sebbene in passato abbiano subito una valutazione negativa dal punto di vista
enologico/commerciale, rappresentano comunque una risorsa genetica di cui riscoprire il
potenziale enologico alla luce delle recenti tecniche di vinificazione e possono essere alla base per
molti studi sui caratteri di resistenza biotica ed abiotica, sull’utilizzazione dei metaboliti secondari,

polifenoli in particolare, valutazioni bioenergetiche etc.
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