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Impatto delle TEA nel miglioramento genetico delle specie orticole
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Impatto delle TEA nel miglioramento genetico delle specie orticole

e Innovazione genetica a livello metodologico

m In pochi decenni siamo passati da metodi basati su eventi casuali e non
riproducibili (mutagenesi e transgenesi) a metodi di miglioramento genetico
basati su processi predeterminati e riproducibili a carico di geni specifici (GE)

m Alla selezione fenotipica, per lungo tempo realizzata unicamente su base
morfologica, € stata affiancata la selezione genotipica, assistita da marcatori
molecolari di valenza predittiva (MAS/MAB)

Genome editing

|

MAS breeding
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Cross-breeding
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e Editing genomico: analisi della letteratura
» Applicazioni nelle piante agrarie: articoli 2010¢ 2025 (>800)
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o Editing genomico: analisi della letteratura
= Applicazioni nelle piante orticole: articoli 20&2025 ¢ 70)

14
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1. TEA come nuova frontiera del miglioramento genetico
di precisione per la costituzione di nuove varieta di
specie orticole



Impatto delle TEA nel miglioramento genetico delle specie orticole

* Principi guida : "more with less" + "do no significant harm”
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e Caso di studio: frutti biofortificati (alimenti funzionali)

==~ 2022: sviluppo di linee di pomodoro con frutti biofortificati tramite editing
genomico per incrementata capacita di accumulo di 7-deidrocolesterolo

Provitamin D3

Optical image 7-DHC 7-DHC Cholesterol a-tomatine
m/z367.33 miz 365.32 m/z 369.35 m/z1034.55
Varieta migliorate e o me o owen o owns

non solo produttivita
ma anche qualita

7-DHC Y Colecalciferolo
(Provitamina D3) :

contribuisce a regolare i livelli di
calci o e fosforo
favorendone | 6ass
livello intestinale

Open Access | Published: 23 May 2022

BRIEF COMMUNICATION

nature
plants s lors/ 0B AIATT022.0TS86

Biofortified tomatoes provide a new route to
vitamin D sufficiency

Jie Li', Aurelia Scarano /2, Nestor Mora Gonzalez 3, Fabio D'Orso *'4, Yajuan Yue',
Krisztian Nemeth®, Gerhard Saalbach’, Lionel Hill', Carlo de Oliveira Martins ©", Rolando Moran®,
Angelo Santino? and Cathie Martin ©'%

- Mineralizzazione ossea
- Funzione immunitaria

- Funzione muscolare

- Regolazione umore
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e Caso di studio: frutti biofortificati (alimenti funzionali)

==~ 2023: miglioramento del valore nutrizionale in pomodoro tramite cisgenesi
per | 6aumentata sintesi di fl avonoi d

186
(@) mALS  Pro> Ser (b) (©)
T S B o on
Plant Biotechnology Journal 16+ v gsslies, e
e e QR g & ™
& 12- S
Research Article = & OpenAccess @ @ @ WIALS (nt 547-564): ggt caa gtf ccajagg agg ]
Pro -l
Dually biofortified cisgenic tomatoes with increased mMALS (nt 547-564): ggt caa gtd tcallagg agg E S
flavonoids and branched-chain amino acids content —_— £ 4
GGTC GTGTC GG G G E
Marta Vazquez-Vilar, Asun Fernandez-del-Carmen, Victor Garcia-Carpintero, Margit Drapal, Silvia Presa, o
Dorotea Ricci, Gianfranco Diretto, José Luis Rambla, Rafael Fernandez-Mufioz ... See all authors +

A pomodori biofortificati  con flavonoidi
(polifenoli) antiossidanti e amminoacidi
a catena ramificata (BCAA) Y alimenti
funzionali e valore nutrizionale migliorato

©)  No. [CLS] DsRed+ shoots

, _ o _ explants  (ugL™)  No. %
A geni nativi di pomodoro  + profilo 40 0 0 0.0
metabolico controllato Y maggiore 60 5 1 1.7

accettazione e sicurezza percepita da 60 75 1T

. . 178 10 12 6.7
parte dei consumatori mE 48 5 4B

141 20 2 1.4
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e Caso di studio: resistenza ad agenti batterici

