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Lattuale forzato impedimento della sperimentazione in campo di piante
«geneticamente modificate» ha di fatto fermato la ricerca nei laboratori italiani
sulle applicazioni della tecnica del DNA ricombinante. Il grottesco di questa situa-
zione & che viene anche impedita la sperimentazione con piante in cui sono stati
trasferiti con tecniche innovative geni provenienti da altre piante. Un’altra conse-
guenza di questa politica miope & che molti ricercatori italiani stanno sperimen-
tando all’estero nuovi materiali genetici in specie di interesse per il Paese ospitante
ottenuti con tecniche messe a punto in Italia su specie di nostro interesse e cosi,
oltre alla fuga di cervelli, stiamo assistendo in questo particolare settore della gene-
tica vegetale anche ad una fuga di «know-how». In attesa che venga a cessare
questa deleteria limitazione, la ricerca genetica vegetale sta concentrando i suoi
sforzi da una parte sulla valorizzazione delle produzioni pit tipiche della nostra
agricoltura e dall’altra su ricerche di laboratorio per I'identificazione di geni poten-
zialmente utili nel miglioramento genetico.

Questa relazione riporta i principali risultati conseguiti negli ultimi anni in
questo ambito dai ricercatori dell’'Universita e del CNR operanti a Portici.

A. ANALISI ED AMPLIAMENTO DELLA VARIABILITA GENETICA

Fino a pochi decenni fa, lo studio della variabilita genetica era limitata ai
caratteri morfo-fisiologici con forti limitazioni dovute alla loro scarsa variabilita ed
al fatto che la loro espressione ¢ fortemente condizionata dall’ambiente.
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Da quando i progressi della biologia molecolare hanno permesso I’analisi della
variabilita presente nelle piante a livello del DNA, ¢ stato possibile applicare tecni-
che notevolmente precise non solo nello studio della variabilita ma anche per il
miglioramento genetico. Cid ha fatto aumentare notevolmente la risoluzione delle
differenze genetiche tra genotipi diversi, permettendo di caratterizzare varieta, eco-
tipi ed accessioni diverse. L'uso di queste tecniche ha accresciuto in maniera incre-
dibile la quantita di informazioni che & possibile ricavare dal germoplasma disponi-
bile nelle collezioni e quindi la loro valutazione (Monti ez al., 2000).

A Portici, 'uso di RAPD, di microsatelliti, di AFLP ha permesso di distin-
guere ecotipi di pomodoro, di melo, e di recente anche di olivo e di noce, consen-
tendo un’identificazione molto precoce dei tipi senza doverne attendere la fruttifi-
cazione.

In olivo sono state analizzate 5 cultivar del Cilento con marcatori AFLP: ¢&
stato possibile individuare i profili elettroforetici che identificano ciascuna delle 5
varieta ed ¢ stato identificato anche un mutante della cv. Pisciottana. I dati ottenuti
hanno anche dimostrato che piante di olivo millenarie accresciutesi nello stesso
areale conservano una elevatissima similarita mantenendo praticamente immutato il
genoma originario (Ambrosino et a/., 2002).

Anche in noce ¢ stata realizzata un’analisi con AFLP di diverse popolazioni
della cv. Sorrento: ¢ stato possibile identificare le piante provenienti da seme da
quelle derivanti da propagazione vegetativa ed ¢ stato anche possibile identificare
tipi diversi dal Sorrento (Avitabile ez al., 1999).

Le specie selvatiche posseggono nel loro genoma alleli di notevole interesse in
particolare per I’adattamento ad avversita biotiche ed abiotiche, alleli che sono
andati perduti durante il processo di domesticazione. Lidentificazione di tali geni &
sempre stato un obiettivo perseguito nei programmi di miglioramento genetico con
I’analisi di collezioni di germoplasma (Monti, 2000). Una collezione di germopla-
sma di Aster & stata caratterizzata per la variabilita morfo-fisiologica, la capacita a
produrre callo 7z vitro e la diversita genetica. Da una delle specie & stata estratta
una frazione di saponina di triterpenoidi che ha manifestato attivita biologica
contro funghi fitopatogeni ed in particolare contro la Botrytis (Cammareri et al.,
2000, Cammareri et al., 2002 in press).

