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Riassunto
La lenticchia (Lens culinaris Medik.) & una delle specie di pitt antica utilizzazione, rinomata per 1’elevato
_ contenuto proteico della granella e per le sue proprietd salutari. [ cambiamenti socio-economici che si sono
~ verificati dal dopoguerra ad oggi nel nostro Paese hanno condotic ad vna drastica riduzione (93%) delle
" superfici destinate alla coltivazione della lenticchia provocando la scomparsa di molti ecotipi e il rischio di
- erosione genetica per quelli ancora in coltura. Al fine di valorizzare e conservare la biodiversithd presente
. nelle attwali popelazioni locali & stata condotta un’analisi molecolare per la stima della variabilith genetica
. presente all’interno e tra i tre ecotipi Onano, Altamura e Villalba, che vantano antiche origini e sono rinomati
" "per le loro proprieta organolettiche. Le popolazioni sono state analizzate su base “singola pianta™ mediante
_ marcatori AFLP, e in “bulk” di pi piante mediante marcatori I-SSR.

- Abstract
... Lentil (Lens cwlinaris Medik.) is an important grain legume cultivated worldwide as haman food and dating
- back to pre-historic times. Social-economic changes, which occurred in the last 50 years in ltaly, had
- ‘conduicted to a drastic reduction of lentil cultivation (by 93%) resuliing in the disappearance of several local
" populations and exposing the ones still in cultivation to a high risk of genetic erosion. In order to improve
- ‘and to preserve biodiversity still present inside the current landraces we investigated the level of genetic
“variation within and among three of the most appreciated Italian common lentil ecotypes: Onano, Altamura
- and Villalba.
. Altamura, Onano and Villalba planis were analysed at individual level by fluorescent AFLP {Amplified
.. Fragment Lenght Polymorphism) markers and in bulk using I-SSR (Inter-Simple Sequence Repeats) markers.

: Parole chiave: biodiversith, erosione genetica, marcatori molecolari, similarita.
Key'words: biodiversity, genetic erosion, molecular markers, similarity.

oduzione

nticchia (Lens culinaris Medik.; 2n = 2x = 14) rappresenta una delle specie di pill antica
lizzazione per il sostentamento dell'uomo ed & stata da sempre apprezzata per le qualita della sua
lla'che contiene una buona quantith di proteine, accompagnata da un basso contenuto in
ti antinutrizionali, Inoltre i residui colturali possono essere utilizzati per I’alimentazione del
bestiame e, dal punto di vista agronomico, la lenticchia & considerata una coltura miglioratrice in
anto grazie all’azione azoto-fissatrice, arrichisce il terreno di azoto disponibile per la coltura
s ccessnva Nella seconda meti del secolo scorso la coltivazione della lenticchia ha avuto un
.B\fole incremento in paesi come 1'Asia e I’ America Centro-settentrionale, mentre ha subito un
forte declino in Italia.

lunga tradizione che detiene questa coltura ha permesso I’evoluzione nel tempo di numerose
. P°P01a210m locali ben adattate al microclima di ristretti areali, Attualmente in Italia la lenticchia &
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diffusa prevalentemente in zone svantaggiate di montagna e di collina collocate nella parte centr.
e meridionale del nostro Paese. La produzione nazionale perd non riesce piu a sopperire. g
fabbisogno interno, tanto da dover ricorrere ad importazioni da Canada, Usa e Turchia, per: COprir
oltre 1a meta del nostro consumo. Ormai da tempo si sta verificando la scomparsa di moltj ecotlp '
il rischio di erosione genetica per quelli ancora in coltura. Risulta quindi necessario up. Tapi
intervento che perti alla valorizzazione e alla conservazione della biodiversitd presente nelle
popolazioni locali di lenticchia ancora in vita. Le strategie di intervento per la lotta all’ erosione
genetica prevedono anche 1'utilizzazione delle biotecnologie vegetali che a livello moiecolaI
possono individuare e caratterizzare la variabilita genetica. E possibile rilevare la vari
presente nelle sequenze del DNA mediante I'identificazione di marcatori molecolari correla '
polimorfismo intra-specifico dei materiali da salvaguardare. :