Plant Biotechnology Journal = 2024: editing genico mediato da
CRISPR/Cas9 conferisce resistenza
AT e alla maculatura batterica da

CRISPR/Cas9-mediated editing of Bs5 and Bs5L in tomato - Xanthomonas in pomodoro
leads to resistance against Xanthomonas

Arturo Ortega’??, Kyungyong Seong? (79, Alex Schultink?, Daniela Paula de Toledo Thomazella®3 (73,
Eunyoung Seo®?, Elaine Zhang?, Julie Pham?, Myeong-Je Cho®, Douglas Dahlbeck??3, Jacqueline Warren?,

Plant Biotechnology Journal (2024) 22, pp. 2785-2787 doi: 10.1111/pbi. 14404

Gerald V. Minsavage®, Jeffrey B. Jones®, Edgar Sierra-Orozco®, Samuel F. Hutton® and Brian Staskawicz?>* (
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CRISPR/Cas9 target design =
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s s
L § N a | )
e e 250bp
: CRISPR target region ~ PAM CRISPR target region ~ PAM “”“;
Wild type CCA AAA GAT GCA TAC CCA CCA CCA GGG TAC CCA  Wild type TCT AAA GAT GCA TAC CCA CCA CCA GGG TAT CCT
SIbs5-1 CCA AAA GAT GCA TAC CCA TCC ACC AGG GTA CCC  SIbs5-1 TCT AAA GAT GCA TA- --- -CA CCA GGG TAT CCT
N
Slbs5-2 CCA AAA GAT GCA TAC CCA TCC ACC AGG GTA CCC  SIbs5-2 TCT AAA GAT GCA TAC CCA CCA ACC AGG GTA TCC Y
\
Sibs5-2 (% -

Valutazione qualitativa dei sintomi della
malattia causata da Xanthomonas perforans
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e Caso di studio: ridotto potenziale allergenico

=¥~ 2025: Linee di soia con ridotto potenziale allergenico costituite mediante
editing genomico (CRISPR/Cas9 multiplex)

gRNA2/
gRNA3 gRNA1

Nos-Ter 1 i / NLS
l— Bar < Nos A!U& CaMVv 3%> acoCas9 I]—'

tRNA  tRNA

. CaMV-Ter RB
& frontiers | Frontiers in

CRISPR/Cas9-mediated
simultaneous targeting of
GmP34 and its homologs
produces T-DNA-free soybean
mutants with reduced
allergenic potential

Dongwon Baek™, Byung Jun Jin®, Mi Suk Park®, Ye Jin Cha?,
Tae Hee Han?, Ye Na Jang?, Su Bin Kim?, Sang In Shim?,

JongHll Chung® Hyun Jin Chun™ and Min Chut (Gm 672 A Utilizzo di CRISPR/Cas9 multiplex per disattivare simultaneamente i geni

e e e e B e GmP34h1/h2 responsabili delle reazioni allergeniche

A Ottenimento di linee mutanti prive di T -DNA quindi mancanti di sequenze
transgeniche

A Assenza della proteina allergenica confermata da analisi proteiche
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e Caso di studio: " reqgulatory -friendly precision breeding"

=%~ Varieta migliorate via editing genomico DNA-free in lampone
tramite transfezione con RNP di CRISPR/Cas9

& frontiers et e Repor

10.3389/fgeed 202515894351

Frontiers in Genome Editing

DNA-free CRISPR genome editing
in raspberry (Rubus idaeus)
protoplast through
RNP-mediated transfection

Ryan Creeth*, Andrew Thompson and Zoltan Kevei*

Centre for Soil, Agrifood and Biosciences, Cranfield University, Cranfield, United Kingdom
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A Possibilita di editing in varieta

clonali preservando il patrimonio
genetico

A Riduzione di tempi e costi

rispetto ai metodi tradizionali di
trasformazione genetica

A Migliore accettazione a livello

normativo e commerciale grazie
all 6assenza di
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e Caso di studio: maschiosterilita (per sviluppo varieta F1)

==~ Induzione di maschio-sterilita nucleare nelle Brassicaceae

A Semplificazione della produzione
di ibridi grazie alla creazione di
linee portaseme maschiosterili