Lutilizzazione di geni utili & stata spesso limitata dalle difficolta di avere ibridi
interspecifici e dalle dimensioni delle popolazioni segreganti. La coltura degli
embrioni, la fusione somatica, I'uso di particolari mutanti meiotici, la trasforma-
zione genetica e la selezione assistita da marcatori molecolari hanno notevolmente
aumentato la possibilita di introgressione di geni da specie selvatiche.

A Portici & stata data particolare attenzione alla specie Solanum commersonii
che possiede molti geni utili per il miglioramento genetico della patata coltivata;
poiché essa non ¢ direttamente incrociabile con S. tuberosum, sono stati sviluppati
schemi alternativi per I'ibridazione a livello somatico ed a livello sessuale con I'au-
silio di mutanti meiotici.
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A tal fine sono state condotte numerose ricerche sulla caratterizzazione mole-
colare e citologica e sull’utilizzazione delle mutazioni meiotiche che portano alla
produzione di gameti 2# in Solanum. 1 gameti 21 consentono infatti la manipola-
zione di interi set cromosomici attraverso la poliploidizzazione sessuale, e quindi
permettono il trasferimento di geni utili e diversita allelica dal germoplasma selva-
tico diploide alle varieta tetraploidi di S. tuberosum.

Analisi molecolari con marcatori RFLP hanno consentito di stimare la percen-
tuale di eterozigosi trasmessa da gameti 2~ di tipo FDR e SDR (Barone er al.,
1995), e quindi di definire i migliori schemi di poliploidizzazione sessuale. Sono
stati condotti studi su genotipi di diversa origine (specie selvatiche, aploidi di S.
tuberosum, ibridi interspecifici), che hanno portato all’identificazione delle muta-
zioni meiotiche pit diffuse. Iomissione della seconda divisione e la presenza di fusi
paralleli in metafase II sono risultate le principali mutazioni della gametogenesi
rispettivamente femminile e maschile (Conicella et al., 1991; Barone et al., 1993;
Barone ez al., 1999a; Alfano ez al., 1999; Carputo et al., 2000a; Sebastiano et al.,
2001). Dati di segregazione sulla produzione di polline 27 hanno fatto ipotizzare
che la presenza di fusi paralleli in metafase II potesse essere una condizione neces-
saria ma non sufficiente per la produzione di polline 2 (Carputo et al., 1995;
Barone ez al., 1997). Studi di immunolocalizzazione hanno consentito di eviden-
ziare la distribuzione dell’a-tubulina e dell’F-actina durante la meiosi di genotipi
produttori e non di polline 2 e di confermare che, oltre all’orientamento dei fusi,
anche anomalie a carico dei microtubuli durante la citochinesi sono necessarie per
la manifestazione del fenotipo polline 2% (Genualdo ef al., 1998).

Gli studi sui mutanti meiotici hanno portato alla selezione di genotipi supe-
riori diploidi e triploidi (Filotico et al., 1995; Conicella et al., 1996; Tucci et al.,
1996b; Carputo et al., 1997a), caratterizzati dalla produzione di polline e/o ovocel-
lule 27 e da buone performance agronomiche. Alcuni di questi mutanti sono stati
utilizzati con successo per il trasferimento, attraverso ingegneria genomica, di geni
di resistenza a stress biotici ed abiotici (Carputo et al., 1997b; Carputo et al.,
2000b; Carputo et al., 2000c), di geni per caratteristiche qualitative (Esposito ez al.,
2001) e di elevati livelli di eterosi (Carputo et al., 1994; Carputo et al., 1996) da
specie selvatiche alla patata coltivata.