Gli sforzi che recentemente si stanno sostenendo per cercare di salvaguardare pOpOIamom locali
di antica tradizione incoraggiano lo studio e la caratterizzazione di queste ultime. Al tal fine.
condotta un’analisi molecolare atta a stimare la variabilitd genetica presente all'interno e fra i fi
ecotipi Onano (Viterbo), Altamura (Bari) e Villalba (Caltanissetta), che vantano antiche origi
sono rinomati per le loro proprieta organolettiche, Nel secolo scorso la produzione di lenticehi
nostro Paese si & incentrata essenzialmente su questi tre ecotipi (Piergiovanni, 2000). La len icc
di Onano ha ottenuto riconoscimenti nazionali ed internazionali gia a partire dai primi as
1900; 1a lenticchia di Altamura e quella di Villalba sono state particolarmente apprezzate dagli Ahnj
Trenta agli anni Cingquanta. Attwalmente la coltivazione della lenticchia di Altamura € praticata 5ol
sporadicamente da qualche vecchio agricoltore, mentre quella degli ecotipi di Onano e Villalba pii
ancora vantare una, seppur minima, presenza sul territorio. L’analisi molecolare & stata svg
utilizzando i marcatori AFLP {(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) e I-SSR (Inter Slm
Sequence Repeat).

Materiali e metodi :
I campioni vegetali analizzati nel presente studio appartengono alle tre popolazioni loca
lenticchia note con il nome di Onano, Altamura e Villalba {Fig. 1); essi sono stati-in
confrontati con la varieta canadese Eston. La lenticchia di Onano & caratterizzata da seme grande (;
mm di diametro; 5.7g/100 semi) con colore variabile dal piombo scuro al cinereo-rosato:
caratterizzato da una buccia tenera. Essa viene prodotta all’interno del Comune omoniino
lenticchia di Onano ¢ la cv. canadese Eston sono state fornite dall’ Azienda Agricola “Camilli™
Bicchiere, Onano (Viterbo). La lenticchia di Altamura & caratterizzata da seme piat
particolarmente grande (5-7 mm di diametro; 6-7g/100 semi), dalla superficie liscia; viene prodo
in Puglia, nella zona dell’Alta Murgia, anche se atrualmente & coltivata solo sporadicamente
qualche agricoltore; essa & stata fornita dal Prof. Giuseppe De Mastro, Dipartimento di Sciel
delle Produzioni Vegetali (Universita di Bari). Anche la lenticchia di Villalba & costituita da seme "
piatto e particolarmente grande (6-7g/100 semi); viene prodotta in Sicilia ed & caratterizzata da u
notevole adattamento all’ambiente semi-arido presente nella parte centrale dell’isola (Gallo et
1997); essa & stata fornita dalla Ditta Sementiera MARTEA, Contrada Marraccia, Monre.
(Palermo}.

Le popolazioni, rappresentate ciascuna da almeno 25 piante, sono state anahzzate su
“singola pianta” mediante marcatori AFLP € in “bulk™ di pit pnante mediante marcatori I- SSR :

L’estrazione e la purificazione del DNA genomico totale & stata effettuata utilizzando i
NucleoSpin  Plamt (MACHEREY-NAGEL, Germania) secondo le indicazioni nportate nel:
protocollo illustrative. La valutazione degli assorbimenti spettrofotometrici ¢ stata usata
quantificare la concentrazione dei campioni di DNA e determinarne la purezza {Sambrook et al
1989). ,

L’anatisi AFLP & stata condotta mediante il kit AFLP™ Plant Mapping for Regular Plant'
Genomes (Applied Biosystems, USA) che ha adattato tale tecnica al processamento finale mediante
sequenziatore antomatico, reso possibile dalla marcatura in 5° di uno dei due primer utilizzati nella:
reazione di amplificazione finale, con un colorante fluorescente, Sono state apportate alcune.
modifiche al protocollo suggerito dalla Applied Biosystems per cercare di renderlo pi adatto all
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caratteristiche del genoma della lenticchia. 1 prodotii di AFLP sono stati separati tramite
sequenziatore di acidi nucleici ABI PRISM 3130 a quattro capiilari.
_ Per condurre 1’analisi I-SSR & stato necessario individuare, mediante ricerca bibliografica, un
" certo numero di primers I-55R potenzialmente adatti ad essere ntilizzati con il genoma di lenticchia
e mediante PCR selezionare quelli che amplificavano il PNA e mostravano buoni polimorfismi. Le
reazioni di PCR sono state condotte aggiungendo a 30 ng di DNA Tris-HC] 20 mM {(pH 3.4), KCl
50 mM, 25G pM di ciascun dNTP, MgClL, 3 mM, primer 0.6 M, 1 unith di AmpliTag Gold
(Applied Biosystems, USA) in un volume finale di 25ul. L’amplificazione & stata eseguita nel
- termociclatore Mastercycler Gradient (Eppendorf, Germany) wtilizzando le condizioni riportate in
- Barcaccia et al., 2003, con lievi modifiche. I prodotti di amplificazione sono stati separati mediante
- elettroforesi su gel di agarosio al 2,5% (p/v) e messi in evidenza mediante colorazione con bromuro
- dietidio (0.5 pg/ml).
~ .1 marcatori AFLP e I-SSR sono stati registrati su una matrice binaria secondo la presenza (1) e
. Tassenza (0) dei picchi nel primo caso e delle bande nel secondo caso. Tutti i calcoli per le analisi
di similaritd genetica sono stati realizzati impiegando le appropriate applicazioni del software
NTSYS-PC versione 2.11s (Exeter Publishing, Setauket, NY) (Rohlf, 2002). I coefficienti di
“similaritd genetica (ra individui sono stati calcolafi in tuite le possibili combinazioni a coppie
- segueuclo la formula di Dice (1945).

