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La patata (Solanum tuberosum L.) e una specie molto
importante per |’alimentazione umana. | suoi tuberi sono una
importante fonte di energia, rappresentando una delle cinque
principali specie vegetali ad uso aimentare nel mondo (Ortiz 1998).
In tabella 1 viene riportata la composizione chimica media di un
tubero di patata ed in figura 1 la ripartizione percentuale media
dell’ energia da esso posseduta.

L’Italia ha caratteristiche pedo-climatiche che consentono di
individuare, lungo tutta la penisola, aree vocate per la pataticoltura,
con produzione di tuberi pressoché ininterrotta lungo tutto il corso
dell’anno. La superficie destinata a tale coltivazione nel 2004 e stata
di circa 81000 ettari in Itaia e 2.3 milioni di ettari nell’ Unione
Europea (FAOSTAT, 2005). Nonostante la superficie coltivata a
patata sia in costante progressivo calo, la produzione media italiana
negli ultimi anni si e attestata intorno a 2 milioni di tonnellate per
anno; cio é stato reso possibile grazie a continuo incremento delle
produzioni unitarie.

L’ offerta nazionale di prodotto destinato al consumo fresco si
compone di tre raccolti annui, con coltivazione da novembre a maggio
(patata precoce), oppure da aprile a settembre (patata comune) o
ancora da agosto a dicembre (patata bisestile).

Le rese produttive nella zona mediterranea sono generalmente

piu basse quando confrontate con quelle ottenute nel nord Europa. Cio



e principalmente dovuto a fatto che le caratteristiche ambientali ed
agro-economiche qui presenti sono differenti da quelle del paes
nordici, in cui la maggior parte delle varieta coltivate e stata
sviluppata (Frusciante et al. 1999); inoltre, I'elenco delle varieta
disponibili e relativamente ridotto e alcune di esse sono di vecchia
costituzione. L’ ottenimento di nuove varieta di patata & un’ operazione
molto complessa a causa dell’alto numero di caratteristiche che
devono essere considerate. Secondo Ross (1986), infatti, a fine di
rendere un nuovo genotipo commercialmente accettabile, bisogna
considerare piu di 50 caratteristiche positive (comprensive di

produzione, resistenze e qualitd).

( 80%)
(5%)
( 15%)
Energia (KJ): ' 291,0
Sodio (mg): 10,0
Potassio (mg): 3180  Fig. 1- Ripartizione percentuale media dell©
Ferro (mg): 0,6 energianel tuberi di patata.
Calcio (mg): 10,0
Fosforo (mg): 54,0
Magnesio (mg): 38,0
Zinco (mg): 15
Rame (mg): 0,2
Selenio (ug): 1,0
Tiamina (mg): 0,1
Niacina (mg): 24
Vitamina A retinolo eq. (LQ): tracce
Vitamina C (mg): 28,0
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La patata presenta una serie di caratteristiche genetiche che
offrono enormi potenzialita al lavoro di miglioramento genetico.
Infatti, risponde bene a numerose tecniche innovative come le
manipolazioni genomiche e cromosomiche; presenta, inoltre, un
patrimonio genetico di inestimabile valore nelle specie selvatiche ad
essa vicine che rendono molto efficienti gli schemi basati
sull’ibridazione interspecifica. Inoltre, essendo una specie a
propagazione vegetativa, consente di “fissare” immediatamente un
genotipo che presenta combinazioni di caratteri particolarmente

favorevoli.

3.1. Genetica e miglioramento genetico della patata

Le specie di patata che producono tuberi fanno parte della
sezione Petota, subsezione Potatoe. Questa comprende 19 serie, tra cui
la Tuberosa, la Bulbocastana, la Acaulia, la Demissa. Nel loro insieme
le specie di patata formano una serie poliploide con corredo
cromosomico di base (x) di 12. La maggior parte di queste specie,
circa il 70%, é diploide (2n=2x=24), mentre il restante 30% e
costituito da specie triploidi (2n=3x=36), tetraploidi (2n=4x=48),
pentaploidi (2n=5x=60) ed esaploidi (2n=6x=72). S. tuberosum € la
patata coltivata in tutto il mondo, in quanto ben s adattata a
condizioni di giorno lungo. Ad essere coltivate non sono solo le specie
tetraploidi; nel sud America ci sono anche alcune specie diploidi (S

phurga, S stenotomum), triploidi (S. chaucha e S juzepczukii) e
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pentaploidi (S curtilobum). Oltre alle specie coltivate, sono presenti
numerose specie selvatiche (oltre 200) che producono tuberi e che
crescono in unavariabilita di habitat estremamente ampia, che vadalla
parte meridionale degli Stati Uniti fino al sud del Cile.

La maggior parte delle specie poliploidi di patata presenta un
corredo cromosomico somatico di 48 cromosomi ed eredita
tetrasomica (tetraploidi tetrasomici); sono presenti anche alcune specie
poliploidi ad eredita disomica, quali S acaule (2n=48) e S. oplocense
(2n=72), definiti pertanto poliploidi disomici. S. tuberosum €& un
tetraploide tetrasomico in cui, ad ogni locus, sono possibili cinque
genotipi: AAAA (quadruplex), AAAa (triplex), AAaa (duplex), Aaaa
(ssmplex) e aaaa (nulliplex). Queste combinazioni genotipiche sono il
prodotto della fusione di tre tipi diversi di gameti (AA, Aa, ad), e
pertanto 1 rapporti fenotipici attesi dipendono dagli eventi citologici
che portano allaformazione dei gameti.

Altra importante caratteristica genetica della patata coltivata
tetraploide e rappresentata dalla modalita di segregazione, che puo
essere sia cromosomica che cromatidica. Quest’ ultima fa si che nello
stesso gamete possano essere presenti due cromatidi fratelli (doppia
riduzione). Tale evento s verifica quando sono presenti appaiamenti a
quadrivalenti e ¢’ e crossing over trail locus eil centromero.

Il miglioramento genetico della patata e caratterizzato da alcuni
aspetti peculiari della specie. L’ampio ricorso alla propagazione
vegetativa fa si che i genotipi su cui ha agito una pressione selettiva
naturale e/o artificiale siano immediatamente “fissati” anche nel loci

eterozigoti. Inoltre, dato il limitato numero di genotipi originariamente
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introdotti in Europa e I’ el evata sterilita maschile, nei primi programmi
di miglioramento genetico sono stati usati, come parental
impollinatori, solo pochi genotipi. Questo ha comportato il
progressivo impoverimento della variabilita genetica di Solanum
tuberosum.

Come per dtre specie vegetali, anche in patata | caratteri
pOssoNo presentare un controllo poligenico 0 monogenico. Frai primi
vanno annoverati molti caratteri agronomici quali produzione di
tuberi, contenuto in amido, resistenza a stress (ad esempio a
peronospora), peso specifico dei tuberi, dormienza, contenuto in
glicoalcaloidi. Alcuni esempi di caratteri a controllo monogenico sono
la resistenza a nematodi e la produzione di gameti 2n. Da non
trascurare che il fenotipo e sempre il risultato fra I'interazione
genotipo-ambiente, che ovviamente ostacola [I'attivita di
miglioramento genetico e gli studi sul controllo genetico del caratteri
di interesse.

Nonostante le difficolta sopra citate, numerose ricerche hanno
contribuito a chiarire importanti aspetti legati alla genetica ed al
miglioramento genetico di questa coltura. Vari autori hanno
dimostrato che esistono alti valori di ereditabilita per caratteri quali
contenuto in sostanza secca, contenuto in amido, forma del tubero e
lunghezza degli stoloni (Ortiz 1998). Altri studi hanno dimostrato che
la varianza genetica per il carattere produzione € principalmente
basata su effetti non additivi di geni e comprende, quindi, interazioni
intra-alleliche (dominanza) ed inter-alleliche (epistasia). Pertanto, il

massimo di eterosi s ottiene quando quattro alleli diversi sono
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presenti in ciascun locus (tetrallelismo). Buso et al. (1999a) hanno
localizzato in prossimita del centromero la maggior parte dei geni che
controllano il carattere “produzione di tuberi”.

Gli studi genetici effettuati hanno messo in evidenza che
I” ottenimento di progenie altamente eterotiche e possibile quando i
genitori: @ hanno un ridotto coefficiente di inbreeding; b) hanno
massima diversita allelica nei loci che controllano uno specifico
carattere; c) appartengono a pool genetici differenti, incrementando
ulteriormente le possibilitadi diversitaalelica.

L e caratteristiche genetiche e botaniche della patata fanno si che
guesta coltura sia adatta a tutte | e strategie del miglioramento genetico
convenzionali ed innovative a disposizione del “breeder”. La patata,
infatti, € diventata una coltura modello per le applicazioni di tecniche
di colture in vitro (fusione di protoplasti, trasformazione genetica,
coltura di antere), biologia molecolare, ingegneria genomica e,
ovviamente, ibridazione sessuale. Quest’ ultima é ancora la strategia
piu diffusa per I'ampliamento della base genetica dei genotipi
coltivati. Essa puo basars sull’uso siadi varieta/cloni di S. tuberosum,
siadi specie selvatiche di Solanum.

Tradizionalmente I’ attivita di miglioramento genetico s basa
sulla selezione di cloni daincroci 4x x 4x fra cultivar/cloni tetraploidi
(Bradshaw et al. 1994). La strategia consiste nello scegliere i parentali
in funzione dei caratteri che s desiderano apportare alla progenie,
effettuare gli incroci, allevare i genotipi derivanti da e poi,
mediante la selezione fenotipica ricorrente, individuare i cloni

agronomicamente superiori (Frusciante et al. 1999). Una corretta
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selezione fenotipica multicaratteriale va effettuata su parcelle ripetute.
Al fine d'incrementare I’ efficienza della selezione, € da preferire una
selezione negativa poco spinta nei primi anni; questo consente di
evitare che eventuali effetti negativi del singolo anno s ripercuotano
negativamente sull’ efficienza dell’ esperimento (Tai et al. 1984; Tarn
et al. 1992; Frusciante et al. 1999) . Fra i caratteri d'interesse per la
selezione, particolare importanza rivestono i caratteri morfologici
(profondita occhi, lunghezza stoloni, morfologia tubero) e produttivi
(numero tuberi e peso della produzione) e qualitativi (contenuto in
vitamina C e sostanza secca); importanti sono anche eventuali caratteri
di resistenza a stress biotici €/o biotici.

Mediante il miglioramento genetico a livello tetraploide sono
necessari circa dieci anni affinché un programma di miglioramento

genetico possa dare un clone daiscrivere a registro delle varieta.

3.2. |bridazione sessuale interspecifica

Una strategia geneticamente piu semplice per il miglioramento
genetico della patata prevede I'uso di germoplasma diploide
(2n=2x=24) come fonte di variabilita genetica (e quindi di caratteri
utili) e degli aploidi (2n=2x=24) di S tuberosum per “catturare” tale
diversita genica. Nelle numerose specie selvatiche di patata € possibile
reperire molti caratteri di interesse per la costituzione di una nuova
varieta. elevato contenuto in sostanza secca, basso contenuto di
zuccheri riduttori, resistenza a stress biotici (funghi, batteri, insetti e

nematodi) e abiotici (in particolare freddo e siccitd) e molti altri
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ancora. Altro vantaggio nell’uso delle specie selvatiche per |
miglioratori deriva dal fatto che la diversita allelica apportata dalle
specie selvatiche determina un aumento delle interazioni aleliche, che
aloro voltamigliorano i caratteri quantitativi.

Nell’“Inventory of tuber-bearing Solanum species’, (Hanneman
et al. 1986) sono state riportate le caratteristiche di oltre 150 specie
selvatiche di Solanum. La maggior parte di esse € portatrice di
resistenze multiple. Per esempio S commersonii (2n=2x=24) e
resistente a freddo, a Verticillium spp., a diverss nematodi fra cui
Globodera rostochiensis e a Corynebacterium sepedonicum; S
jamesii (2n=2x=24) éinvece resistente a virus 'Y della patata, a Myzus
persicae e a Phytophtora infestans.

Le specie diploidi sono generalmente autoincompatibili mentre
le specie tetraploidi ed esaploidi si autofecondano, pur con problemi
di depressione da inbreeding dopo alcune generazioni di
autofecondazione. Le specie selvatiche, infine, possono generalmente
interincrociarsi, dando vita ad ibridi fertili. Cio € essenziamente
dovuto al fatto che i genomi delle specie di Solanum sono molto poco
differenziati, e quindi ¢’ e la possibilita di appaiamento tra cromosomi
omologhi (Camadro et al. 2004).

Le progenie diploidi derivanti dagli incroci interspecifici tra
aploidi di S tuberosum e specie selvatiche diploidi presentano
un'eredita disomica che, rispetto a quella tetrasomica, facilita
enormemente il lavoro di selezione degli ibridi interessanti per
caratteristiche agronomiche e per la produzione di gameti 2n.

Quest’ ultima caratteristica € indispensabile per il ripristino della

3-16



condizione tetraploide, che si verificain seguito al’impiego di schemi
di poliploidizzazione sessuale che prevedono I'incrocio con
cultivar/cloni tetraploidi.

La produzione di gameti 2n (gameti con il corredo
cromosomico non ridotto) € un fenomeno comune ad un elevato
numero di specie di Solanum coltivate e selvatiche. Questi sono un
importante strumento per i miglioratori e sono usati non solo in patata
ma anche in erba medica, trifoglio, banana, rosa, avena (Bretagnolle et
al. 1995).

| gameti 2n sono il frutto di anomalie meiotiche che aterano il
normale svolgimento di fasi cruciali della meiosi quali I’ appaiamento
del cromosomi omologhi, la corretta formazione dei fus e la
citochinesi. Fra le mutazioni meiotiche che hanno effetto sulla
megasporogenesi, I’ omissione della seconda divisione meiotica“os’ €
quella pit comune in patata (Werner et al. 1990). In presenza di “os’,
vengono prodotte due megaspore 2n di cui una degenera, mentre
I"altra produce la spora funzionale. Un’altra variante meiotica che
porta ala produzione di ovocellule 2n € determinata da anomalie della
citochines a seguito della seconda divisione con conseguente fusione
del prodotti nucleari di questa divisione. Entrambe anomalie sono
controllate da singoli geni recessivi (Werner et al. 1990).

Molto studiate sono state anche le anomalie meiotiche ed il
controllo genetico per la produzione del polline 2n. La mutazione
meiotica piu diffusa legata ala produzione di polline 2n e la
formazione dei fus paradleli “ps’ durante metafase |l della

microsporogenesi. In presenza di “ps’ il prodotto finale dellameios e
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una diade composta da due microspore 2n (Mok et al. 1975). Anche
guesta mutazione € monogenica e recessiva.

Una caratteristica comune a tutte le mutazioni meiotiche
descritte e che esse presentano una penetranza incompleta ed una
espressivita variabile. E stato anche osservato che le condizioni
ambientali hanno un effetto considerevole sulla frequenza di
produzione di gameti 2n (Buso et al. 1999b), sebbene non sia stato
ancora possibile determinare uno specifico fattore ambientate che ne
influenzi lafrequenza.