Sempre ai fini dell'introgressione di geni utili in specie coltivate, sono stati
condotti studi sull’utilizzazione della fusione somatica. Un protocollo per la rigene-
razione di protoplasti & stato messo a punto in tre accessioni di Solanum commer-
soniz (Cardi et al., 1990). Due popolazioni di ibridi somatici S. comzmersonii (+) S.
tuberosum sono state prodotte e caratterizzate a livello molecolare, citologico e
morfologico; Cardi et al., 1993b; Bastia ez al., 2000; Cardi, 1998, 2001). Gli ibridi
somatici sono risultati pit tolleranti del genitore coltivato per vari stress abiotici e
biotici (Cardi et al., 1993b; Carputo et al., 1997; Parrella ez al., 1999), ma morfolo-
gicamente simili ad esso, mostrando in genere un forte vigore ed eterosi per le
caratteristiche produttive (Cardi er al., 2001a). Gli ibridi sono risultati general-
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mente maschio sterili ma fertili dal punto di vista femminile (Carputo ez al., 1998).
La maschio sterilita osservata ha mostrato ereditarieta materna (Bastia ez al., 1999;
Cardi et al., 1999), una precoce degenerazione del tappeto ed un’anomala organiz-
zazione delle fibre del fuso meiotico durante la microsporogenesi. La formazione di
multivalenti durante la profase meiotica degli ibridi fertili suggeriva la possibilita di
appaiamento cromosomico intergenomico negli ibridi (Conicella et al., 1997). Pro-
genie, ottenute per autofecondazione e reincrocio degli ibridi somatici, sono state
utilizzate per studi genetici (Barone ez a/., 2001a) e per analizzare caratteristiche
agronomiche, il contenuto di glicoalcaloidi ed altre caratteristiche qualitative (Basile
et al., 1998; Carputo et al., 2000b; Esposito et al., 2001; Cardi et al., 2001c, d). La
composizione del DNA mitocondriale e di quello plastidiale negli ibridi somatici
maschio sterili e maschio fertili ¢ stata studiata mediante analisi RFLP e PCR. Evi-
denze per la ricombinazione intergenomica del mtDNA sono state ottenute nella
maggior parte dei cloni ibridi analizzati (Bastia ez al., 2001). E stato anche messo a
punto un protocollo per I'estrazione di mtDNA ed mtRNA da quantita limitate di
tessuto in ibridi somatici maschio sterili e maschio fertili (Scotti ez /., 2001).

Genotipi diversi di S. commersonii sono stati utilizzati in studi di rigenerazione
e trasformazione di espianti fogliari (Cardi et al., 1992; Cardi et al., 1993a; Cardi,
1999). I cloni tetraploidi rigenerati sono stati incrociati con cloni diploidi S. phureja
x S. tuberosum, producendo ibridi triploidi che sono stati caratterizzati a livello
morfologico e citologico (Carputo ez al., 1995).

Le ricerche di trasformazione genetica hanno riguardato anche specie conside-
rate «recalcitranti» alle manipolazioni 77 vitro, come le leguminose da granella. Per
queste ultime sono stati sviluppati sistemi di trasformazione genetica particolari,
basati sia sull’Agrobacterium tumefaciens sia su metodi diretti di trasferimento del
transgene nel genoma della pianta bersaglio, come la biolistica e I'elettroiniezione.
Benché i metodi devono essere ancora migliorati per ottenere frequenze di trasfor-
mazione comparabili con quelle di piante pit facilmente manipolabili, i risultati
sono incoraggianti e consentono di prevedere anche per alcune di queste legumi-
nose importanti per i Paesi in via di sviluppo la possibilita di essere coinvolte nel
miglioramento genetico basato su metodi innovativi (Lurquin ez a/., 2001).

Una notevole attivita & stata portata avanti anche sulla trasformazione genetica
dei plastidi, una tecnologia innovativa che offre diversi vantaggi per le future appli-
cazioni delle biotecnologie in campo vegetale (Cardi ez a/., 2001b). Ricerche sono
in corso per sviluppare questa tecnologia in Solanacee d’interesse agrario e far
esprimere negli organelli di queste specie geni per la risposta agli stress o per la
produzione di sostanze d’interesse farmaceutico-industriale.
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B. IDENTIFICAZIONE DI GENI UTILI E LORO USO

La crescita e lo sviluppo delle piante, e conseguentemente la produttivita delle
specie agrarie, sono fortemente influenzati dagli stress ambientali. In seguito a
stress tuttavia vengono attivati meccanismi di riparazione e/o protezione cellulare
(osmoprotezione, omeostasi cellulare, sintesi di ormoni, mantenimento dell’inte-
grita delle membrane, etc.), collegati alla capacita della cellula di adattarsi e tolle-
rare lo stress (Grillo et al., 1995; Grillo e Leone, 1996; Leone et al., 1999). In par-
ticolare ¢ stato dimostrato che in patata durante ’acclimatamento graduale a con-
dizioni di stress osmotico sono attivati differenti pathway biochimici che inducono
all’accumulo di ABA e prolina, 'espressione di specifici set di geni e di attivita
enzimatiche in grado di consentire il mantenimento delle strutture cellulari pit sen-
sibili e il raggiungimento di un nuovo equilibrio omeostatico (Leone ez al., 1994 a,
b; Leone et al., 1996a, b; Scaramagli et a/., 2000).