A Ri duzione dell 6dus

Brems1 mutation induced tapetum | manuali o chimici nei processi di
deficiency leading to male sterility in produzione sementiera
Chinese cabbage (Brassica rapal L. ssp. | ) _ _
pekinensis) A Potenziale trasferimento ad altre
h———— A a L 2 Brassicacee di maggior valore
@ Access provided by CARE COMPACT-CRUI ‘ // : o ‘ ‘ ] ag roal |mentare
; M5026|FT M5026rr 2 Wis026
Chuanhong Liu, Lin Wang, Chong Tan, Di Zhao & Zhiyong Liu [ Generatiol Total Male fertility Male sterile Segregation ratio xz 12@5

P, (°FT") 50 50 0

P, (M5026) 50 0 50

F, (P,xP)) 20 20 0

F,'(P,xP,) 20 20 0

F, 768 581 187 3.10:1 0.17 3.841




Impatto delle TEA nel miglioramento genetico delle specie orticole

e Caso di studio: maschiosterilita (per sviluppo varieta F1)

==~ Induzione di maschio-sterilita nucleare nelle Solanaceae e Asteraceae

& frontiers | Frontiers in

Unlocking male sterility in
horticultural crops through gene
editing technology for precision
breeding applications:
presentation of a case

study in tomato

Silvia Farinati, Adriana Fernanda Soria Garcia, Samela Draga,
Alessandro Vannozzi, Fabio Palumbo, Francesco Scariolo,
Giovanni Gabelli and Gianni Barcaccia®

doi: 10.3389/fpls.2025.1549136

A MYBS80 & un gene candidato valido per
produrre mutanti ms via CRISPR/Cas
in pomodoro, lattuga e radicchio

GA

<|

@@ o ‘?v.
= ’A’ (] 1 .u’ 3
= S
MYB80 7 -

8RNA_lex: GAGAGGGCAATGGACTCCTG AGG

GTTAAGAGAGGGCAATGGACTCCTGAGGAAG)

I T I T
CEEED
® o O

SN N L

ele 1-4
1-E

BRNA_3ex: GCCAAATGAGGGACTTGTGG TGG

WT TCCCTCATTTGGCTGAAGCAGCACTTGGTTGTTTCA MYBE0 (70%)
= TCCCTCATTTGGCTGAAGC---ACTTGGTTGTTTCA (-3) (5,


https://doi.org/10.3389/fpls.2025.1549136
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e Caso di studio: maschiosterilita (per sviluppo varieta F1)

(==~ Induzione di maschio-sterilita nucleare nelle Solanaceae e Asteraceae

New BIOTECHNOLOGY 90 (2025) 206-222

Gontentslss avlable at cienceDirec A Ottimizzazione di protocolli di estrazione dei
New BIOTECHNOLOGY protoplasti per 12 biotipi coltivati di cicoria e indivia
ELSEVIER [ e e S B A A Rigenerazione in vitro ottenuta da singoli protoplasti

secondo protocolli ad elevata efficienza

Establishing a cutting-edge protoplast technology platform for applying . . . . . ..
new genomic techniques in Cichorium spp A Implementazione di una tecnologia efficace di editing

Adriana Fernanda Soria Garcia ', Silvia Farinati ', Samela Draga, Damiano Riommi, genom ICO D NA-free per prOtopIaStl dl CIChorlu m Spp

Giovanni Gabelli, Alessandro Vannozzi, Gianni Barcaccia @, Fabio Palumbo

https://doi.org/10.1016/j.nbt.2025.10.008
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Finanziato 7%, Ministero . \
dall'Unione europea .y dell’Universita = ‘M Italiadomani )
NextGenerationEU “&> edellaRicerca » BRI N enza agritech

National Center for
Technology in Agriculture

Spoke 4. Advanced genomic technologies forthe selection of multiple
resilient traits in crop plants (Task 4.1.1)

Chr6 SNP SSR Stress idrico
4 cifr07 ] '
srbkl, T1838 ®
1-SST T172 =
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nsHl:\8 T50 [ ] P .
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- . .. CimyB17 T11118 m
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breeding (MAB) e 0= |nattivazione tramite GE di un gene di
genome editing (NGT) suscettibilita - DMR6 nella varieta "San
finalizzate alla casic? il Marzano" di pomodoro al fine di ottenere
selezione di varieta Toss W tolleranza a stress idrico (siccita) e
superiori di specie resistenza a stress biotico (peronospora)
orticole Kieg W