Dal punto di vista del miglioramento genetico i gameti 2n sono
molto importanti non soltanto perché collegano fra di loro differenti
livelli di ploidia, ma anche perché trasmettono elevate quote di
eterozigosi ed epistasia da un parentale alla propria progenie
(Peloquin et al. 1999).

Ne programmi di miglioramento genetico della patata basati
sull’ibridazione interspecifica € fondamentale conoscere il modello
“Endosperm Balance Number” (EBN), in quanto con S riesce a
prevedere |’ esito positivo o negativo dell’incrocio tra due genotipi di
patata appartenenti a specie diverse, o aventi livelli di ploidia divers
(Johnston et al. 1980). L’EBN é un numero empirico assegnato ad
ogni specie di Solanum, che rappresenta la “effettiva ploidia’ delle
specie. Tale numero non € necessariamente correlato alla ploidia
cromosomica e varia da 1 (S commersonii, S. bulbocastanum, S.
cardiophillum) a 4 (S tuberosum, S. albicans, S. brachycarpum).
Condizione necessaria per I esito positivo dell’incrocio éil pari valore

di EBN del parentali, ossia che il rapporto tra EBN materno e paterno
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nell’endosperma sia di 2:1. Deviazioni da detto rapporto possono
determinare  squilibri citoplasmaticic e la  degenerazione
dell’ endosperma, con conseguente aborto dell’ embrione.

Studi genetici hanno evidenziato che in Solanum I’EBN é sotto
il controllo di tre loci con effetto additivo e con alleli in omozigosi
(Ehlenfeld et al. 1988). Gli studi di Johnston e Hanneman (1995) in
Datura e Solanum, hanno confermato che I’EBN é controllato da piu
geni localizzati su cromosomi differenti. E stato dimostrato che uno
shilanciamento del rapporto 2:1 puo essere tollerato, e che un eccesso
in EBN materno € meglio tollerato di un eccesso di EBN paterno.

Il miglioramento genetico della patata mediante ibridazione
interspecifica e favorito da alcune caratteristiche peculiari della specie.
Frale piu importanti ricordiamo larelativafacilita nel ottenere aploidi
(2n=2x=24) di S. tuberosum mediante incroci con cloni di S. phurgja;
la disponibilita di numerosisssime specie selvatiche diploidi; la
possibilita di ottenere ibridi interspecifici fertili, in quanto le varie
specie di Solanum presentano genomi molto simili fra di loro. La
varianza genetica di molti caratteri, infine, € di natura non additiva e
quindi laloro espressione potrebbe avvantaggiarsi dall’ uso dei gameti
2n. Le strategie adottabili nell’ uso delle specie selvatiche variano in

funzione della compatibilita con gli aploidi di S. tuberosum.

3.2.1. Specie compatibili con aploidi di S. tuberosum

Numerose specie selvatiche sono 2x(2EBN). Per la loro

utilizzazione nel programmi di ibridazione interspecifica é necessario
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produrre e selezionare aploidi (2n=2x=24, 2 EBN) di varieta coltivate.
Ess sono poi incrociarti con le specie selvatiche 2x(2EBN)
compatibili. Successivamente gli ibridi interspecifici prodotti vengono
caratterizzati e selezionati per numerosi parametri (es. produzione,
resistenza a stress, qualita, precocita) ed anche per la produzione di
gameti 2n. Quest’ultima condizione € indispensabile per il ripristino
della  condizione tetraploide  attraverso  programmi  di
poliploidizzazione sessuale. Ripristinata la ploidia tipica, risulta poi
indispensabile effettuare reincroci finalizzati all’eliminazione del
caratteri indesiderati derivanti dall’ apporto di genoma selvatico (fig.
2).

Thr-4x(4EBN)

y

Aploide -2x(2EBN) X | Specie—2x(2EBN)

l

lbrido 2x(2EBN) | X | Tbr -4x(4EBN)
(gameti 2n) l

lbrido 4x(4EBN) | x| Tbr -4x(4EBN)

)

Ibrido 4x

Fig. 2 - Schema di miglioramento genetico alivello diploide basato sulla utilizzazione di specie
selvatiche diploidi compatibili con gli aploidi di S. tuberosum.

Gli schemi di poliploidizzazione da adottare variano in funzione

della tipologia dei gameti 2n a disposizione; S pud avere
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poliploidizzazione sessuale unilaterale basata su incroci 4x x 2x 0 2x
x 4x (aseconda se s halaproduzione polline o ovocellule 2n); oppure
poliploidizzazione sessuale bilaterale, quindi basata su incroci 2x x 2x
(in presenzasiadi polline che di ovocellule 2n).

Dato I’alto livello di interazioni intra- e inter-locus trasmesse
da polline 2n e I'ampia diffusione di polline 2n in Solanum,
generamente gli schemi di poliploidizzazione sessuale piu utilizzati s
basano su incroci 4x x 2x (Watanabe et al. 1992; Carputo et al. 1994;
Ortiz et al. 1997; Buso et al. 1999c). La presenza di numeros geni
utili nel germoplasma selvatico diploide rappresenta un altro fattore a
favore della utilizzazione della poliploidizzazione sessuale per
I"introgressione di tali geni nella patata coltivata. Presso numerosi
centri di ricerca (es. I'International Potato Center di Lima, il Centro
Ricerche di Mlochow in Polonia) ibridi diploidi interspecifici che
producono gameti 2n vengono selezionati ed utilizzati dai miglioratori
per trasferire caratteri importanti da specie selvatiche a S. tuberosum.
Numerosi sono gli esempi riportati in letteratura sull’uso del
miglioramento a livello diploide e della poliploidizzazione sessuale
per trasferire caratteri di resistenza. Watanabe et al. (1992) per
esempio, hanno trasferito |a resistenza a Ralstonia solanacearum da S.
chacoense e S. sparsipilum a S. tuberosum. Ortiz et al. (1997) sono
riusciti atrasmettere la resistenza a Globodera pallida da S. vernei, S.
gparsipilum e S andigena in cloni tetraploidi di S tuberosum
utilizzando polline 2n. Carputo et al. (2002) hanno trasferito la

resistenza a Erwinia carotovora di S tarijense a S tuberosum
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attraverso incroci 2x x 4x. Numerosi altri esempi sono riportati da
Ortiz (1998).

3.2.2. Specie incompatibili con aploidi di S. tuberosum

La presenza di barriere di incompatibilita dovute a differenze di
EBN tra specie selvatiche e genotipi di S. tuberosum impediscono
spesso I'ibridazione interspecifica. Cio induce i miglioratori ad
utilizzare aternative alla poliploidizzazione sessuale unilaterale. Le
possibili soluzioni sono varie, ma tutte di piu difficile attuazione
rispetto agli schemi di poliploidizzazione prima trattati. Fra le piu
diffuse ricordiamo la strategia delle ploidie ponti. Mediante la sua
applicazione, vengono prodotti ploidie ponti triploidi (Fy) e
pentaploidi (BC,). Queste consentono di superare le barriere dovute a
differenze di EBN tra una specie 2x(IEBN) e aploidi di varieta
coltivate (2EBN).

Le ploidie ponte possono essere prodotte sia mediante incroci
fra specie con pari ploidia madifferente EBN, laddove il parentale con
EBN piu basso produce perdo gameti 2n; sia mediante incroci con
specie a differente ploidia ma con simile EBN. Lo schema delle
ploidie ponti e sintetizzato nellafigura 3.

Nel caso di utilizzazione di specie 2x(1EBN), prevede
dapprima la produzione di ibridi triploidi attraverso incroci tra aploidi
di S tuberosum ed un genotipo di specie selvatica con corredo
cromosomico (ed EBN) raddoppiato o che produce gameti 2n;

successivamente sono generati ibridi pentaploidi ed infine, come gia
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per gli schemi di poliploidizzazione sessuale, viene effettuata una
serie di reincroci finalizzati all’ eliminazione dei caratteri “selvatici”
indesiderati. Il successo di questo tipo di approccio, ampiamente
documentato in letteratura, deriva dalla possibilita di introgredire

diversitaallelicada specieaEBN=1 in S. tuberosum.

Specie-4x(2EBN) | x | Tbr—2x(2EBN) | x | Specie—2x(1EBN)

Poliploidizzazione somatica
Gameti 2n

Ibrido 3x(2EBN) X | Tbr -4x(4EBN)

(gameti 2n) l

lbrido 5X(4EBN) | x| Tbr -4x(4EBN)

!

4X(4EBN)

Fig. 3: Schema di miglioramento genetico basato sulla produzione di ploidie ponte tra specie
diploidi di patata non compatibili con gli aploidi di S. tuberosum. E riportata anche una possibile
strategia di utilizzazione di specie 4x(2EBN) non compatibili con le varieta coltivate

Per trasferire geni di resistenza da specie 2x(IEBN) e 4x(2EBN)
nella patata coltivata tetraploide, ibridi ponte triploidi sono stati
ottenuti tra la specie 2x(IEBN) S. brevidens e 2x(2EBN) S chacoense
(Ehlenfeldt et al. 1984), tra le specie 4x(2EBN) dela Serie
Longipedicellata e aploidi di S tuberosum (Adiwilaga et al. 1991), tra
le specie 2x(IEBN) S. circaeifolium e S, commersonii e aploidi di S.
tuberosum (Carputo et al. 1997; Louwes et al. 1992). Nella

utilizzazione delle specie 4x(2EBN) e anche possibile ottenere ploidie
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ponte F; esaploidi. Queste vengono generate da incroci 4x(2EBN) x
4Ax(4EBN) se la specie 4x(2EBN) produce gameti 2n. Le progenie F;
esaploidi hanno un EBN=4, e pertanto risultano facilmente
incrociabili con S tuberosum. Proprio attraverso questa metodologia
laresistenza a virus di S acaule e la resistenza ai nematodi galligeni
di S fendleri é stata trasferitain S. tuberosum (Camadro et al. 1990;
Janssen et al. 1997).

3.3. Selezione assistita

Anche [I'attivita di  miglioramento genetico basata
sull’ibridazione interspecifica ha saputo trovare vantaggi dallo
sviluppo e applicazione di nuove tecnologie molecolari. Con lo
sviluppo di marcatori molecolari associati a geni di interesse e
possibile procedere in modo veloce, precoce e pratico alla selezione
positiva dei genotipi soddisfacenti le esigenze del miglioramento
genetico. Qualora siano disponibili marcatori molecolari associati a
geni interessanti, € infatti possibile valutare le piante anche in eta
molto giovanile, in spazi molto ristretti e senza lo svolgimento di test
di resistenza ai patogeni. Altro vantaggio e che mediante la selezione
assistita € possibile superare i problemi derivanti dalla individuazione
del falsi positivi e/o fals negativi dovuti al’influenza dell’ ambiente,
azzerando cosi quasi del tutto il margine d’errore. Tali vantaggi sono
ancora piu evidenti quando s tratta di selezionare per caratteri
produttivi e di qualita del tuberi, laddove e necessario valutare un

numero molto elevato di genotipi.
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In patata sono gia riportati casi in cui tale selezione positiva
assistita da marcatori molecolari e stata applicata con successo
(Barone 2004). | marcatori molecolari maggiormente utilizzati ai fini
della selezione assistita, sono RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple
Seguence Repeats). Marcatori RFLP strettamente associati ad un gene
di resistenza al virus Y della patata sono stati utilizzati per selezionare
cloni resistenti nella progenie fra genotipi diploidi e tetraploidi di
Solanum (Hamalainen et al. 1997). Anche caratteri piu compless,
come la resistenza a Phytophthora infestans, sono stati proficuamente
studiati mediante marcatori molecolari. Oberhagemann et al. (1999)
hanno proposto I’ uso di marcatori molecolari per la selezione assistita
di genotipi resistenti a peronospora. Recentemente e stato mappato il
gene RP1I, localizzato sul cromosoma VI, che conferisce resistenza a
tale patogeno (Kuhl et al. 2001). Anche laresistenza ai virus, patogeni
molto dannosi e deleteri per la pataticoltura, € stata investigata.
Marczewski et al. (2002) hanno mappato il gene Ns, che conferisce
resistenzaa PSV, ed é localizzato sul cromosoma V.

Altro aspetto fondamentale dell’uso dei marcatori molecolari
nella selezione assistita riguarda la possibilita di eliminare i caratteri
non desiderati (selezione negativa assistita), particolarmente utile nel
programmi di miglioramento genetico che prevedono I'uso di specie
selvatiche. E risaputo infatti che tali specie apportano numerosi
caratteri indesiderati. La messa a punto di marcatori molecolari

specie—specifici e la loro applicazione ad una popolazione ibrida, che
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presenta caratteri d'interesse, permette la selezione assistita negativa.
Essa consente di stimare il contenuto di genoma selvatico dei genotipi
di interesse e quindi di eliminare quelli con valori piu alti (Tanksley et
al. 1989). Marcatori molecolari sono stati utilizzati per aumentare
I’efficienza di tale selezione negativa nei programma di reincrocio
finalizzato a trasferire geni utili dalla specie selvatica S. commer sonii
agenotipi coltivati di S. tuberosum (lovene et al. 2004).

E stato dimostrato come tale selezione sia altamente efficace
anche per una specie poliploide ad eredita tetrasomica con la patata

oltre che per specie modello diploidi quali il pomodoro.

3.4. Obiettivi della tes

Data la molteplicita di us della patata, gli obiettivi del
miglioramento genetico sono nuMerosi e spesso contrastanti tra loro.
Essi possono essere distinti in tre grandi gruppi:

Caratteri legati alla produzione

Caratteri legati allaresistenzaastress biotici ed abiotici.

Caratteri legati allaqualitadel prodotto

Da acuni anni obiettivi e problematiche stanno cambiando,
soprattutto perché crescono le preoccupazioni per I’ambiente mentre si
riducono quelle per la produttivita. Inoltre, il sistema pataticolo
italiano & sempre piu connesso con quello degli atri Paesi el’ esigenza
di globalizzazione dei mercati contribuisce a rendere piu compless gli

obiettivi del miglioramento genetico.
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Gli obiettivi del presente lavoro sono stati lo studio, la
valutazione e la selezione di ibridi ottenuti mediante due diversi
schemi di ingegneria genomica messi a punto per I'introgressione di
variabilita allelica e geni utili delle specie selvatiche 2x(2EBN) S
phurga e 2x(1EBN) S. commersonii. In particolare gli obiettivi hanno
riguardato:

Valutazione agronomica di ibridi S. phurga-S. tuberosum e S,

commersonii-S.  tuberosum per la selezione di genotipi

superiori, determinazione di caratteristiche produttive e

morfologiche (lunghezza stoloni, colore e profondita occhi,

formatubero, colore buccia e colore polpa).

Valutazione del materiale vegetale in studio per resistenza ad

alcuni delle piu importanti batteriosi: I’ appassimento batterico

(Ralstonia solanacearum) e il marciume molle de tuberi

(Erwinia carotovora).

Messa a punto di metodi di selezione assistita efficiente attraverso

marcatori molecolari AFLP.
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4. Materiali e metodi
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4.1. Materiale vegetale

Il materiale vegetale oggetto di studio era gia disponibile presso
il Dipartimento di Scienze del Suolo, della Pianta e dell’ Ambiente
della Facolta di Agraria di Portici Universita degli Studi di Napoli
“Federico I1”. Tale materiale (figura 4) , prodotto durante precedenti
programmi di miglioramento genetico della patata svolti presso il
suddetto Dipartimento, includeva:
151 ibridi BC; identificati con lasigla“NC” derivanti daincroci 4x
X 2x tra varieta/cloni S tuberosum e ibridi S tuberosum-S
phureja.
31 ibridi BC; (codice MCPH) derivanti da incroci 3x % 4x tra un
ibrido triploide S. commersonii-S. tuberosum e Blondy, una varieta

coltivata di patata usata come impollinatore.