Per isolare geni i cui prodotti hanno un’attivitd enzimatica direttamente colle-
gata all’adattamento cellulare a condizioni di stress termico e osmotico attraverso lo
screening di librerie cDNA e genomiche, sono stati isolati da Solanum: commersonii,
diverse classi di geni i cui prodotti hanno una funzione metabolica nota, quali le
desaturasi, I'H+- e Ca*+-ATPasi del plasmalemma e tonoplasto e le calmoduline
(Grillo et al., 1996; Massarelli ez al., 2001). In particolare sono stati isolati i geni
codificanti per una delta 9 e delta 12 desaturasi, enzimi chiave nel regolare il livello
di insaturazione degli acidi grassi e quindi del mantenimento della fluidita delle
membrane biologiche. Tali geni, la cui espressione ¢ modulata in risposta a cambia-
menti della temperatura ambientale, sono stati utilizzati per ottenere piante transge-
niche con elevata espressione delle desaturasi, aumentato livello degli acidi grassi
insaturi e piti tolleranti le basse temperature (Grillo et al., 1996; Leone et al., 1996a).

Con l'uso delle tecniche Differential Display Reverse Transcription (DDRT) -
PCR e AFLP-cDNA sono stati poi identificati numerosi geni di patata non noti, dif-
ferenzialmente espressi in condizioni di stress osmotico differenti (Costa e al.,
1999). E stato infine sviluppato un approccio funzionale per identificare geni di
patata la cui sovra-espressione permette a cellule batteriche di Escherichia coli di
crescere su substrati contenenti alte concentrazioni saline. Tale metodologia ha gia
permesso I'isolamento di circa 14 cloni cDNA. Tra questi sono stati isolati un gene
codificate per una deidrina e per una ‘chaperonina’ della classe 60, proteine gia
note per avere un ruolo nei meccanismi di risposta cellulare a stress osmotici e
salini (Costa et al., 1999; Massarelli et al., 2001) insieme a geni la cui funzione &
sconosciuta.

Per quanto riguarda la resistenza agli stress biotici ed in particolare a funghi
fitopatogeni, I’espressione di proteine PR (proteine correlate alla patogenesi) & stato
quello che ha ottenuto interessanti riscontri 7z vivo. La linea di ricerca sviluppata a
Portici si ¢ differenziata da questo approccio, ricercando altre fonti di geni PR, o
classificabili come tali, in organismi sintetizzanti enzimi idrolitici pit efficaci di
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quelli prodotti in pianta. In collaborazione con i patologi vegetali di Portici, I'inte-
resse ¢ stato focalizzato sul fungo antagonista Trichoderma harzianum. Questo
fungo si nutre di altri funghi, che attacca idrolizzandone le pareti cellulari grazie
alla sintesi di potenti enzimi idrolitici, quali glucanasi, chitinasi, etc. Geni per una
endochitinasi ed una 1,3-beta glucanasi sono stati quindi isolati e clonati in appo-
siti vettori di espressione in pianta, sotto promotore costitutivo o inducibile. Sono
state ottenute piante transgeniche di patata, petunia e tabacco, recanti una o piu
copie del transgene. Tali piante, grazie ad analisi molecolari, hanno evidenziato I’e-
spressione dell’enzima transgenico e la sua efficacia in saggi 7z vitro su substrati
specifici. In saggi z# vivo su piante transgeniche inoculate con ceppi virulenti di dif-
ferenti fitopatogeni, quali Botrytis, Alternaria e Verticillium, & stata osservata una
reazione piu rapida delle piante stesse all’attacco, con conseguente riduzione dei
sintomi sino alla manifestazione di completa immunita (Lorito ez al., 1998; Esposito
et al., 2000). La resistenza indotta non & quindi di tipo verticale, ovvero relativa ad
un unico e specifico riconoscimento tra pianta e parassita, bensi si dimostra essere
di tipo ampio in quanto, oltre all’attivita della specifica idrolasi transgenica, la
pianta reagisce molto piti rapidamente agli elicitori derivanti dalla degradazione
delle pareti del fungo invasore.