2. CRISPR/Cas come strumento genomico di precisione
per | 0accertamento dell 01 dent
la tracciabilita molecolare dei loro derivati alimentari
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A Metodologie di tracciabilitd genetica: dal DNA (meta)  barcoding e
DNA genotyping ai nuovi tools ad alte prestazioni: ddPCR, LAMP, . {9 i
. ; . e L
ddRADseq e CRISPR/Cas per garantire la sicurezza agroalimentare € gio/ A QPCRAPCR
SSRs, SNPs
1 ot E=C
:5%2 gg @ r:ll\;iplexPCR
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S 5 / < N . CRISPRICas
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E. 10 — éj
:
3 o .
g W \ 5 A . + * SNPs
Z I vﬁ—— + Barcoding genes
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- &S = + v PCR
| [ | [ | [ [ [ I | EE H + CRISPRICas
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Year
Cas9, Cas12, Cas13, Cas14

Lanubile A. et al. (2024) DNA-based techniques to check quality and

7]
©
(8} + Dual PCR
authenticity of food, feed and medicinal products of plant origin: A review. v . rALLIlE;iglex PCR
o .
Trends in Food Science & Technology vol. 149: art. 104568. & + RPA

https://doi.org/10.1016/).tifs.2024.104568
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A Metodologie di tracciabilitd genetica: dal DNA (meta) barcoding e
DNA genotyping ai nuovi tools ad alte prestazioni: ddPCR, LAMP,
ddRADseq e CRISPR/Cas per garantire la sicurezza agroalimentare

Radicchio (progenitor)

Rosso di Treviso
W (Cichorium intybus)

‘t‘ -~ Curled endive (Scarola)
U ;’ g (Cichorium endivia)

bt @
| @ Variegato di \

Castelfranco

Multilocus SSR genotyping

W 4FLUF2-Ch

Rosso di
Treviso tardivo

(hybridization with endive)

Rosso di

Verona Vanegato di Chioggia ¢
(mass selection, 1950-60) (mass selection, 1930) B 1-F1-Ch
‘ : \ [ 3-FU/F2-Ch
Rosso di / \ R
Treviso precoce \® PN .
(mass selection, 1965-70) A il e h
- ottt o 1-0P-Ch B 20p-¢
Rosso di Chioggia . AN 2

(mass selection, 1950) Bianco di Chioggia RN o
(mass selection, 1990) 00 06"

= Geneticstructure of cultivated varieties of radicchio (Cichorium intybusL.):
a comparisonbetweenF1 hybrids and synthetics
Alice Patella, Francesco Scariolo, Fabio Palumbo, Gianni Barcaccia
Plants (2019) vol. 8: art. 21 https://doi.org/10.3390/plants8070213
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A Metodologie di tracciabilitd genetica: dal DNA (meta) barcoding e
DNA genotyping ai nuovi tools ad alte prestazioni: ddPCR, LAMP,
ddRADseq e CRISPR/Cas per garantire la sicurezza agroalimentare

NGS genotyping (RAD sequencing ) .genes
Genetic Similarity (%) . C.Zonrdinate 2 (%) Ancestry (%)
48 51 60 66 72 74 84 ‘,(‘] : u‘m - I‘-‘A - ll'z 4: Q 6 ].2 1 ﬁ 2." 3229 .‘x‘h 40 a 20 M) 60 80 100 Artide
ﬂj : Genotyping by RAD Sequencing Analysis Assessed
) s . . the Genetic Distinctiveness of Experimental Lines and
A & Narrowed down the Genomic Region Responsible for
: . ; Leaf Shape in Endive (Cichorium endivia L.)
. l: | "2 Alice Patella t, Fabio Palumbo (0, Samathmika Ravi, Piergiorgio Stevanato'” and
. ;, Gianni Barcaccia *
i b Genes (2019) vol. 8, art. 213
" s o https://doi:10.3390/plants8070213
— ., » ]