Fig. 4 — Fenotipo di ibridio MCPH Solanum tuberosum-Solanum

commersonii (A) eibrido NC Solanum tuberosum-Solanum phureja (B)
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Le sigle dai cloni NC sono seguite da due numeri-codici
identificanti la combinazione del parentali (il primo) e il numero di
clone (il secondo). Nella tabella 2 sono riportati 1 codici assegnati per
ogni combinazione d’incrocio ed il numero di cloni per ogni famiglia

oggetto di studio.

Tab. 2 - Codici assegnati ale famiglie 4x x 2x (Solanum phuregja-
Solanum  tuberosum), 3x x 4x (Solanum tuberosum-Solanum
commersonii) e numero di cloni valutati per ciascunafamiglia.

Parentali
Femminili M aschili N° Codice N° cloni
S tbr-S phu
Carmine x | NC5 13
LC00116 x I NC 10 17
MC330 x I NC 12 12
Serrana % | NC 15 17
S86-24 x I NC 18 10
Atzimba x UP88-P5 NC 21 18
Carmine x UP88-P5 NC 23 12
LC00116 x UP88-P5 NC 25 21
MC330 x UP88-P5 NC 27 16
Serrana x  UP88-P5 NC 30 17
S tbr-S. cmm
MCA 1 x  Blondy MCPH 31

4.2. Metodi

4.2.1. Valutazione della produzione

Le prove agronomiche finalizzate ala valutazione delle
“performance” degli ibridi in esame sono state effettuate nel 2002 e
2003 presso |@zienda Sperimentale Dimostrativa «Molarotta»,
dell@genzia di Sviluppo Agricolo della Caabria, sita a Camigliatello
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Silano (CS), a 1300 m sul livello del mare. Le caratteristiche fisico -
meccaniche e chimiche del terreno dei campi utilizzati negli anni di

sperimentazione sono riportati in tabella 3.

Tab. 3 - Caratteristiche del terreno dei campi sperimentali
utilizzati a Camigliatello Silano nel 2002 e 2003

Componente Metodo d@nalisi Valori

Sabbia grossa 44%
Sabbiafina 37%
Limo 14%
Argilla 5%
Sostanza organica K2Cr,0, 3,10%
P,Os assimilabile Morgan 40,4 ppm
K>0 scambiabile Morgan 43,3 ppm
Azoto totale Kjelda 0,15%
Sali solubili totali 0,15%
pH 5,6

L’impianto dei tuberi di ciascun genoctipo € avvenuto nella
seconda meta di maggio mentre laraccolta e stata effettuata dopo circa
4 mes (fine settembre).

Gli ibridi NC (153 genotipi) e i parentali sono stati allevati
secondo un disegno sperimentale a blocchi completamente
randomizzati con due repliche, ognuna delle quali contenente tre
tuberi per clone (30 cm sulla fila e 70 cm frale file), con un singolo
tubero per buca; gli ibridi MCPH (31 genotipi) sono stati allevati
secondo un disegno sperimentale randomizzato con cingue ripetizioni
ed un tubero per ripetizione. Sono state adottate distanze di 30 cm
nell’interfilaedi 70 tralefile (figurab).
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Fig. 5 — Prova agronomica finalizzata alla valutazione delle performance produttive degli

ibridi 4x x 2x Solanum tuberosum-Solanum phureja. Camigliatello Silano, 2003

Durante il ciclo vegetativo € stata valutata la precocita degli
ibridi a 50, 70 e 90 gg dalla semina. Agli ibridi & stato assegnato un
punteggio basato su una scala arbitraria variabile da 1 (precoce) a 3
(tardiva) in relazione a ciclo biologico della cultivar di riferimento
“Spunta’.

Alla raccolta sono state valutate la produzione di tuberi per
pianta e le seguenti caratteristiche:

Lunghezza degli stoloni

Formadei tuberi

Profondita degli occhi

Colore degli occhi

Colore dellabuccia del tubero

Colore della polpa del tubero

Peso specifico dei tuberi

Contenuto in vitamina C

Peso _specifico: il peso specifico del tuberi e stato stimato

indirettamente, pesando un campione di tuberi di 1 Kg circa, facendo
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poi seguire la pesata dello stesso campione in acqua. |l peso specifico

e ricavato dalla seguente formula:

PS = Peso netto in aria
" Peso netto in aria— Peso netto in acqua

4.3. Valutazione del contenuto edel trasporto di vitamina C

La stima del contenuto in vitamina C e stata effettuata sui cloni
NC, 4 genotipi tetraploidi (LC00116, MC330, Carmine, Atzimba), 2
ibridi S. phureja - S. tuberosum e 15 ibridi MCPH. E stato adottato un
metodo colorimetrico, che consiste nell’ uso di cartine specifiche che,
a contatto con la pasta umida dei tuberi, si colorano. Per |a valutazione
s effettua poi un confronto su scala colorimetrica. Il test € stato
effettuato dopo che i tuberi erano stati frigo-conservati a 7°C per un
mese. Le strisce usate sono le “Ascorbic Acid Test” dellaMERCK. La
tecnica ha previsto il taglio del tubero a meta e la raschiatura della
parte interna, cosi da poter permettere la fuoriuscita di succhi cellulari.
Su quest’ultimi sono state poste le striscette colorimetriche che
nell’arco di 2 -3 secondi hanno assunto un colore in funzione della
guantita di vitamina C presente nei succhi cellulari.

Presso i laboratori del Dr. Roberto Viola (Dipartimento
“Quality, Health and Nutrition Program” dello *“Scottish Crop
Research Ingtitute”’, Scozia) é stato effettuato uno studio finalizzato a
chiarire aspetti legati a trasporto e all’accumulo di vitamina C. A

questo scopo e stata utilizzata come modello la varieta di patata
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“Désirée’. Gli esperimenti sono stati effettuati dopo 40-60 giorni dalla
semina ossia su piante in fase di tuberizzazione. Durante il test gli
stoloni sono stati definiti come non-tuberizzanti quando hanno
presentato un diametro uniforme lungo i 15 mm terminali; viceversa
sono stati definiti tuberizzanti quando presentavano un rigonfiamento
del diametro di 2-5 mm. Gonfiori con diametro frai 5 ei 10 mm sono
stati definiti come tuberi in sviluppo. Sono definiti “source” tutti gli
organi che nella pianta svolgono un ruolo di produzione di determinati
metaboliti, mentre gli organi di accumulo vengono etichettati come
“sink”. | livelli di Vitamina C nelle foglie sono stati manipolati
adottando latecnica “flap” (Franceschi e Tarlyn 2002). Al termine del
periodo di incubazione, le foglie sono state macinate in azoto liquido,
estratte in 5% acido metafosforico (MPA) con 5 mM tris(2-
carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) (9:1 p/v) e I'Vitamina
C e stato misurato mediante HPLC in accordo con Hancock et al.
(2000).

Le foglie terminali dei primi 4 nodi di tutti gli steli, (fra8 e 10
per la pianta) sono state fornite simultaneamente di 500 pl 20 mM
acido 2-Morpholinoethanesulfonic (MES), pH 55, 2 mM CaCl,
eventualmente aggiunto di 25 mM L-galactono-1,4- lactone (L-Gall)
per 24 ore (figura 6). Queste foglie sono state definite “source”. D-
Glucosio (D-Glc) e stato invece fornito alle foglie delle piante di
Désirée utilizzate come controllo. Per ogni trattamento sono state
usate quattro piante. Alla conclusione dell@cubazione, da ciascuna
pianta sono stati separati i fiori, le foglie “source’, le foglie “sink”, |

piccioli, gli steli, gli stoloni non tuberizzanti (ultimi 15 mm), gli
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stoloni tuberizzanti (parte rigonfiata) e tuberi in sviluppo (diametro
inferiore a 5 mm). | tessuti sono stati immediatamente congelati in
azoto liquido per poi essere liofilizzati. 1l liofilizzato é stato macinato
fino ad ottenere polvere sottile e poi estratto in triplice copia (1
grammo per replica) in 5% MPA, 5 mM TCEP (19:1 p/v). Il
quantitativo di Vitamina C e stato determinato poi mediante HPLC.
Tultti i tuberi prodotti avevano un diametro inferiorea5 mm.

Per la quantificazione della vitamina C, i tessuti vegetali sono
stati triturati in azoto liquido e con I'aggiunta di 5% MPA,
precedentemente raffreddato in ghiaccio e contente 5 mM TCEP (9:1
p/v). | campioni sono stati quindi tenuti su ghiaccio per 60 minulti.
Tutti i dati sono stati quindi riportati come acido L-ascorbico totale
(vitamina C), ossia AsA + acido deidroascorbico. | campioni sono
stati centrifugati a 16000 g per 5 minuti a 1°C per poi essere analizzati
mediante HPL C secondo il metodo di Hancock et al. (2000).

Fig. 6 — Esempio di
pianta di patata
trattata con la
tecnica “flap”. (A)
| foglie *“sink; (B)
. foglie“source’
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4.4. Valutazione della resistenza all’ appassimento batterico

(Ralstonia solanacear um)

In collaborazione con il prof. A. Zoina, del Dipartimento di
Arboricoltura e Patologia Vegetale della Facolta Agraria di Portici,
sono stati effettuati test di resistenza all’appassimento batterico
determinato da R. solanacearum. Sono stati testati 30 ibridi MCPH.
Sono stati inclus nella prova anche il parentale selvatico S
commersonii, le varieta “Adora’ e “Blondy” di S tuberosum, i
parentali triploidi ed una progenie 5x x 4x.

Le piante di ciascun genotipo sono state propagate in vitro su
substrato contente sali di Murashige e Skoog, 30 g I di saccarosio, 8
g I di agar, pH 5,8; al’eta di 4 settimane 15 piante/genotipo sono
state trapiantate in vasetti. 1| materiale vegetale e stato quindi allevato
per 7-10 giorni in camera di crescita con 16 ore di luce e temperatura
di 24°C. Dopo questa fase di acclimatamento le piante sono state
trasportate in allevate serra per 2-3 settimane, ossia fino a
raggiungimento di 8-11 foglie (13-15 cm di atezza). A questo punto
le piantine sono state inoculate. L’ inoculo € stato effettuato ferendo le
radici con una spatola e innaffiando la superficie del terreno con 2 m
di sospensione batterica alla concentrazione di 2,5 x 10’ cfu (figura 7).
Per ogni genotipo sono state utilizzate 3 piante come controllo
negativo (inoculate con acqua sterile) e 8 come test. Le piantine
inoculate sono state poste in una camera di crescita alle seguenti

condizioni termo-foto-igrometiche: luce (12 h di luce e 12 h di buio);
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temperatura (21°C durante le ore di buio, 27°C durante le ore di luce,)
e umidita (85%) (figura7).

C

Fig. 7 — Test di sensibilita a Ralstonia solanacearum: ferite alle
radici con una spatola (A), inoculo del terreno con la
sospensione batterica (B) e camera di crescita con il test in
corso (C).

A distanza di 6-9-12-15-17 e 20 gg, sono stati effettuati rilievi

per controllare I'andamento della patologia batterica. Ad ogni rilievo,
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per ogni pianta, e stato determinato un indice di malattia variabile da 0
ab, (figura4). In particolare 0 = piantasana, 1 < 25 % foglie infette, 2

Indice
malattia: 0 1 2 3 4 5

Fig. 8 - Scala da 0 a 5 utilizzata per la valutazione della resistenza a R.
solanacearum degli ibridi MCPH Solanum tuberosum — S. commersonii.

dal 26 % al 50 % di foglieinfette, 3 dal 51 % al 75 % foglie infette, 4
oltre 75 % di foglie infette e 5 pianta morta. Dall’indice di malattia e

stato calcolato I'indice di Mc Kinney secondo la formula seguente:

i Indice di malattia x N° piante con taleindice di malattia
Mc Kinney =

N° piante totali

Unindicedi Mc Kinney inferiore ad 1 € stato considerato indice
di resistenza; fra 1,1 e 2,4 di media resistenza; mentre un indice
superiore a 2,5 e stato valutato come indicatore di suscettibilita.

Un ulteriore indice e stato determinato per questo carattere, il

grado di dominanza. Esso € un valore numerico che serve per stimare
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il modello di ereditd della resistenza a R. solanacearum. E stato

calcolato con la seguente formula (Falconer 1989):

Mediaprogenie - media parentali

Grado di dominanza (d/a) = —— - _
Media parentali - valore parentale resistente

Piu grande la deviazione di d/a da zero, maggiore € la
dominanza fenotipica, con i valori negativi e positivi che indicano
rispettivamente dominanza del genitore resistente (S. commersonii) e
suscettibile (S. tuberosum).

4.5. Valutazione della resistenza al marciume molle dei tuberi

(Erwinia carotovora ssp. car otovor a)

In collaborazione con il prof. A. Zoina, del Dipartimento di
Arboricoltura e Patologia Vegetale della Facolta Agraria di Portici,
sono stati effettuati test di resistenza al marciume molle causato da E.
carotovora ssp. carotovora. Sono steti testati 116 cloni appartenenti al
gruppo NC e 21 cloni MCPH. Per alcuni cloni e stato deciso di
ripetere il test di resistenza due volte per avere maggiori informazioni
sull’ effettiva resistenza al patogeno e identificare eventuali effetti
ambientali.

Il protocollo seguito per la realizzazione del test € di seguito
riportato. | tuberi sono stati sterilizzati in soluzione con 20% di
ipoclorito per 20 minuti per poi essere lavati con una soluzione

alcolica a 95%. Lavorando in condizioni di sterilita sotto cappa a
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flusso laminare e mediante I’ ausilio di punte di trapano adeguatamente
sterilizzate, e stato praticato un numero variabile di fori a seconda
delle dimensioni del tuberi (dai 3 a 7 fori, 2 cm lunghezza e 2 mm
diametro). In detti fori, mediante I’uso di micropipette, sono stati
inseriti 20 m di sospensione batterica di E. carotovora ssp. carotovora
(ceppo 007), fornito dal “International Potato Centre” di Lima (Peru)
(figura9). Il batterio e stato incubato su substrato NAG (agar nutriente
glucosate) per poi essere lasciato crescere a 25° C per 48 ore. La
patina microbica € stata successivamente raccolta e posta in acqua
sterile. La sospensione batterica alla concentrazione di 1 x 107 cfu/ml
e stata preparata mediante |’ uso dello spettrofotometro calibrato a 530
nm. | tuberi inoculati sono stati disposti in contenitore con acqua
sterile su uno sfondo di carta assorbente sterile. Un foro per tubero e

stato inoculato con acqua sterile come controllo negativo.

A B

Fig. 9 — Test di sensibilita ad Erwinia carotovora subsp. carotovora: perforazione (A) ed
inoculo (B) dei tuberi con la sospensione batterica.