A Portici sono anche state prodotte linee transgeniche di pomodoro sovrae-
sprimenti il gene dell’osmotina di tabacco, una proteina PR della classe 5 attiva nei
confronti di un vasto spettro di patogeni. Tali linee, con un numero di copie del
transgene compreso tra 1 e 3, hanno dimostrato resistenza ad importanti patogeni
quali Oidium lycopersici, Phytophthora infestans e Botrytis cinerea che, insieme alla
stabilita dell’espressione del transgene, & stata confermata fino alla generazione T4
(Tucci et al., 1996; Veronese et al., 1998). Le piante transgeniche non hanno
mostrato altre differenze fenotipiche rispetto ai controlli.

Allo scopo di valutare la resistenza ottenibile in pomodoro attraverso ’espres-
sione ectopica di altre proteine ad attivita antifungina, sono stati isolati da fru-
mento tenero (I7iticum aestivum cv. S. Pastore), attraverso un approccio RT-PCR,
due cloni cDNA codificanti le proteine PR4 wheatwinl e wheatwin2 dotate di spic-
cata attivita antifungina 7z vitro sia contro patogeni specifici del frumento sia
contro funghi a pitt ampio spettro di azione (Caruso et al., 1999). Tali cloni, wPR4a
e wPR4b, che contengono «open reading frames» di 441 e 447 bp codificanti
rispettivamente wheatwinl e wheatwin2, sono stati espressi in Escherichia coli
(Caruso et al., 2001). Le proteine ricombinanti sono state purificate dalla frazione
insolubile e processate correttamente secondo un protocollo appositamente messo
a punto e attualmente sotto richiesta di brevetto. Entrambe le proteine ricombi-
nanti sono in grado di inibire la crescita 7z vitro di Fusarium culmorum, esibendo
proprieta antifungine simili alle proteine native. I cloni wPR4a e wPR4b sono stati
anche clonati in vettori binari ed utilizzati per la trasformazione genetica di pomo-
doro e della specie modello tabacco. Le piante trasformate contengono da 1 a 7
copie del transgene ed esprimono le proteine wheatwinl o wheatwin2 ad alti livelli.
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Per quanto riguarda la resistenza ad insetti, & stato espresso in tabacco il gene
codificante per la prosistemina di pomodoro allo scopo di studiare i meccanismi di
processamento post traduzionale di tale precursore, la loro conservazione in un’al-
tra solonacea, e la possibilta di conferire un’aumentata resistenza all’attacco di
insetti. E stato dimostrato che piante transgeniche esprimenti la prosistemina
mostrano un’elevata resistenza all’attacco di larve di lepidotteri ed ¢ stato dimo-
strato mediante analisi molecolare che alcuni geni swrp, omologhi a quelli trovati in
pomodoro, sono costitutivamente espressi nelle piante transgeniche (Tortiglione e#
al., 1999).

Una seconda strategia seguita per la produzione di piante resistenti ad insetti
prevede l'ottenimento di piante transgeniche esprimenti peptidi ormonali e neuro-
peptidi di insetto. La strategia di produzione di tali peptidi in pianta ha previsto
'uso di geni sintetici codificanti copie multiple di peptidi ripetuti in tandem e sepa-
rati da potenziali siti di taglio endoproteolitico, arg-arg (Rao et al., 1996). Lalleva-
mento di larve di H.virescens su dischi fogliari di piante transgeniche di tabacco
esprimenti il decapeptide TMOF ha determinato una notevole diminuzione dell’ac-
crescimento ponderale rispetto alle larve cresciute sul controllo, identificando cosi
una nuova classe di molecole aventi funzione insetticida (Tortiglione ez a/, 2002a).
E stato inoltre recentemente dimostrato che il precursore peptidico & correttamente
processato in pianta in corrispondenza dei siti proteolitici dibasici, rilasciando
molecole attive (Tortiglione ez al., 2002b). Questa nuova strategia di produzione di
piccoli peptidi potra essere applicata all’espressione di diversi peptidi per I'otteni-
mento di resistenze piramidalizzate.