' Rlsultan e discussione

" Inltalia atiwalmente vengono coltivati diversi ecotipi di lenticchia ma non esistono varieth
. registrate; la sola lenticchia di Castelluccio di Norcia ha assunto una consolidata posizione di
.. prodotto di nicchia avendo ottenuto il marchio comunitario IGP. Le alue popolazioni locali
‘mostrano un polimorfismo morfologico che non & chiaro se rispecchi anche un polimorfismo
- - genomico. Gli studi riportati in letteratura sulla variabilita genetica di ecotipi italiani non sono
- molti {Barcaccia et al., 1998; Sonnante e Pignone, 2001) e, tra l’altro, non & mai stata studiata
- I’eventuale variabilitd 1ntra~pop01a310ne esistente. Alla luce di queste osservazioni si & pensato di
‘selezionare 1 tre ecofipi su cui si incentrava magglormente la produzione di lenticchia in Italia nel
“secolo scorso (Fig. 1) e di campionarli “singola pianta” per verificare il grado di similaritd presente
non-solo tra gli individui appartenenti ai diversi ecotipi ma anche tra quelli di nna stessa
'popola_zibne. Per cercare di ritevare un buon numero di polimorfismi tra genotipi simili si & pensato
‘di- ricorrere al marcatori molecolari AFLP (Vos et al., 1995; Zabean e Vos, 1992) che combinano
Vaffidabilita e la riproducibilitd degli RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) con la
zfcapamta discriminante della PCR. Sharma et al. (1996) hanno evidenziato che la tecnica degli
“AFLP &.in grado di rilevare un maggior numero di polimorfismi rispetto all’analisi RAPD in
ampioni di lenticchia.

~Lanalisi AFLP & stata eseguita su DNA genomico estratto da singole piante per evidenziare
ventuale variabilitd intra-popolazione; in particolare sono stati utilizzati 30, 29 ¢ 25 individui
ppartenenti rispettivamente agli ecotipi di Onano, Altamura e Villalba. Come controllo fueri tipo &
-Stata scelta la varietd canadese Eston che & una delle lenticchie di importazione pid diffusa in Italia.
“Sond” state impiegate sei combinazioni di primer (E-ACA/M-CAC, E-ACT/M-CTA, E-AAC/M-
CAG, E: ACC’IM CAT, E-ACT/M-CAA, E-AGCM-CTA) che hanno permesso di oftenere 643
arcatori tra gli 85 campioni analizzati, essendo stati considerati solo i frammenti compresi tra 100
0 bp e con un’altezza del picco maggiore di 100.

‘media ogni combinazione di primer ha permesso di analizzare 106 alleli marcatori. Sono stati
“evidenziati 565 loci polimorfici. L’analisi di raggruppamento condotta utilizzande la matrice dei
Oefﬁcnenu di similarita genetica di Dice ha portato alla definizione di un dendrogrammna che
S_tr_'_l camp10n1 divisi in tre gruppi principali (Fig. 2).

el Primo gruppo sono stati riuniti tutti i campioni di Altamura che hanno mostrato una
 Simularita interna. media di 0.819. Nello stesso raggruppamenio, inaspettatamente, Si & inserito
'anc_he il campione di Eston, che ci si attendeva si distribuisse a parte, costitiendo una varietd
ttaniera, L'elevata similarith tra Iecotipo Altamura e la varietd canadese Eston idurrebbe a
EDSaIe ad un pool genico di origine comune. Nel secondo gruppo sono stati riuniti tutti i campioni
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di Onano, con una similaritd interna media di 0.855. Un risultato analogo & stato nscon ato afi
nel texrzo gruppo dove sono stati raggruppati tutti 1 campioni di Villalba con una-similarity
media di 0.860. Gli elevati coefficienti di similaritd genetica risconirati entro e smgol - poljﬂlm
e le stime riguardanti la similarit2 genetica tra 1 diversi ecotipi (Tab. 1} hanno indicat
bassc di differenziazione genetica, suggerendo un'origine comune dei materiali-an zzati,
E mteressame notare che i marcaton AFLP hanno permesso di raggrupp