Il contenitore e stato posto a 22°C per 72 ore. Trascorso questo

periodo, i tuberi sono stati tagliati longitudinalmente ai fori per
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misurare le lesioni causate dal batterio. | cloni con un valore medio
delle lesioni inferiore a 4 mm sono stati considerati resistenti, quelli
con diametro compreso fra 4,1 mm e 6 mm sono stati considerati
mediamente resistenti, mentre i cloni con lesioni medie superiori a 6,1

mm Sono stati considerati suscettibili.

4.6 Valutazione della resistenza alla peronospora (Phytophtora
infestans)

In collaborazione con il prof. G. Cristinzio del Dipartimento di
Arboricoltura, Botanica e Patologia Vegetale della Facolta Agraria di
Portici, sono state effettuate delle prove preliminari su 19 cloni MCPH
per resistenza a Phytophtora infestants. Per il saggio di resistenza e
stata utilizzata una sospensione di zoosporangi di P. infestans con una
concentrazione pari a circa 40000 sporangi ml™. La sospensione &
stata preparata prelevando il micelio superficiale dalle piastre Petri e
sospendendolo in acqua distillata. Dopo aver filtrato il tutto, e stata
valutata la concentrazione della sospensione tramite vetrino
contaspore. Per ricercare le fonti di resistenza non razza-specifica,
sono stati utilizzati 7 ceppi differenti di P. infestans isolati da piantine
malate di patatain diverse regioni italiane. L’inoculo e stato effettuato
sistemando 3 foglioline per ogni genotipo in piastre Petri contenenti
un dischetto di carta sterile e una griglia di plastica su cui le foglie
sono state poggiate con la pagina superiore rivolta verso il basso. Esse
sono state ferite in due punti differenti con un ago e inoculate ad ogni

ferita con 50 | della sospensione fungina (figura 10); atre tre
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foglioline per genotipo, in differente piastra Petri, sono state inocul ate
con acqua distillata e utilizzate come controllo. Dopo aver effettuato
I"inoculo il dischetto di carta & stato bagnato con acqua distillata per
mantenere condizioni elevate di umidita relativa; le piastre sono state
mantenute a 27-28°C e in condizioni di luce tenue, per permettere il
miglior funzionamento della tecnica. Dopo cinque giorni di
incubazione nelle condizioni indicate, € stata effettuata |’ osservazione
al microscopio ottico del sintomi tipici della malattia, con particolare

attenzione alla sporulazione del fungo sulle foglioline mal ate.

MCOP5

Controllo Inoculo

A B C

Fig. 10 — Test di resistenza a Phytophtora infestans: ferita con ago (A), inoculo (B) , esito dopo
5 gg per il genotipo MCOP5 (C)

| genotipi sono stati quindi valutati sulla base dell’ entita del
diametro delle lesioni determinate dal patogeno e classificati in
resistenti (R), mediamente resistenti (MR) e suscettibili (S). Insieme ai
genotipi MCPH, e stato inoculata la varieta suscettibile Spunta come

controllo positivo.

4.7 Analisi con marcatori AFLP degli ibridi S. tuberosum-S.

commer sonii

Presso i laboratori del Dr. Roberto Viola (Dipartimento “Quality,
Healt and Nutrition Program” dello “Scottish Crop Research
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Institute”, Scozia) sono state effettuate analis molecolari volte ad
identificare la percentuale di genoma selvatico negli ibridi MCPH.

L’'estrazione del DNA é stata effettuata utilizzando il Kit
commerciale messo a disposizione dalla QIAGEN: DNeasy® Plant
Mini Kit. | campioni di tessuto vegetale (100mg) sono stati prelevati
da piante di quattro settimane e macerati meccanicamente in azoto
liguido, mediante I’ utilizzo di mortaio e pestello o direttamente in un
eppendorf da 0,5 ml con aggiunta di una soluzione tampone attraverso
I"utilizzo di un particolare trapano con punta in plastica. Il tessuto
vegetale macerato e stato poi incubato a 65°C per 10 minuti in seguito
al’aggiunta di un tampone di lisi.

Successivamente, polisaccaridi e proteine sono stati eliminati
mediante precipitazione salina. L’ uso di una colonnina contenente una
membrana di resina ha permesso |’ allontanamento del detriti cellulari
e del prodotti di precipitazione attraverso un singolo passaggio di
centrifugazione a 14000 rpm per due minuti. Il legame del DNA dla
membrana é stato indotto tramite aggiunta di un opportuno tampone.
Il DNA e stato, infine, eluito con acqua distillata (100 |) mediante

centrifugazione ad 8000 rpm per 1 minuto.

4.8Analisi AFLP

Il DNA estratto € stato sottoposto ad analisi AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) secondo il protocollo di Vos et al.
(1995)
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4.8.1 Digestioneeligazione del DNA

I DNA genomico e stato digerito in una miscela di reazione
contenete DNA (125 ng), buffer 5x (2.5 1) ed EcoRI/Msel (1 ). E
stata aggiunta acqua distillata fino ad un volume finae di 12.5 1. Il
tampone di reazione 5x e codtituito da TrissHCl pH 7.5 (50 mM);
acetato di magnesio 50 mM; acetato di potassio (250 mM). Lamiscela
di reazione e stata incubata a 37°C per due ore, quindi a 70°C per 15
minuti in modo da inattivare le endonucleas di restrizione. 1| DNA
digerito € stato sottoposto alla reazione di ligazione mediante aggiunta
di:

1U di T4 DNA ligasi in Trio HCI 10mM apH 7.5, DDT 1.0 mM,
KCI 50 mM, glicerolo 50% (v/v);
adattatori a doppia €elica EcoRI (2.5 pmoli) ed Msel (2.5 pmoali),
contenuti in soluzione di ATP 0.4 mM, Tris HCl 10mM a pH 7.5,
acetato di magnesio 10 mM e acetato di potassio 50 mM.
Per ottenere la ligazione la reazione e stata incubata per due ore
ad una temperatura di 20°C ed il prodotto e stato diluito 1:10 con TE
1x (Tris HCl pH 8.0, EDTA 0.1 mM). Le sequenze degli adattatori

S0No:
Adattatore EcoRl: 5 CTCGTAGACTGCGTACC 3

3 CATCTGACGCATGGTTAA Y
Adattatore Mseal: 5 GACGATGAGTCCTGA 3

3 TACTCAGGACTCAT &



4.8.2 Amplificazione pre-selettiva

Il DNA ligato e diluito (1:10), é stato pre-amplificato in una
reazione con volume finale di 28 | contenente: DNA 1:10 (25 1),
Buffer PCR 10x (2.5 ), tag-polimerasi 5 U/ | (0.5 1), Primer mix
(20 I). Il Buffer PCR 10x contiene HCI pH 8.4 (200 mM), MgCI2
(15 mM), KCI (500 mM), dNTP (0.8 mM).

| primer di pre-amplificazione presentano una singola base
selettiva all’estremita 3' e riconoscono le estremita generate nella
precedente reazione di ligazione:

EcoRI primer pre-selettivo: 5 GACTGCGTACCAATTCN 3
Msel primer pre-selettivo: 5 GATGAGTCCTGAGTAAN 3

| campioni sono stati amplificati seguendo il ciclo di

temperature riportato:
94°C per 30 second
56°C per 60 secondi
72°C per 60 secondi

LZO cicli

| prodotti dellareazione sono stati diluiti 1:30 con TE 1X.

4.8.3 Amplificazione selettiva

La miscela di componenti di reazione per I'amplificazione

selettivadi ciascun campione e stata preparata utilizzando:
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2 | di primer EcoRI marcato con fluorocromo (Hex, Fam o Ned)
45 | di primer Msel
0.1 | di Tagpolimerasi 5U/ |
2 | di Buffer PCR 10X
5 | di DNA pre-amplificato diluito 1:30
E stato aggiunta acqua fino a raggiungere un volume di 20 1. |
primer utilizzati presentano un estensione a 3 costituita da tre
nucleotidi:
Primer EcoRI selettivo: 5 GACTGCGTACCAATTCNNN 3
Primer Msel selettivo: 5 GATGAGTCGTGAGTAANNN 3
La reazione PCR e dapprima di tipo “touch-down” con
decremento di 0,6°C dellatemperaturadi “annealing” ad ogni ciclo di
amplificazione:
94°C per 60 secondi
65°C per 60 secondi
72°C per 90 secondi
|, 13cidli
Allareazione di “touch-down” segueil ciclo di amplificazione:
94°C per 60 secondi
56°C per 60 secondi
72°C per 90 secondi
L, 23 cicli
Le 7 combinazioni di primer testate negli ibridi MCPH sono state:
Eco ACT/Mse CAT; Eco ACT/ Mse CAA; Eco ACT/ Mse CAG; Eco
ACT/ Mse CAC; Eco AGG/Mse/CAA; Eco AGG/Mse CAG; Eco
ACC/Mse CAT
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4.8.4 Separazionede frammenti di DNA amplificati su

gel di acrilammide

Il prodotto della reazione di amplificazione di ciascun campione
(20 1), e stato miscelato con un ugua volume di tracciante blue
dextran e denaturato a 94°C per 10 minuti. Successivamente, 4 |
della miscela sono stati sottoposti a corsa elettroforetica su gel
denaturante al 6% di acrilammide/urea (20:1) (acrilammide: bis, urea
7.5 mM, tampone TBE 1X), in un tampone di corsa TBE 1X; ad un
voltaggio costante di 1600 volt. || marcatore utilizzato per queste
analis molecolari é stato il Rox, prodotto e fornito dala ABI
PRISM®; tde marcatore e tale da definire le dimensioni de
frammenti di restrizione compresi tra 35 e 500 nucleotidi.

La corsa elettroforetica e stata effettuata per tre ore, in seguito il
gel € stato sottoposto ad una scansione a Typhoon 9200 per ottenere |
profili di restrizione dei campioni analizzati. | dati ottenuti dal pattern
elettroforetico sono stati immessi in una matrice binaria che riporta nei
diversi campioni, la presenza (1) e I’assenza (0) di bande. Mediante
I"analisi della matrice cosi ottenuta, € stato determinato la percentuale

di genoma selvatico presente negli ibridi MCPH.

4.9Analis statistiche e calcolo dell’indice di valutazione
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| dati presentati nel presente lavoro sono stati elaborati
mediante |’ utilizzo di software statistico “SPSS’ versione 11.5. | dati
produttivi sono stati statisticamente analizzati mediante I’analisi della
varianza. Le differenze individuate sono state poi confrontate
mediante il test di Duncan.

Con l'ausilio del software prima citato, e stata effettuata anche
la “Principal Component Analysis’ (PCA). La PCA ha come scopo
|@lentificazione di una struttura sottostante ad un insieme di variabili
osservate; e quindi |'identificazione di fattori non direttamente
rilevabili sulla base di un insieme di variabili osservabili. Il suo uso
implicalo studio delle correlazioni tra variabili allo scopo di trovarne
un nuovo insieme, di dimensioni minori rispetto a quello delle
variabili originarie, che esprima cio che e in comune fra le variabili
originarie stesse. Si cerca quindi di “condensare’ e "ridurre" i dati,
cercando di perdere laminore quantita possibile di informazione.

Al fine di identificare i migliori ibridi MCPH, ossia gli ibridi
con una minire percentuale di genoma selvatico e la presenza di
caratteri positivi, e stato calcolato un indice di valutazione assegnando
ad ogni carattere d’'interesse un punteggio in funzione di una scala

arbitraria di seguito riportata. 1) resistenza ad Erwinia carotovora: 1

= diametro lesione 8,1 mm, 2 = diametro lesione compreso fra6,1 e
8 mm, 3 = diametro lesione compreso fra 6 e 4,1 mm, 4 = diametro

lesone 4 mm; 2) resistenza a Ralstonia solanacearum: 1 = indice

malattia 3,6, 2= indice malattia compreso fra 2,5 e 3,5, 3 = indice

malattia compreso fral,1 e 2,4, 4 = indice malattia 1; 3) contenuto

vitamina C: 1 = percentuale rispetto a“Spunta” 20, 2 = percentuale
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rispetto a “Spunta’ compresa fra 21 e 40, 3 = percentuale rispetto a
“Spunta’ compresa fra 4l e 60, 4 = percentual e rispetto a “ Spunta’
61; 4) produzione. 1 = produzione 150 g pt*, 2 = produzione

compresa fra 151 e 300 g pt™, 3 = produzione compresa fra 301 e 450
g pt', 4 = produzione 451 g pt™; 5) peso specifico (Ps): 1 = Ps

1,070, 2 = Ps compreso fra 1,071 e 1,080, 3 = Ps compreso fra 1,081 e
1,090, 4=Ps 1,091, 6) profondita occhi: 1 = occhi molto profondi,

2 = occhi profondi, 3 = occhi con media profondita, 4 = occhi

superficidi; 7) lunghezza stoloni: 1 = stoloni lunghi, 2 = stoloni

medi, 4 = stoloni corti. | parametri presi in considerazione hanno un
differente peso ai fini del miglioramento genetico. Gli ibridi MCPH
sono una generazione BC; e necessitano di ulteriori reincroci per la
costituzione di un genotipo da proporre come nuova varietd. E stato
guindi deciso di ponderare il punteggio di ogni parametro, attribuendo
una maggiore importanza alle caratteristiche di resistenza rispetto ad
altri caratteri. 1l punteggio relativo ai caratteri di resistenza e stato
moltiplicato per un fattore di correzione di 1,5 mentre le altre
caratteristiche sono state moltiplicate per un fattore di correzione

ugualea0,5.
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5. Risultati
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5.1 Produzione di tuberi

In allegato 1 sono riportati | dati produttivi medi e la deviazione
standard dei singoli genotipi NC per i due anni di valutazione. La
media produttiva di campo & statadi 0,37 kg pt™ nel 2002 e 0,49 kg pt
! nel 2003. Tali valori medi sono stati superati rispettivamente da 65
(41%) e 68 (43%) genotipi. Per quanto riguarda il numero del tuberi
medio per pianta invece, la media nel 2002 é stata di 5,3 mentre nel
2003 e stata di 7,6. Tai medie sono state superate rispettivamente da
69 (43%) e 70 (44%) cloni. Frai cloni particolarmente produttivi nel
2002 vanno segnaati NC 18-8; NC 5-15 e NC 10-11 per le loro
produzioni (1,0; 0,97, 0,96 Kg pt' rispettivamente). L’anno
successivo invece sono state registrate produzioni massime di circa
1,5 volte rispetto alle massime produzioni prima citate. | cloni NC 21-
15, NC 30-8 e NC 27-6 hanno, infatti, prodotto rispettivamente 1,67;
1,35e1,33Kg pt™.

Per quanto riguarda il numero del tuberi, nel 2002 il numero
medio massimo di tuberi prodotti da un genotipo € stato di 13 tuberi
(NC 10-10) seguito da 12,7 e 125 (NC 10-11 e NC 21-3
rispettivamente). Produzioni molto piu ate in termini di numero
medio di tuberi sono state registrate nel 2003. NC 30-3, NC 27-6 e NC
10-5 hanno rispettivamente prodotto 18,8, 20,8 e 22,8 tuberi per
pianta.