N : ; . % Article
e ] , 2 Genotyping Analysis by RAD-Seq Reads Is Useful to Assess

i the Genetic Identity and Relationships of Breeding Lines in

R s | % i Lavender Species Aimed at Managing Plant Variety Protection

z: : : : 7 Francesco Scariolo 1, Fabio Palumbo 1, Alessandro Vannozzi 1, Gio Batta Sacilotto 2, Marco Gazzola 2 ‘

_|j g Rt 1 and Gianni Barcaccia **

- " Genes (2021) vol. 12: art. 1656

— o https://doi.org/10.3390/genes12111656

(a) (b) (c)
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A Metodologie di tracciabilitd genetica: dal DNA (meta)
DNA genotyping ai nuovi tools ad alte prestazioni:

barcoding e
ddPCR, LAMP,
ddRADseq e CRISPR/Cas per garantire la sicurezza agroalimentare

H= Selectingdiscriminant panels of markers: the more thebetter?
& The case study of thdocal variety of celery "Sperlonga»
E: Mazzucato A. et al sibmittedl
g A Based on SNP data, the most similar and dissimilar
Bianlco di = samples differed for 48/7189 loci (0.3%) and
Sperionga 373/7180 loci (3.9%), respectively, whereas they
P resulted genetically identical and molecularly
\ undistinguishable based on SSR data
% A Degrees of the overall homozygosity/heterozygosity
= as well as genetic diversity statistics and phylogenetic
5%”’ relationships among accessions were substantially
= comparable (SNP vs. SSR data)
—
Daybreak I
Sedano Bianco |7
Sedano Bianco
Galatea
Nero di Trevi ' : : . '
(;455 (|).60 0|.65 6.70 6.75 (IJ,SO (;485 6.90 <|).95 1|.oo 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80

SSR markers (18 loci) vs. SNP markers (7.180 loci)
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Finanziato Ministero .
dall'Unione europea &5 dell’'Universita <. ‘B Italiadomani
NextGenerationEU 2> e della Ricerca " B/ RIFRESA & RESILIENZA

Genome -wide strategies aimed at the assessment of genetic distinctiveness
uniformity and stability (DUS), and identity (PVP) of pre-commercial varieties in the

agritech

National Center for

main horticultural crop species for the fresh -cut market (Task 1.3.5)

Enll
Enl.2
Enl}
Enld
EnR1
EnR2
EnR}
EnR4

C. intybus L.
latifolium (radicchio)

pue e —————
(AW

A pioneering genotypic and phylogenetic
characterisation of Cichorium crops through
a genome-scale sequencing for future
breeding innovations

Francesco Scariolo’, Samela Draga', Damiano Riommi', Alessandra Tondello', Lydia Grace Griffin'?, Fabio Palumbo',
Alessandro Vannozzi' and Gianni Barcaccia'

Abstract

The genus Cichorium, which comprises economically important crops such as chicory and endive, exhibits
significant genetic and phenotypic diversity. This study used genome-scale sequencing based on ddRAD
technology to explore the genetic diversity and relationships, and to identify multiple discriminant loci within this
genus. Moreover, microscopy analysis was conducted to identify morphological traits, such as pappus structure,
to aid species-level identifications. Despite this, the genetic complexity within Cichorium remains challenging to
resolve based solely on phenotypic characteristics. Our study confirms the efficacy of ddRADseq in generating
high-quality genotyping-by-sequencing data, identifying 1,350 muilti-allelic polymorphic loci across 368 genotypes
and revealing significant genetic differentiation among species, varieties, and biotypes. Lower observed
heterozygosity (Ho) compared to expected heterozygosity (Hs) suggests the presence of fixed genotypes within
biotype groups, likely due to selection for specific morphological traits. Genetic distance and clustering analyses
proved the distinctiveness of self-incompatible species (C. intybus and C. spinosum) from self-compatible species
(C. endivia and C. pumilum). Notably, a strong genetic relationship was observed between C. intybus var. foliosum
(Witloof) and var. sativum (Root chicory), supporting the hypothesis of a common ancestry. These findings may
help refine the taxonomic classification of Cichorium, offering valuable insights for the conservation of genetic
resources and their classification, the precise adoption in breeding decisions and genomic selection of suitable
genotypes, as well as the genotypic identity determination of registered cultivars with the protection of breeder’s
rights.
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