DNA e di fornire buoni polimorfismi. L’analisi I-SSR ha fornito 57 marcatori,.-
polimorfici, scelii in base alla riproducibilith e all’intensita delle bande corrispondenti
raggruppamento condotta utilizzando la matrice dei coefficienti di similarita genetlca
portato alla definizione di un dendrogramma {Fig. 3a) che rispecchiava gli stess
similarith tra gli ecotipi che erano stati oftenuti mediante AFLP (Fig. 3b). La compara
cluster ottennti dall’analisi AFLP “singola pianta” con i cluster ottenuti dai 57 marcato
dall’analisi I-SSR su DNA *bulked” ha indicato una correlazione del 36% suggeren
efficienza di entrambe le metodologie ma una maggiore capacita dlscnmmame dell’
rispetto a quetla I-SSR (Fig. 3).

Conclusmm S
I marcatori AFLP si sono dimostrafi uno strumento utile aj fini di distinguere 1nd1v1du1 ap
ai diversi ecotipi di lenticchia presi in esame. Questo tipo di marcatori ha mostrato it
sensibilitd riuscendo ad individuare un buon numero di loci polimorfici (565). s
Gli alti coefficienti di similaritd genetica riscontrati entro le singole popolazmm (0 _
stime rignardantt la similaritd genetica tra i vari ecotipi (0,71-0,75) sembrerebbero-i
basso livello di differenziazione genetica tra Altamura, Onano e Villalba e una, .mjxﬁma'-:vfa:rlaib
intra-popolazicne.
La similaritd di 0.78 tra I'ecotipo Altamura e la varietd canadese Eston farebbe
I'esistenza di un pool gemico di origine comune.
La correlazione del 96% tra i dendrogrammi di similaritd ottenuti con gh AFLP_
suggerisce una buona efficienza di entrambe le metodologie, ma una maggxore “Capt
discriminante dell’analisi AFLP rispeito a quelia I-SSR, o
Attualmente si stanno caratterizzando i tre ecotipi anche da un punto di vista mo
I'unione dei dati ottenuti mediante caratterizzazione molecolare e caratterizzazione Iio:
potrd permettere una inequivocabile identificazione genetica di ciascun ecotipo. Quest™ultima:
fondamentale importanza per la salvaguardia di risorse genetiche locali a rischio di eros
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- Tabella 1. Coefficienti di similarith genetica medi fra i diversi ecotipi calcolati sulla base dei marcatori
- AFLP.
Table 1. Matrix of genetic similarity coefficients among ecotypes calculated on the basis of AFLP markers.

Altamura Onano Villalba Eston
Altamura 1
Onano 0.75 1
Villalba 0.71 0.74 1

Eston 0.78 0.76 0.69 1

Lemticehiv di Ahmmura

Leatiechia i ¥illolba

' Figura 1. Localizzazione geografica degli ecotipi di lenticchia analizzati.
Figure 1. Geografic location of lentil ecotypes analysed.

331




Fiocchetti E, Laddomada B., Roselfi M., Cring P, Lucretti S

q —
; I
—* Eston
—
e
ﬁq—ﬂﬁ o
|_____r—| —— .
. .V.ﬂli.lﬂla.__.'
o j an j N o

Figura 2. Dendrogramma dei campioni “singola pianta™di Altamura, Esten, Onano ¢ Villalba c::.os:t_i"mt
seconde il metodo UPGMA sulla base dei coefficienti di similaritd genetica di Dice ottenuti dai n'lar_'cétd
AFLP, '
Figure 2. Similarity dendrogram of the “single plant™ DNA samples of Altamura, Eston, Onano and lea!ba_
based on AFLP data and constructed according to the UPGMA method with Dice's coefficients.
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Figura 3. a) Dendrogramma cosiruito secondo il metodo UPGMA sulla base dei coefficienti di similarita di

Dice ottenuti dai marcatori I-SSR. b) Dendrogramma costruito secondo il metode UPGMA sulla base del
coefficienti di similaritd medi ottenuti mediante i marcatori AFLP. :
Figure 3. a) UPGMA dendrogram of the “bulked" DNA samples obtained from the genetic similarity ma.f? ix :
{Dice) based on I-S5R markers. b) UPGMA dendrogram obtained from mean values of the genetic similar 10’
marrix (Dice} based ot AFLP markers.
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