L’analisi della varianza per produzione e numero di tuberi per

entrambi gli anni é riportata nella tabella 4.
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E stato evidenziato un effetto significativo di quasi tutte le fonti
di variazione per produzione di tuberi e numero di tuberi durante
entrambi gli anni. Soltanto i genitori 4x per il numero di tuberi nel
2002 ed i genitori 2x per produzione e numero di tuberi durante

entrambi gli anni non sono risultati fonti significative di variazione.

Tab. 4 - Andlisi della varianza per produzione (PT) e numero di tuberi (NT) dei cloni 4x x 2x
Solanum  tuberosum-Solanum phureja, delle famiglie 4x x 2x Solanum tuberosum-Solanum
phureja. Le valutazioni sono state effettuate a Camigliatello Silano nel 2002 e 2003

Varianza

2002 2003
Fontedi variazione g.l. PT NT PT NT
Blocchi 1 301766,09 ** 13,04 n.s. 147598,12 n.s. 74,58 **
Cloni NC 150 100176,72 ** 13,64 ** 190052,92 ** 28,80 **
Famiglie NC 9 28345,00 ** 2,82 ** 39222,78 ** 451 **
Parentali 4x 5  174353,33 ** 18,13 ns. 73740,00 ** 821 *
Parentali 2x 1 3025,00 ns. 1,01 ns. 2500,00 n.s. 1,37 ns.
Cloni vs parentali 4x 1 127598,143 * 8,646 * 391453,875 * 118,732 **
Cloni vs parentali 2x 1 208407,277 ** 0,005 ns.  814284,223 ** 95007 **
Errore 158  27701,49 6,44 59980,65 7,52
n.s. = non significativo
*=pP 0,05
**=p 0,01

g.l. = gradi di liberta

L’ANOVA combinata per i due anni di prova (tabella 5) ha
indicato effetti significativi dei cloni 4x x 2x, delle famiglie 4x x 2x e
dei parentali 4x cosi come le loro interazioni con I@no sia per la
produzione che per il numero del tuberi prodotti. L@ffetto dell@no e
stato significativo soltanto per il numero dei tuberi e non per la
produzione, mentre |@ffetto del genitore 2x non e stalo mai
significativo.

Nellatabella 6 e riportatala media produttiva, la percentuale dei

cloni 4x x 2x che hanno superato la produzione del parentdl
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tetraploidi e I'eteros per la produzione delle famiglie 4x x 2x nel
2002 and 2003.

Tab. 5 - Analis della varianza combinata per produzione e numero di tuberi dei
cloni 4x x 2x Solanum tuber osum-Solanum phureja, delle famiglie 4x x 2x Solanum
tuberosum-Solanum phureja e dei parentali.

Produzione tuberi Numero tuberi
Fontedi variazione gl. Varianza F Varianza F
AnNno 1 2819338,1 12,5 ns. 917,3 20,9 *
Cloni NC 150 174625,2 3,8 ** 26,8 3,7 **
Famiglie NC 9 48286,5 22,2 ** 5,6 16,2 **
Parentali 4x 5 128946,7 29,2 ** 11,3 41 *
Parentali 2x 1 5512,5 2,0 ns. 2,4 0,9 ns.
Cloni vs parentali 4x 1 44833820 102,6 ** 978,9 1402 **
Cloni vs parentali 2x 1 299924,1 6,8 ** 6,7 22 *
Cloni x anno 150 115604,4 2,5 ** 15,7 2,2 **
Famiglie x anno 9 18338,4 8,4 ** 1,6 46 **
Parentali 4x x anno 5 119146,7 27,0 ** 15,1 54 *
Parentali 2x X anno 1 12,5 0,0 ns. 0,0 0,0 ns.
Errore 316 43841,1 7,0
n.s. = non significativo
*=P 0.05
** =P 0.01

g.l. = gradi di liberta

Nel 2002 la produzione piu elevata e stata ottenuta da NC 5
(0,58 kg pt™), nel 2003 da NC 30 (0,73 kg pt™). Confrontando la
produzione media delle famiglie con la produzione media de
parentali, € da sottolineare che nel 2002 solo lafamiglia NC 5 ha fatto
registrare una produzione statisticamente superiore alla produzione
media del parentali 4x. Di contro, nel 2003 cinque delle dieci famiglie
(NC 5, NC 10, NC 15, NC 21, NC 27) hanno significamente prodotto
piu del parentali tetraploidi. La medesima tabella riporta inoltre la
percentuale dei cloni di ogni famiglia che ha prodotto piu dei parentali
4x. Questa percentuale é variata dal 0% al 70% nel 2002 (NC 25 e NC
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21, rispettivamente), e dal 10% a 100% nel 2003 (NC 18 e NC 15,
rispettivamente). La bassa produzione delle famiglie 4x x 2x nel 2002
ha comportato bassi valori di eterosi. Solo due famiglie hanno dato
buoni valori di eterosi (NC 21 e NC 30, 70% e 48% rispettivamente).
Le buone performance delle famiglie 4x x 2x nel 2003 hanno
determinato una piu alta eterosi; sette famiglie infatti hanno mostrato

un valore di eteros superiore a 100%.

Tab. 6 - Produzione media dei tuberi per piante (PT), percentuale dei cloni pit produttivi dei rispettivi
parentali 4x (C.E.P.) e valore dell@terosi delle famiglie NC Solanum tuberosum-Solanum phureja valutate a
Camigliatello Silano nel 2002 e nel 2003. Le produzioni medie sono riportate anche per i parentali 4x e
parentali 2x.

PT (kgpt™)
2002 2003
range C.EP. eteros? range C.E.P. eteros?

Famiglie media®  min  max (%) (%) media® MmN max g gy
NC5 058 A (025 - 097) 14 19 058 ABC (0,05 - 1,30) 86 256
NC6 046 B (013 - 09) 5 -3 058 ABC (0,16 - 1,10) 41 109
NC 12 023 EF (005 - 058 40 16 029 D (003 - 053) 50 74
NC15 045 BC (0,13 - 090) 39 25 063 AB (007 - 1,12) 88 104
NC 18 034 D (00@ - 1,00) 8 12 041 CD (001 - 071) 10 6
NC21 0,30 DE (0,06 - 0,75) 70 124 056 ABC (0,08 - 1,67) 78 296
NC 23 036 CD (0,18 - 083 8 -22 033 D (013 - 067) 75 143
NC 25 029 DE (003 - 0720 O 34 040 CD (007 - 0,76) 29 59
NC 27 018 F (003 - 037) 40 11 053 BC (004 - 1,33) 81 245
NC 30 0,33 DE (0,05 - 073) 48 79 073 A (038 - 1,35 100 157
Parentali4x 047 B (0,18 - 0,82) 033 D (0,13 - 0,65)
Parentali2x 014 F (011 - 0,17) 006 E (0,03 - 0,08

| valori dell@terosi sono stati determinati con la seguente formula: eterosi = (mediafamigliasmedia dei parentali)/ media parentali.

® medie seguite dalla stessa lettere, in accordo con il test di Duncan, non differiscono statisticamente per P 0.01.

Nella figura 11 sono stati messi a confronto la media biennale
della produzione per pianta del parentale maschile diploide, del
parentale femminile S. tuberosum, della famiglia e del miglior clone

della famiglia. In 7 famiglie il miglior clone ha sempre prodotto piu
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del parentale femminile tetraploide. Fanno eccezione le famiglie NC
23 e NC 25 i cui rispettivi migliori cloni hanno ottenuto le stesse
produzioni del parentale 4x. In 5 casi (NC 5, NC 12, NC 15, NC 21,
NC 27) anche la produzione media per famiglia & stata superiore a
parentale femminile.

Latabella 7 riportala media del numero dei tuberi prodotti delle
famiglie 4x x 2x nel 2002 e 2003. Paragonando la media delle
famiglie alla media del parentali 4x, € interessante notare che nel 2002
tutte le famiglie, eccetto NC 10 e NC 25, hanno prodotto un numero
di tuberi significatamene inferiore a numero di tuberi mediamente
prodotti dai parentali 4x. Un trend opposto € stato invece osservato nel
2003, quando tutte le famiglie, eccezion fatta per tre di esse (NC 12,
NC 18, NC 23) hanno prodotto un numero di tuberi piu alto rispetto a
guello mediamente prodotto dai parentali 4x.

E inoltre da segnalare che su dieci famiglie 4x x 2x analizzate, 3
nel 2002 (NC 12; NC 21; NC 30) e 8 nel 2003 (NC 5; NC 10; NC
12;NC 15; NC 21; NC 23; NC 27; NC 30) hanno prodotto piu tuberi
del rispettivi parentali tetraploidi (dati non mostrati). In entrambi gli
anni, in ogni famiglia sono stati trovati cloni che hanno prodotto un
numero di tuberi superiore aquello prodotto dal parentale 4x.

La tabella 8 riporta la produzione, il numero di tuberi e le
caratteristiche morfologiche dei 10 migliori cloni che hanno tutti
prodotto piu del rispettivi parentali 4x. 1l clone 15 della famiglia NC
21 ha dato il miglior risultato con una produzione per pianta di 1,205
kg pt™e 12 tuberi.
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Fig. 11 - Produzione medie di ciascuna famiglia NC Solanum tuber osum-Solanum phureja confrontata con quella del parentali e del clone piu produttivo
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Tab. 7 - Numero medio di tuberi per pianta (NT) delle famiglie NC
Solanum tuberosum-Solanum phurega valutate a Camigliatello Silano
nel 2002 e nel 2003

NT
2002 2003
range range
Famiglie media‘ min  max media® min  max
NC5 55D (23 - 10.0) 86 AB (22 - 18.0)
NC 6 68 A (18 - 130) 100 A (45 - 22.8)
NC 12 32J (08 - 92 48 CD (26 - 83)
NC 15 50 F (27 - 10.0) 78 AB (27 - 132
NC 18 42 H (13 - 100) 63 BC (0.3 - 10.3)
NC 21 55 D (0.3 - 125) 7,7 AB (3.0 - 187)
NC 23 48 D (27 - 9.0 6,2 BC (35 - 10.8)
NC 25 6,5 B (20 - 12.0 79 AB (27 - 123)
NC 27 34 1 (0.8 - 5.8 86 AB (20 - 20.8)
NC 30 46 G (L7 - 1100 87 AB (52 - 188)
Parentdi 4x 61 C (27 - 102) 46 CD (27 - 7.9)
Parentdli2x 52 E (47 - 5.7) 20 D (2.3 - 35)

® medie seguite dalla stessa lettere, in accordo con il test di Duncan, non differiscono
statisticamente per P 0,01

Tab. 8 - Produzione media dei tuberi (PT) e numero tuberi medio (NT), eterosi e
caratteristiche morfologiche del tuberi dei migliori 10 cloni NC Solanum

tuber osum-Solanum phureja

Car atteristiche morfologiche

Codice PT Eteros Forma Colore

Famiglia clone (kgpt™) NT (%) tubero Occhi occhi

buccia

NC 21 15 1,21 122 623 Rotonda Profondi Rosso

NC 30 3 098 13,3 220 Ovde Superficiadi Rosso

NC 30 8 0,98 83 217 Ovade Profondi Rosso

NC5 4 0,94 10,3 187 Rotonda Profondi Giallo

NC 15 6 0,91 7,1 173 Rotonda Superficiai Rosso

NC5 8 0,91 6,8 178 Rotonda Profondi Gidlo

NC 18 8 0,86 10,0 107 Rotonda Profondi Rosso
8

NC 10 0,85 9,2 123 Rotonda Profondi Rosso
NC 10 11 0,82 13,7 114 Rotonda Profondi Rosso
NC 15 12 0,82 8,6 144 Rotonda Superficiai Rosso

Gidlo
Gidlo
Gialo
Rosso
Gidlo
Gialo
Gidlo
Giallo
Giallo
Gidlo
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In termini di eterog, il clone 15 dellafamiglia NC 21 hafornito
ancheil piu ato valore (623%), mentreil clone 8 dellafamigliaNC 18
il piu basso (107%). Da sottolineare inoltre che fra questi 10 cloni, i
primi tre derivano da incroci con il genitore diploide UP88-P5, e che
quattro coinvolgono il parentale 4x “Serrana Inta’.

Le performance produttive degli ibridi MCPH sono riportate
nella tabella 9. Nell’anno 2002 |la media di campo per il carattere
“produzione tuberi” & stata 0,325 kg pt™* mentre nel 2003 di 0,285 kg
pt!, con un decremento medio del 12,5%. Nel 2003, invece, a fronte
di una produzione di campo media inferiore, ben dieci genotipi hanno
offerto una performance migliore rispetto al’anno precedente. |l
vaore massmo & stato di 0,563 kg pt' (MCPH 22), vaore
praticamente identico all’anno precedente. Il valore minimo e stato di
0,09 kg pt* (MCPH 33). Anche stavolta dieci ibridi hanno prodotto a
di sopra della media di campo e in sette casi sono stati gli stessi che
I"hanno superato I’anno precedente. Tuttavia € da segnalare che nel
2003 nessuno ibrido MCPH e risultato piu produttivo della varieta
Spunta che ha prodotto 0,67 kg pt™.

Nel primo anno 10 genotipi (42% degli MCPH) hanno avuto
una produzione superiore alla media di campo e i piu produttivi sono
risultati, in ordine, MCPH 11 con 0,9 kg pt™*, MCPH 7 con 0,58 kg pt™
e poi MCPH 20, MCPH 22 ed MCPH 14 con 0,54, 0,55 e 0,56 kg pt™
rispettivamente. |l valore minimo & stato di 0,06 kg pt*(MCPH 25).
Anche se dai dati analitici sei genotipi sono risultati piu produttivi
della varieta Spunta, il test di Duncan non ha identificato cloni con

produzioni superiori a quelle dellavarieta di controllo. In accordo con
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guesto test statistico, infatti, le produzioni di 8 cloni nel 2002 e di 1
clone nel 2003, risultano statisticamente simili a quelle ottenute da
Spunta.

Tab. 9 - Produzione per pianta di ibridi MCPH Solanum
tuber osum-Solanum commer sonii.
Produzione (kg pt 9
Genotipo 2002 2003

MCT 1 009 002 B 009 005D
MCOP 5 019 011 B 024 010 CD
MCPH 2 026 011 B 024 014 CD
MCPH 3 039 O015AB 03 O BC
MCPH 5 014 010 B nd

MCPH 6 03 016 AB 033 0,10 BD
MCPH 7 058 031 AB 032 016 BC
MCPH 11 090 0,72 040 0,26 BC
MCPH 13 031 027 039 014 BC
MCPH 14 054 031 024 006 CD
MCPH 15 0,18 015 027 0,03 CD

Ww>w>
w

MCPH 16 029 007 B 040 018 BC
MCPH 18 033 020 B 035 019 BC
MCPH 19 017 012 B 036 016 BC
MCPH 20 056 057 AB 039 018 BC
MCPH 21 014 006 B 026 025 CD
MCPH 22 05 029 AB 056 012 AB
MCPH 25 006 002 B 010 O D
MCPH 29 0,14 006 B 0,18 0,10 CD
MCPH 31 027 017 B 022 003 CD
MCPH 32 031 014 B 0,18 0,08 CD
MCPH 33 042 063 AB 009 004 D
MCPH 34 027 033 B nd

Spunta 040 010 AB 067 020 A

nd = non determinato

* medie seguite dalla stessa lettere, in accordo con il test di Duncan,
non differiscono statisticamente per P 0,01.