Sempre nel settore della resistenza agli stress biotici, ¢ stata utilizzata la mappa
RFLP di patata costruita presso il Max Planck Institut di Colonia (Gebhardt et al.,
1991) per identificare un gene di resistenza (Grol) a Globodera rostochiensis sul
cromosoma IX (Barone et al., 1990) e due geni di resistenza al virus X sui cromo-
somi V e XII (Ritter et al., 1991). Tale lavoro ha costituito la base preliminare per
poter effettuare, oltre alla selezione assistita, anche la localizzazione fine ed il clo-
naggio di tali geni.

Allo scopo di trasferire geni di resistenza dalla specie selvatica S. commersonii
a varieta coltivate di patata, & stato messo a punto un particolare schema di incro-
cio basato sulla manipolazione del livello di ploidia, finalizzato al superamento delle
barriere di incompatibilita interspecifica esistente tra le due specie (Carputo et al.,
1997a). Sono stati utilizzati marcatori molecolari RFLP, RAPD e AFLP specifici di
S. commersonii e S. tuberosum (Sebastiano et al., 1999) per studiare la possibilita di
ricombinazione tra le due specie (Barone et al., 1999; Barone et al., 2002), e quindi
la possibilita di trasferire geni dall’'una all’altra. Inoltre, marcatori RAPD e AFLP
specifici di Solanum commersonii sono stati utilizzati per stimare il grado di recu-
pero del genoma ricorrente in diverse generazioni di reincrocio, operando una vera
e propria selezione assistita negativa. Tali ricerche hanno cosi consentito di selezio-
nare ibridi S. commersonii-S. tuberosum, con diversi livelli di ploidia, che presentano
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un buon livello di resistenza ad Erwinia carotovora subsp. carotovora, carattere
introgresso dalla specie selvatica, oltre a buone caratteristiche dei tuberi ed ad un
basso contenuto in genoma selvatico (Barone et al., 2001b).

Il progressivo sviluppo della genetica di base ha avuto formidabili conse-
guenze sulla conoscenza genetica delle specie di interesse agrario, delle piti impor-
tanti delle quali (riso, mais, pomodoro etc.) esistono oggi mappe genetiche molto
arricchite; mappe genetiche pitl ricche significano maggiori possibilita di migliora-
mento genetico, in quanto ¢’¢ maggiore comprensione del comportamento eredita-
rio dei caratteri, anche di quelli pitt complessi e piti condizionati dall’ambiente, una
maggiore possibilita di realizzare una selezione assistita ed una migliore possibilita
di clonare geni. Queste maggiori possibilita hanno riguardato anche i loci genetici
influenzanti caratteri quantitativi (QTL).

A Portici ¢ stata seguita la strategia per il miglioramento genetico di caratteri
quantitativi assistito dall’'uso di marcatori molecolari, nota come «Advanced Back-
cross QTL (AB-QTL) analysis» (Tanksley e Nelson, 1996). L'obiettivo di questo
metodo & di integrare I'analisi dei QTL con l'ottenimento di varieta migliorate
sfruttando la variabilita genetica presente nel germoplasma selvatico. Questa strate-
gia & stata applicata a cinque popolazioni derivanti da incroci interspecifici con
cinque specie selvatiche di pomodoro (Grandillo e Tanksley, 1996; Tanksley e# al.,
1996; Fulton et al., 2000; Grandillo ef al., 1999a). In tutti i casi & stato possibile
identificare QTL della specie selvatica capaci di aumentare in modo significativo la
qualita e la produttivita delle specie coltivate.

Mediante selezione assisitita dall’'uso di marcatori molecolari sono state otte-
nute diverse linee quasi isogeniche per QTL delle specie selvatiche in grado di
migliorare uno o piu caratteri di interesse. Queste linee sono state valutate in espe-
rimenti replicati in diverse localita (Tanksley ez al., 1996; Grandillo et al., 1999b,
2000). Per alcune di queste linee i guadagni genetici ottenuti rispetto alla varieta
controllo hanno raggiunto valori molto elevati per il brix, il colore del frutto e la
produzione (Grandillo ez al., 1999c¢).

Contributo n. 234 del CNR-IMOF Istituto Miglioramento Genetico delle Piante da Orto e da Fiore.
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