L’ANOVA (tabella 10) ha evidenziato che i genotipi valutati
hanno denotato differenze statisticamente significative sia nel 2002
(varianza = 198131,2, P 0,001) che nel 2003 (varianza = 101495,1,
P 0,001).
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Tab. 10 - Anadlis dela varianza per la produzione dei cloni MCPH
Solanum  tuberosum-Solanum commersonii. Le valutazioni sono state
effettuate a Camigliatello Silano nel 2002 e 2003.

g.l. Varianza
Fonte di variazione 2002 2003 2002 2003
Ripetizione 4 4 30165,5 n.s. 52164,1 n.s.
Cloni MCPH 22 21 198131,2** 101495,1**
Errore 88 84 77424,1 1577,1

n.s. = non significativo
g.l. = gradi di liberta
** P 0,001

L’ ANOVA combinata per i due anni di sperimentazione (tabella
11) haindicato un effetto significativo solo per I'interazione frai cloni
MCPH e l’anno. A differenza dell’ ANOV A combinata elaborate per i
cloni NC, non e stata individuata alcuna differenza significativa per i

cloni.

Tab. 11 - Analis combinata della varianza degli ibridi MCPH Solanum
tuber osum-Solanum commer sonii per la produzione per piantanel 2002 e 2003

Fonte di variazione g.l. Varianza
Ripetizione 4 11938,4
Anno 1 67305,0
Errore 4 87472,1
Cloni MCPH 21 215943,4
Cloni MCPH x anno 21 848229,5**
Errore 68 45325,5

n.s. = nonsignificativo; ** =P 0,01; g.l.=gradi di liberta

| dati relativi alla precocita dei cloni NC sono riassunti nella
figura 12. Gli ibridi NC hanno mostrato un andamento del ciclo
biologico, durante i giorni della sperimentazione, paragonabile ai
parentali 4x. Viceversai parentali 2x S. phurgja—S. tuberosum si sono

distinti per una maggiore precocita a’50 e a 90 giorni ed una maggiore
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tardivita a 70 giorni. || materiale vegetale diploide ha quindi mostrato
ciclo biologico completo piu breve ed una fioritura lunga rispetto ai
parentali tetraploidi e alla progenie. Anche gli ibridi MCPH sono stati
valutati per tale parametro.

| valori medi riportati dagli ibridi S. tuberosum-S. commersonii
nei tre rilievi (1,91 a 50 giorni; 1,94 a 70 giorni e 2,65 a 90 giorni),
danno una chiara idea della maggior lunghezza del ciclo biologico di
guesto materiale. Da precisare che la variabilita riscontrata per questo

parametro e per questo gruppo e stata molto limitata.

O Parentali 4x 3 Parentali 2x 0O Progenie
3,5 4

. [
o mm L

1,54

Indice precocita
N
o
'—
'—
'_

——
——

1,0 4

0,5 A

0,0

50 gg 70 gg 90 gg

Giorni dopo semina

Fig. 12 - Precocita media degli ibridi NC Solanum tuberosum-Solanum phureja

5.2Valutazione fenotipica dei tuberi

| dati morfologici relativi ai cloni NC e MPCH sono riportati in
allegato 2 eriassunti nellafigura 13.
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NC MCPH

Colore Buccia
Colore buccia

Giallo uniforme

36%
Giallo 92 %
Giallo
Rosso 8 % 520
Bianco crema
4% Marrone
8%

A . Profondita Occhi
Profondita occhi
Molto Profondi
Profondi 5
B%

%
Superficiali 39%
Superficiali
Profondi 9% ediamente
61% profondi

68%

FormaTubero

Formatubero

Rotonda
706
'Allungata
6%
Ovale
23%

Fig. 13 - Sintesi delle caratteristiche morfologiche del tuberi dei cloni NC Solanum

tuberosum-Solanum phureja (sinistra) e dei cloni MCPH Solanum tuberosum-

Solanum commer sonii.

Per gli ibridi NC e stata trovata una elevata variabilita; infatti |
dati morfologici possono essere riassunti come segue: il 92% degli
ibridi ha presentato buccia gialla e I'8% bucciarossa; il 61% ha occhi
profondi e il 39% ha occhi superficiali; infine, il 71% forma tonda del
tubero, il 23% forma ovae e il 6% forma allungata. Interessante
osservare che molti del cloni derivanti da parentale 4x con buccia
rossa hanno presentato buccia gialla: 10 del 13 cloni della famiglia
NC 5; 6 del 12 cloni della famiglia NC 23 e 17 dei 21 cloni della
famiglia NC 25. Nella progenie ottenuta da NC 10, non € stato
osservato nessun clone con la buccia rossa. Anche dall’ osservazione

morfologica degli ibridi MCPH €& emersa ampia variabilita. La forma
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del tubero e risultato un carattere altamente eterogeneo e il 52% dei
genotipi ha evidenziato forma ellittica del tubero. 1l colore della
buccia non e stato molto variabile, con I’88% dei genotipi mostrante
una colorazione giallo uniforme. Gli occhi sono stati nel 68% dei cloni
mediamente profondi, nel 18% dei cas profondi, nel 5% molto
profondi e soltanto nel 9% dei casi superficiali, caratteristica ritenuta

favorevole.

5.3Valutazione del peso specifico dei tuberi

Il peso specifico di ognuno dei 59 genotipi NC analizzati €
riportato nella figura 15. Il valore medio del peso specifico e stato di
1,093, superato da 33 genotipi (il 56% degli analizzati). Interessante
notare che 1’89% de cloni ha superato il valore minimo (1,080)
necessario per indirizzare una cultivar di patata alla trasformazione
industriale. Tuttavia anche il restante 11% del cloni ha presentato un
peso specifico di poco inferiore a limite suddetto. | valori minimi
sono stati evidenziati da NC 9-14 (1,071) e da NC 28-5 e NC 17-1
(1,072).

Tutti i 18 ibridi MCPH testatati hanno mostrato un elevato
valore di peso specifico. Come si evince dalla figura 14, la media del
peso specifico degli ibridi MCPH é stata di 1,106 ed é stata superata
da 11 genotipi (il 61% degli analizzati). MCT 1 con 1,128 ha fatto
registrare il dato piu elevato, seguito daMCPH 2 (1,125) ed MCPH 14
(1,119).
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mcph 29
mcph 31
mcph 32

Fig. 14 - Peso specifico dei tuberi di alcuni cloni MCPH Solanum tuberosum - Solanum commersonii. E riportato
ancheil dato del controllo " Spunta"

5.4Valutazione del contenuto e del trasporto di vitamina C

La stima del contenuto in vitamina C di 153 cloni NC, 4
parentali tetraploidi (LC00116, Atzimba, Carmine, MC330) e 2 deli
parentali diploidi (UP88-P5 e |) e stata effettuata mediante metodo
colorimetrico, metodo veloce ed economico e idoneo ad uno screening
di massa. In figura 16 sono riportati i valori espress in percentuale
rispetto alla media dei parentali. Da notare la tendenza di molti cloni
NC ad avere un contenuto in vitamina C superiore ai parentali
tetraploidi e piu vicino a contenuto mostrato dai parentali diploidi
(media 407%). Fra i cloni particolarmente ricchi di tale molecola,
sono da segnalare: NC 27-8 (542%) e NC 10-16 (482%).
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Fig. 15 - Peso specifico dei tuberi di alcuni cloni NC Solanum tuberosum - Solanum phureja. E riportato ancheil dato del controllo " Spunta’
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Fig. 16 - Contenuto in di vitamina C degli ibridi NC Solanum tuberosum — Solanum phureja espresso in
percentual e rispetto al valore medio fatto registrare dai parentali 4x

Nella tabella 12 € indicato il numero di cloni con un contenuto di
vitamina C superiore a parentae tetraploide. Interessanti risultano
essere le famiglie NC 23 e NC 25 in quanto hanno prodotto
rispettivamente I’ 83% e il 90% della progenie con un contenuto medio
di vitamina C superiore a parentale femminile tetraploide. Il dato
riferito alla prima famiglia aumenta d'interesse se s considera che il
parentale tetraploide € fra i quelli con piu alto contenuto in vitamina
C.

I metodo colorimetrico é stato applicato anche per la stima del
contenuto di vitamina C di 23 cloni MCPH (figura 17). Nonostante
I”ampia variabilita riscontrata fra gli ibridi, nessuno ha superato il
contenuto della varieta di controllo utilizzata“ Spunta’. Dallafiguras
evince una tendenza al ribasso del contenuto di vitamina C della
progenie rispetto a controllo S tuberosum. Tale decremento potrebbe
essere dovuto all’ apporto di germoplasma selvatico. S. commer sonii
non tuberizza alle nostre latitudini e quindi non é stato possibile

testare il contenuto di vitamina C nei sui tuberi.
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Tab. 12 - Contenuto vitamina C nei tuberi delle famiglie NC Solanum tuberosum -
Solanum phureja espresso in percentual e rispetto alla media dei parentali tetraploidi

Per centuale vitamina C rispetto media
parentali tetraploidi N° cloni (%)
N° cloni Par entali > parentale
Famiglia valutati  4xfemminile 2x maschile  Progenie femminile

NC5 13 108% 301% 145% 10 (77%)
NC 10 16 66% 301% 143% 11 (69%)
NC 12 12 90% 301% 126% 9 (75%)
NC 15 17 - 301% 123% -

NC 18 10 - 301% 108% -

NC 21 18 133% 512% 139% 9 (50%)
NC 23 12 108% 512% 160% 10 (83%)
NC 25 21 66% 512% 134% 19 (90%)
NC 27 16 90% 512% 163% 13 (81%)
NC 30 18 - 512% 140% -

100% -
90% -
80% -
70% I

60% -
‘LO
—
&
o
s

50% -
Clone

40%
Fig. 17 - Contenuto in vitamina C nei tuberi di ibridi MCPH Solanum tuberosum-

30% -
20% A
Solanum commer sonii espressi in percentual e rispetto al controllo " Spunta®“.

10% +
0%
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MCPH 13 ]

MCPH 29 ]

MCPH31 [_]

MCOP54:|
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MCPH19[ ]

M CPH 204:
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MCT 1
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In figura 18 sono stati riportati i risultati relativi a contenuto di
vitamina C in differenti organi della pianta dopo |la somministrazione
di precursori ale foglie. Il contenuto di vitamina C delle foglie

“source” e stato di 2,2 volte superiore rispetto alle piante controllo alle
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quali e stato fornito il D-Glc a posto del L-GalL. Il contenuto di
vitamina C e significativamente aumentato anche negli organi “sink”
guali i fiori (33%) nei stoloni tuberizzanti (80%) e tuberi in sviluppo
(20%) rispetto a controllo. Nessun cambiamento nei livelli di
vitamina C e stato osservato nel piccioli, negli steli, negli stoloni non

tuberizzanti nelle foglie “sink” e nei tuberi in sviluppo.

120 -
0O Controllo O Piante trattate
100 -

(N

0 1 O

Fiori Foglie Foglie Piccioli eli Soloni non Soloni T uberi in
"source" "sink" tuberizzanti  tuberizzanti sviluppo

Areapicco AsA totale (mAUL)

Fig. 18 — Effetto della tecnica “flap” sul contenuto di AsAtotale in vari tessuti di patata. Trattamento
Effettuato con 500 ml di buffer 20 mM MES pH 5,5, 2 mM CaCl, da solo (controllo) o contenente 25 mM L-
GalL per 24 h. | tessuti raccolti sono stati liofilizzati ed estratti in 5% MPA, 5 mM TCEP (19:1 v/w) ein fine
analizzati mediante HPLC. E inoltre indicato I’ errore standard basato su 4 repliche. Gli istogrammi indicano
I"area del picco relativo all’ acido ascorbico totale espresso in mg/100gFW ad una assorbanza di 245 nm.

5.5Valutazione della resistenza alla peronospora

Nella tabella 13 sono riportati i dati relativi a 19 cloni MCPH
per la resistenza a Phytophthora infestans, agente della peronospora.
Anche se non e stato individuato alcun genotipo total mente resistente,
dopo 4 giorni dall’inoculo € stato possibile distinguere gli ibridi in due
grossi gruppi. Il primo ha presentato le foglioline completamente

morte ed é stato quindi classificato suscettibile. In questo gruppo
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vanno annoverati MCPH 15, MCPH 20, MCPH 24, MCPH 25 g,

come atteso, Spunta.

Tab. 13 - Valutazione resistenza a P.infestans* degli ibridi MCPH

Genotipo @ necrosi in mm Valutazione
Spunta T S
MCPH 15 T S
MCPH 20 T S
MCPH 24 T S
MCPH 25 T S
MCPH 23 12,7 MR
MCOP 5 28,0 MS
MCPH 11 33,2 MS
MCPH 12 22,7 MS
MCPH 13 26,7 MS
MCPH 14 20,7 MS
MCPH 16 26,8 MS
MCPH 18 30,0 MS
MCPH 22 35,3 MS
MCPH 29 215 MS
MCPH 3 24,2 MS
MCPH 31 23,3 MS
MCPH 34 23,5 MS
MCPH 5 23,8 MS
MCPH 7 20,3 MS

T = tuttalafogliolina morta

* per il pool usato: Ph 747-748-826-842-921-936-948-951
MS = Mediamente suscettibile

MR = Mediamente resistente

S = suscettibile

All'interno del secondo gruppo, ossia delle piante che non hanno
mostrato I'intera fogliolina morta, € possibile distinguere genotipi
mediamente suscettibili con il diametro delle lesioni necrotiche
superiore a 30 mm (es. MCPH 22, MCPH 11, MCPH 18); genotipi
poco suscettibili, con diametro medio delle lesioni compreso fra29,9 e
22 (es. MCOP 5, MCPH 5, MCPH 3); da segnalare, infine, il genotipo
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MCPH 12 il quale ha mostrato un diametro medio delle lesioni molto

basso ed e stato classificato quindi come mediamente resistente.

5.6Valutazione della resistenza al marciume molle dei tuberi

Centosel cloni NC sono stati testati per resistenza a marciume
molle dei tuberi. Nellatabella 14 sono riportati i risultati relativi al test
di resistenza; i dati sono stati raggruppati per famiglia. E interessante
notare che, nonostante tutti i parentali 4x fossero risultati suscettibili e

chei parentali 2x fossero risultati uno resistente (I, dimensione media

Tab. 14 — Diametro medio della lesione dopo inoculo artificiale con Erwinia carotovora ssp
carotovora delle famigle NC Solanum tuberosum-Solanum phureja. E riportato anche il
diametro medio dellalesione dei parentali ed il numero dei cloni resistenti per ciascunafamiglia

Diametro medio della lesione (mm)

N° cloni Par entali
- valutati o . . N® (%) ibridi
Famiglia 4x femminile 2x maschile progenie resistenti *
NC5 9 7,4 4,7 5,6 29 6,6 3,2 1 (11%)
NC 10 11 8,0 3,3 5,6 29 5,4 29 4 (4%)
NC 12 8 8,0 4.2 5,6 29 6,1 34 3 (38%)
NC 15 12 - 5,6 29 56 31 1 (8%)
NC 18 8 - 5,6 29 7,3 35 0 (0%)
NC 21 15 10,9 39 32 0,4 79 39 1 (7%)
NC 23 10 74 4,7 3,2 0,4 7,5 4,0 2 (20%)
NC 25 17 8,0 3,3 3,2 0,4 6,6 3.8 3 (18%)
NC 27 12 8,0 4.2 32 0,4 7,8 4.4 2 (17%)
NC 30 14 - 3,2 04 5,8 34 3 (21%)

* = spno stati considerati resistenti gli ibrido con un diametro medio dellalesione< 4

diametro lesione 3,2 mm) e I’altro mediamente resistente (UP88-P5,
dimensione media diametro lesione 5,6 mm), le famiglie NC
presentano almeno un clone resistente a tale patogeno. L’unica
eccezione é rappresentata dalla famiglia NC18. Nonostante la grande

variabilita di risposta all’inoculo da parte del cloni NC, il diametro
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medio dellalesione per ogni famiglia e risultato compreso tra 5,4 mm
e 7,9. In particolare sono da segnalare le famiglie NC 10 e NC 30 le
guali hanno fatto registrare valori medi per famiglia molto bass,
rispettivamente 54 23 e 58 3,4 mm. Sono stati identificati 20
cloni resistenti (17% totale dei cloni NC analizzati). Nellafigura 19 e
riportata la risposta all’inoculo di un ibrido resistente (NC 30-3) ed
uno suscettibile (NC 12-9).

NC 30 - 3 NC 12 -9

Fig. 19 - Esempio di genotipo resistente (NC 30-3) e suscettibile (NC 12-9)
a marciume molle, dopo inoculo artificiale con Erwinia carotovora ssp
carotovora. A = tuberi inoculati con acqua sterile

Nella tabella 15 sono mostrati i risultati relativi a tutti i cloni
MCPH testati; dei 21 genotipi testati, 4 (MCPH 21, MCPH 13, MCPH
2 e MCPH 16) sono stati classificati resistenti, 6 genotipi sono stati
classificati mediamente resistenti e 11 cloni hanno mostrato un
diametro delle lesioni superiore a 6,1 mm e quindi sono st
considerati suscettibili. Particolarmente interessanti sono risultati gli
ibridi MCPH 21 e MCPH 13 in quanto hanno mostrato sia i diametri
medi delle lesioni (rispettivamente 3,2 e 3,3 mm), sia un valore di
deviazione standard (0,7 per entrambi i genotipi) molto bassi.

Nella figura 18 sono indicate le percentuali dei cloni resistenti,
mediamente resistenti e suscettibili degli ibridi NC e MCPH.
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Nonostante la notevole diversa consistenza del due gruppi (116 ibridi

NC e 21 ibridi MCPH), € interessante notare come le percentuali del

cloni classificati resistenti, suscettibili e intermedi siano simili.

Tab. 15 - Diametro medio della lesione dopo inoculo artificiale con Erwinia
MCPH Solanum tuberosum-Solanum

carotovora ssp. carotovora di

commersonii. Désirée e stato utilizzato come controllo.

ibridi

Genotipo L esione media' (mm) Tipo di reazione

Controalli
Désirée 72 33 C S

MCPH
MCPH 21 32 07 F R
MCPH 13 33 07 F R
MCPH 2 39 09 EF R
MCPH 16 39 2,8 EF R
MCPH 14 47 3,3 DEF MR
MCPH 11 53 20 DEF MR
MCPH 15 53 35 DEF MR
MCPH 31 59 42 CDE MR
MCPH 20 59 29 CDE MR
MCPH 19 6,1 43 CDE MR
MCPH 7 68 48 CD S
MCPH 18 69 33 CD S
MCOP 5 75 45 C S
MCPH 29 75 46 C S
MCPH 32 76 37 C S
MCPH 6 81 36 C S
MCPH 22 112 22 B S
MCPH 3 115 41 B S
MCPH 25 141 39 A S
MCT 1 141 38 A S
MCPH 33 15,7 16 A S

R = resistente; MR = mediamente resistente; S = suscettibile
'medie seguite da stesse |ettere non sono statisticamente differenti con P

accordo con il test di Duncan

1% in
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Fig. 18 - Classificazione degli ibridi NC Solanum tuberosum-Solanum
phurga e MCPH Solanum tuberosum-Solanum commersonii in funzione
dellarisposta all@ocul azione con |&rwinia carotovora

5.7Valutazione della resistenza all’ avwvizzimento batterico

Gli ibridi testati per resistenza all’ avvizzimento batterico sono
stati seguiti per 20 gg dopo I'inoculo artificiale con il batterio (tab.
16). Grande variabilita é stata riscontrata fra gli ibridi in termini di
andamento della malattia. Alcuni ibridi hanno mostrato una totale
resistenza fino a 20 gg. Fra questi ibridi vanno segnalati MCPH 6,
MCPH 19, MCPH 21, MCPH 23, MCPH 27 e MCPH 31 che hanno
mostrato un indice di malattia molto basso (0,6), paragonabile a
parentale selvatico S. commersonii. I nteressante notare che lo sviluppo
della malattia per alcuni genotipi € stato piu lento rispetto ad altri. Un
esempio ci e dato da MCPH 13 e MCPH 15 i quali, sebbene abbiano
raggiunto un indice di malattia a 20° giorno simile (3,5), hanno pero

avuto un andamento diverso.
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Tab. 16 - Indice medio di malattia rilevato negli ibridi MCPH Solanum tuberosum -
Solanum commersonii in differenti giorni dopo I@oculo. E riportato anche I@dice di
malattiadei controlli Blondy e Solanum commer sonii.

Giorni dall@oculo

Genotipo 6 g9 999 1299 1599 17 gg 2099
MCOP5 0,0 0,0 0,5 13 13 13
MCPH 1 0,0 0,0 34 4,4 4,5 4,6
MCPH 2 0,0 0,1 0,8 13 13 2,0
MCPH 5 15 2,4 25 25 2,5 25
MCPH 6 0,0 0,3 0,5 0,6 0,6 0,6
MCPH 7 0,3 0,6 1,0 1,6 1,6 19
MCPH 11 0,0 0,0 0,3 11 14 15
MCPH 13 0,1 14 19 2,6 35 35
MCPH 14 0,1 0,8 11 14 14 16
MCPH 14 0,9 1,6 2,0 2,6 3,3 3,8
MCPH 15 0,6 2,1 2,3 29 3,0 35
MCPH 16 0,4 0,6 0,6 0,6 0,6 2,1
MCPH 17 0,5 0,6 0,6 0,6 0,9 13
MCPH 17 0,5 11 13 13 15 2,3
MCPH 18 0,0 0,6 1,0 11 1,6 2,4
MCPH 18 0,9 29 35 3,8 3,8 3,8
MCPH 19 0,4 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
MCPH 20 0,1 0,3 0,5 0,8 0,9 11
MCPH 21 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 0,6
MCPH 21 0,0 0,0 0,0 0,4 0,5 11
MCPH 22 0,1 0,4 1,0 13 1,8 19
MCPH 23 0,0 0,0 0,0 0,4 0,6 0,6
MCPH 24 0,0 1,0 31 31 31 31
MCPH 25 0,5 14 24 25 2,5 25
MCPH 27 0,0 0,0 0,3 04 0,5 0,6
MCPH 28 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6 13
MCPH 29 0,5 14 19 25 2,6 3,0
MCPH 29 13 1,9 25 2,8 2,9 33
MCPH 30 0,3 15 1,9 1,9 2,1 25
MCPH 31 0,0 0,4 0,6 0,6 0,6 0,6
MCPH 32 0,0 0,0 0,5 13 1,3 13
MCPH 32 11 1,6 2,3 2,8 3,0 3,6
MCPH 33 0,0 0,1 11 19 1,9 2,4
MCPH 34 0,1 0,4 0,9 12 14 17
MCPH 34 1,0 18 2,3 25 2,6 2,8
MCPH 35 0,6 3,3 50 50 5,0 50
S. commer sonii 0,0 0,0 0,1 0,2 0,4 0,4
Blondy 19 2,1 25 4,6 4,6 5,0

Nella figura 19 viene indicato |’andamento della malattia
durante i 20 giorni di test. Nella fig. 19A sono messi a confronto gli

ibridi MCPH con i parentali S commersonii e S tuberosum (cv.
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Blondy) e con una progenie MCPH x S. tuberosum. E evidente che, a
fronte del incremento della percentuale del genoma coltivato, la
generazione BC, ha ottenuto un indice di malattia medio leggermente
superiore rispetto alla generazione precedente. Nella figura 19B
invece sono stati messi a confronto gli andamenti mostrati da due

ibridi resistenti, da dueibridi suscettibili e del parentali.

50 —6=— CMM
g BLONDY
=t BC1
4,0 4 —¢— BC2
8
g
T 3,0 4
é
g 29
2
1,0
j —o
0,0 & - : . .
A 699 999 1299 1599 17 99 2099
Giorni dopo inoculo
50 _ _ _ _ —e— MCPH 6
—6— MCPH 27
—— BLONDY
4,0 4 —8— MCPH1
s —8— MCPH 35
8 ——omm
© |
= 3,0
2
°
(0]
£ 2,0 -
(0]
Qo
©
£
1,0 4
0.0 - ‘ : T ‘
B 699 999 1299 1599 1799 2099
Giorni dopo inoculo

Fig. 19 - Andamento dell’indice di malattia dopo inoculo artificiale con Ralstonia solanacearum. | rilievi
sono stati fatti a6 — 20 giorni dall’inoculo. A: confronto frai parentali S. commersonii, Blondy, gli ibridi
MCPH S. tuberosum— S. commersonii e un campione di ibridi MCPH x S, tuberosum. B: confronto traun
campione di ibridi MCPH S. tuberosum — S, commersonii resistente ed uno suscettibile. |l controllo
resistente & S. commersonii.

Con gli indici di malattia determinati a 20°giorno sono stati
calcolati gli indici di Mc Kinney (MK) (tabella 17). | genotipi sono

S5-75



stati

quindi

classificati

in

resistenti,

mediamente resistenti e

suscettibili in funzione dell’ indice MK attribuito.

ibridi

Tab. 17 - Vautazione della resistenza al@ppassimento batterico da
Ralstonia solanacearum negli
Solanum commer sonii mediante determinazione dell@dice Mc Kinney.

MCPH Solanum tuberosum-

Genotipi Indice Mc Kinney Tipo di reazione
Controlli
S commer sonii 04 R
Adora 3,9 S
Blondy 50 S
[bridi
MCPH 19 0,6 R
MCPH 23 0,6 R
MCPH 27 0,6 R
MCPH 31 0,6 R
MCPH 6 0,6 R
MCPH 21 0,9 R
MCPH 20 11 MR
MCOP5 1,3 MR
MCPH 28 13 MR
MCPH 34 1,3 MR
MCPH 11 15 MR
MCPH 17 1,8 MR
MCPH 7 18 MR
MCPH 22 1,9 MR
MCPH 2 2,0 MR
MCPH 16 2,1 MR
MCPH 33 2,4 MR
MCPH 32 2,4 MR
MCPH 25 2,5 S
MCPH 5 2,5 S
MCPH 14 2,7 S
MCPH 34 2,8 S
MCPH 18 31 S
MCPH 24 31 S
MCPH 29 31 S
MCPH 13 35 S
MCPH 15 35 S
MCPH 1 4,6 S
MCPH 35 5,0 S

R = Resistente; MR = Mediamente resistente; S = Suscettibile
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Sei ibridi sono risultati particolarmente interessanti in quanto hanno
ottenuto un indice MK inferiore ad 1 (MK = 0,63 in MCPH 19,
MCPH 23, MCPH 27, MCPH 31 e MCPH 6; MK = 0,88 in MCPH
21) e sono stati quindi classificati resistenti. Mentre del restanti 23
genotipi, 12 sono stati classificati mediamente resistenti e 11 come
suscettibili.

Nella tabella 18 e indicato il grado di dominanza relativo alla
resistenza a questa patologia. Per determinare tale valore, sono stati
testati anche il parentale triploide (MCA 1) che ha dato origine gli
ibridi MCPH oggetto dellatesi e 11 ibridi BC, MCPH x S. tuberosum.

Tab. 18 - Grado di dominanzarelativo allaresistenza a R. solanacearum per gli ibridi MCPH S,
tuberosum - S. commersonii e per una progenie MCPH x S, tuberosum.

Indice medio malattia

Parentaleresistente Progenie . Parentali dgrrrﬁgr?zla
Resistente Suscet.
F1 14 0.4 1.85 -0.31
BC, 2.2 14 41 -0.41
BC, 2.7 1.3 41 -0.07

| valori negativi del periodo di dominanza suggeriscono una
dominanza fenotipica del genitore resistente. Non essendoci valori

maggiori, in valore assoluto, di 1 sono da escludere situazioni di
superdominanza.
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5.8Analis delle componenti principali

| risultati ottenuti con la caratterizzazione del cloni NC e MCPH
sono stati utilizzati per I'analisi delle componenti principali (PCA).
Nel nostro caso degli ibridi NC le variabili considerate sono state 6
(tabella 19).

Tab. 19 - Comundita dei cloni NC Solanum tuberosum-Solanum phuregja
considerate per l@nalisi delle componenti principali

Variabile Iniziale Estratta
Resistenza Erwinia carotovora ssp carotovora 1,000 0,345
Precocita a 90 giorni 1,000 0,635
Profondita occhi 1,000 0,720
Forma tubero 1,000 0,720
Media produzione nel biennio 1,000 0,822
1,000
Media numero tuberi nel biennio 0,829

Esprimendo il 67% (tabella 20) dell’ intera variabilita, sono stati
determinati 3 fattori (tabella 21) che possono essere espressi in
funzione delle variabili che descrivono: 1) Produzione; 2) Forma del
tubero e precocita; 3) Profondita degli occhi e resistenza al marciume
molle. In particolare, ad un maggior valore del fattore 1 corrisponde
una piu alta produzione media del biennio in esame, siain termini di
numero di tuberi che in termini di peso; ad un piu ato valore del
fattore 2 corrisponde un ciclo vegetativo piu lungo e una forma del
tubero che va dal tondo ad allungata; ad un piu alto valore del fattore
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3, infine, corrispondono occhi profondi ed una maggiore resistenza al

marciume molle dal tuberi.

Tab. 20 - Varianza total e spiegata mediante |@nalisi delle componenti principali

Variabile Sommaruotata dei pesi quadr atici
Totale % varianza % cumulativa
Resistenza Erwinia carotovora 1,745 29,087 29,087
Precocitaa 90 giorni 1,219 20,313 49,401
Profondita occhi 1,093 18,222 67,623

Metodo di estrazione: Analisi delle componenti principali

E da precisare, tuttavia, che quest’ ultima caratteristica & spiegata solo
per il 34,5 % della suavariabilitadal fattore 3 (tabella 21). Dalla PCA
(figura 20) e emerso che tutte le famiglie presentano un fattore 2 piu
basso rispetto ai parentali 4x, ma generalmente superiore ai parentali
2x; I'unica eccezione € lafamiglia NC 30, che ha presentato valori del

fattore 2 pressoché simili.

Tab. 21 - Matrice componente ruotata ®

Variabile Componente
1 2 3
Resistenza Erwinia carotovora ssp carotovora 0,206 -0,071 -0,545
Precocita a 90 giorni 0,159 0,738 0,256
Profondita occhi 0,230 -0,077 0,813
Forma tubero -0,072 0,810 -0,212
Media produzione nel biennio 0,895 0,087 -0,120
Media numero tuberi nel biennio 0,905 -0,002 0,102

Metodo di estrazione: Analisi delle componenti principali.
Metodo di rotazione: Varimax con normalizzazione di Kaiser
& = Rotazione convergente in 4 interazioni

Per il fattore 1, invece, bisogna distinguere due gruppi di
famiglie. In un gruppo sono incluse tutte le famiglie che hanno

presentato almeno un clone piu produttivo del miglior parentale 4x
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(famiglie NC 23; NC 12; NC 15); nell’ atro le famiglie per le quali esi
verificato il contrario (NC 30; NC 27; NC 25; NC 5; NC 10; NC 18;
NC 21). Come ci s attendeva, tutte le famiglie hanno mostrato una
grande variabilita per questo fattore. | parentali, sia tetraploidi che
diploidi, hanno mostrato un valore simile del fattore 3, mentre la
progenie di tutte le famiglie ha riportato un valore leggermente piu
alto.

L'analis PCA e dstata effettuata anche per i cloni MCPH. In
tabella 22 sono indicate le 8 variabili prese in esame per questa

analisi.

Tab. 22 - Comundita del cloni MCPH Solanum tuberosum-Solanum
commersonii considerate per I@nalisi delle componenti principali.

Variabile Iniziale Estratto
Resistenza a Ralstonia solanacearum 1,00 0,78
Resistenza a Phytophtora infestans 1,00 0,53
Resistenza a Erwinia carotovora 1,00 0,58
Profondita occhi 1,00 0,64
L unghezza stoloni 1,00 0,69
VitaminaC 1,00 0,72
Peso Specifico 1,00 0,73
Produzione media 1,00 0,78

Metodo di estrazione: Analisi delle Componenti Principali

A differenza della medesima analisi effettuata per i cloni NC, in
guesto caso sono stati determinati 3 fattori (tabella 23) che esprimono
circa il 68% (tabella 24) della variabilita complessiva. Il fattore 1
descrive la produzione, la profondita degli occhi, la lunghezza degli
stoloni e la resistenza ad Erwinia carotovora; il fattore 2 descrive la

resistenza sia a Ralstonia solanacearum che a Phytophthora infestans
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ed il contenuto in vitamina C; il fattore 3 il peso specifico e la
produzione media nel biennio 2002 - 2003.
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Fig. 20 — Andisi delle componenti principali per le famiglie NC Solanum

tuber osum-Solanum phurgja.
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Tab. 23 - Varianzatotale spiegata mediante |@nalisi delle componenti principali

Componente Sommaruotata dei pesi quadr atici
Totale % varianza % cumulativa
Resistenza a Ral stonia solanacearum 2,411 30,142 30,142
Resistenza a Phytophtora infestans 1,632 20,403 50,545
Resistenza a Erwinia carotovora 1,397 17,459 68,004

Metodo di estrazione: Analisi delle Componenti Principali

Tab. 24 - Matrice componente ruotata ®

Variabile Componente
1 2 3

L unghezza stoloni 0,831 0,004 -0,003
Profondita occhi 0,788 -0,043 0,115
Resistenza a Erwinia carotovora -0,683 0,233 0,246
Resistenza a Ral stonia solanacearum -0,100 0,863 -0,145
Resistenza a Phytophtora infestans 0,028 0,692 0,232
VitaminaC -0,532 0,582 0,309
Peso specifico 0,281 -0,079 -0,801
Produzione media 0,512 0,093 0,715

Metodo di estrazione: Analisi delle Componenti Principali
 Rotazione convergente in 5 interazioni

Ad un piu ato vaore del fattore 1 corrispondono occhi piu
profondi, stoloni piu lunghi e maggiore resistenza a Erwinia
carotovora; ad un piu elevato fattore 2 una minore resistenza sia
all’ appassimento batterico che alla peronospora ed un maggiore
contenuto in vitamina C. Ad un maggiore valore del fattore 3
corrisponde un piu basso valore del peso specifico ed una maggiore
produzione media. | 3 fattori dell’analiss PCA sono riassunti nelle
figure bidimensionali 21A e 21B. A differenza dell’analis PCA
precedentemente effettuata per i cloni NC, per meglio esprimere i dati,

si e deciso di rappresentare i fattori su due grafici bidimensionali.
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Fig. 21 — Andis delle componenti principali (PCA) dei cloni MCPH.
Nellafigura A sono rappresentati i fattori 1 e 3, mentre nellafigura B sono

rappresenti i fattori 2 e 3.
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Tutti i cloni MCPH s sono distinti dal controllo S tuberosum
utilizzato (Spunta). Nella figura 21A s evidenzia una maggiore
concentrazione dei cloni con un valore prossimo alo zero per i fattori
1 e 2. S distinguono particolarmente i cloni MCPH 33, MCT 1 e
MCPH 25 per un bassissimo valore del fattore 1 e MCPH 20, MCPH
11 e MCPH 13 per un elevato valore del medesimo fattore. Nella
figura 21B € interessante constatare che rispetto a controllo Spunta,
tutti i cloni MCPH mostrano una tendenza nel valori de fattori 3 e 2
opposta. Spunta, infatti, € stato il solo genotipo ad evidenziare un

elevato valore per entrambi i fattori.

5.9Analisi AFLP eindice di valutazione

Le analis AFLP delle progenie MCPH con 6 combinazioni di
primer (figura 22) hanno indicato una percentuale di bande S
commersonii specifiche variabile dal 4% (MCPH 24) a 53% (MCPH
20) (figura 23). Nella figura 24 sono indicati gli indici di valutazione
ed il relativo contenuto di genoma selvatico per gli ibridi MCPH. Gli
ibridi con un €elevato punteggio di valutazione ed una bassa
percentuale di AFLP S, commersonii specifici, ossia quelli cerchiati
nella figura 23 (MCPH 16, MCPH 31, MCPH 19 e MCPH 11), sono
stati selezionati per futuri schemi d’incrocio. Questi ibridi infatti sono
guelli che presentano il maggior numero di caratteristiche positive e

contemporaneamente il minor contenuto di genoma selvatico.
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Fig. 23 — Percentuale di bande AFLP S. commersonii specifiche di ibridi MCPH Solanum tuberosum-
Solanum commer sonii.
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Fig. 24 — Dispersione di 23 ibridi MCPH Solanum tuberosum — Solanum commersonii in funzione della
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6. Discussione
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La domesticazione delle piante coltivate ha visto una
progressiva e costante diminuzione della variabilita genetica delle
stesse. La selezione per caratteri quantitativi, inoltre, ha determinato la
perdita di numeros caratteri qualitativi e di conseguenza una
diminuzione della variabilita genetica nel germoplasma coltivato.
L’'uso delle risorse genetiche (ecotipi, specie selvatiche, vecchie
varietd) puo contribuire ad invertire questa tendenza, soprattutto in
considerazione del fatto che con le nuove tecnologie tale uso puo
essere molto efficiente.

In patata I’ utilizzazione delle specie selvatiche nell’ ibridazione
interspecifica é tuttavia subordinato alla conoscenza e al’impiego di
differenti strategie in quanto queste specie pPOSSONO presentare,
indipendentemente dal livello di ploidia, un differente valore di EBN.
Prima di iniziare un’attivita di miglioramento genetico € quindi
importante conoscere tutte le caratteristiche riproduttive e genetiche e
le peculiarita della specie selvatica che s'intende sfruttare come fonte
di variabilita genetica.

In questa tesi sono stati caratterizzati genotipi derivanti da due
differenti strategie di ibridazione sessuale basata su manipolazioni
genomiche. Entrambi i gruppi di materiale genetico sono riconducibili
aprogenie BC;. Gli ibridi NC derivano dal reincrocio di cloni diploidi
S tuberosum-S. phurga con cultivar/cloni in avanzata fase di
selezione. Gli ibridi MCPH derivano dareincroci traibridi triploidi S
tuberosum-S. commersonii con la cultivar “Blondy”. Gli ibridi NC
presentano il 25% di genoma selvatico e sono tetraploidi. Viceversa,

gli MCPH presentano un piu elevato contenuto di genoma selvatico
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(circa il 65%) e sono pentaploidi/aneuploidi pentaploidi (Carputo
2003).

Il lavoro svolto in questates e stato finalizzato alla valutazione
delle tipologie di materiale per caratteristiche agronomiche e per la
resistenza a stress biotici, in modo da selezionare genotipi superiori da
utilizzare per la costituzione varietale. Un importante carattere preso
in considerazione e stato quello produttivo. In patata la produzione di
tuberi e influenzata dall’ elevata eterozogosita e I'uso delle specie
selvatiche potrebbe non solo apportare miglioramenti per qualita e per
resistenze a stress biotici e abiotici, ma anche determinare incrementi
produttivi dovuti al’apporto di diversita allelica e quindi all’ effetto
eterotico. Nelle progenie NC abbiamo riscontrato un incremento
medio produttivo, rispetto ai controlli coltivati, in molte famiglie.
Inoltre, in ogni famiglia sono stati identificati cloni piu produttivi
rispetto a parentale 4x usato negli incroci 4x x 2x. Tali incrementi
sono dovuti sia alla presenza di genoma selvatico (25% del totale), sia
all’impiego del polline 2n prodotto con meccanismi di restituzione del
nucleo nella prima divisone meiotica (FDR). Infatti, come gia
evidenziato da Peloquin et al. (1999), un grosso vantaggio dell’ uso del
polline 2n-FDR deriva dala trasmissione di elevate quote
d’interazioni intra ed interlocus da parte del parentale diploide alla
progenie tetraploide.

E stato dimostrato che con meccanismi di tipo FDR tutti i loci
dal centromero a primo crossing over che sono eterozigoti nel
parentale 2x sono eterozigoti anche nel gamete 2n, ed il 50% dei loci

tra il primo ed il secondo crossing over eterozigoti nel parentale
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saranno eterozigoti anche nel gamete 2n (Peloquin et al. 1999). Se non
avviene il crossing over, dlora il genotipo intatto del parentale
diploide verra incorporato in ciascun gamete 2n. Con meccanismi di
restituzione del nucleo in seconda divisione meiotica (SDR) la
percentuale di eterozigos trasmessa tramite i gameti 2n e
notevolmente inferiore. Inoltre, con meccanismi FDR i gameti 2n che
s formano sono simili geneticamente, ed assomigliano a clone
parentale dal quale derivano. Al contrario, i meccanismi SDR
producono una popolazione eterogenea di gameti atamente
omozigoti.

| nostri risultati confermano la validita della poliploidizzazione
sessuale unilaterale tramite polline 2n-FDR nel produrre cloni con
performance produttive elevate. Altri autori hanno gia positivamente
applicato gli schemi di poliploidizzazione sessuale a fine di introdurre
diversita alelica e geni utili da specie selvatiche. Carputo et al. (1994)
confrontarono in termini produttivi le progenie derivanti daincroci 4x
x 4x con quelle derivanti da incroci 4x x 2x. All’interno dei due
gruppi fu identificata notevole variabilita con la produzione media
della progenie 4x x 2x superiore rispetto a quella ottenuta dalla
progenie 4x x 4x indipendentemente dal calibro dei tuberi seme usati.
Ortiz et al. (1994) hanno vautato le potenzidita della
poliploidizzazione sessuale per la produzione di patata nel paesi invia
di sviluppo. Le famiglie 4x x 2x evidenziarono produzioni che
variavano da 0,27 a 0,52 kg pt*, mentre le due famiglie 4x x 4x
utilizzate come controllo hanno mostrato performance produttive
variabili da 0,23 e 0,25 kg pt*. Oltre ad un incremento delle
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produzioni medie delle famiglie 4x x 2x, gli autori constatarono anche
la trasmissione, dalle specie selvatiche usate, di alcuni caratteri
positivi quali la resistenza a nematodi, peronospora, appassimento
batterico ea virusY.

Buso et al. (2002) hanno incrociato 4 cultivar tetraploidi di
patata con 10 ibridi diploidi S tuberosum-S phuregja ottenendo 40
famiglie. Nonostante gli ibridi diploidi fossero stati selezionati in nord
America e quindi in condizioni di giorno lungo, le progenie 4x x 2x
hanno evidenziato in Sud America un incremento medio della
produzione del 12% rispetto alle cultivar di controllo locali. Risultati
analoghi sono stati ottenuti anche atre specie quali erba medica
(Barcacciaet al. 1998) e Lilium (Barba-Gonzalez et al. 2004). Buso et
al. (2002) riportarono che lI@to rendimento delle famiglie 4x x 2x e
spiegato da tre fattori importanti: (1) piu elevata diversita genetica
mediante |’ acquisizione di nuovi aleli o di differenti combinazioni
degli alleli dagli ibridi 2x; (2) trasmissione alla progenie 4x, mediante
I gameti 2n FRD, della maggior parte o di tutte le interazioni alleliche
presenti nell@rido diploide; (3) produzione di nuove interazioni di
alto ordine nella progenie 4x.

L’ importanza dei gameti 2n FRD era gia stata rilevata nel 1999
quando Buso et al. (1999b) condussero un lavoro sull’utilizzo dei
gameti 2n finalizzato a confronto dei gameti 2n di tipo FDR-CO e
FDR-NCO (rispettivamente derivanti e non da fenomeni di crossing
over). Nonostante |la teoria preveda differenze fra le due tipologie di
gameti nella possibilita di trasmettere I’ eterozogosita parentale (fino al
100% della nel caso del gameti FDR-NCO e massimo 80% per i
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gameti FDR-CO), in detto lavoro non sono state riscontrate differenze
nell’impiego del due tipi di gameti. Le motivazioni della discordanza
fra le previsioni teoriche e i risultati ottenuti vanno probabilmente
ricercate nelle conseguenze del piramidaggio genico. Infatti per
ottenere gameti FDR-NCO e necessario incorporare due alléli
recessivi (“ps’ e “sy-3”) in forma omozigote, ovviamente con
maggiori possibilita di depressione da inbreeding, rispetto
al’incorporazione di un solo alele. | risultati ottenuti sono di
fondamentale importanza per i programmi di breeding in guanto
semplificano il lavoro di miglioramento genetico.

Diversamente da quanto atteso, nonostante presentassero 2
genomi di S commersonii e 3 di S tuberosum, gli ibridi MCPH non
hanno ottenuto produzioni molto elevate e comungque nessuno ha
superato le rese produttive della cultivar (Spunta) di controllo. Le
ragioni per il mancato effetto eterotico vanno probabilmente ricercate
nella presenza del genoma di S. commersonii. Tale specie, infatti,
stenta a tuberizzare nel climi mediterranel e quindi potrebbe essere
poco adatta alle condizioni pedoclimatiche mediterranee.

L’ assenza di una significativa interazione genotipo x ambiente
evidenziata dagli ibridi MCPH nei due anni di prova potrebbe essere
un supporto a questa ipotesi.

Esempi di discordanza fra risultati attesi e risultati ottenuti, a
causa dell’interazione genotipo-ambiente, sono stati gia riportati in
letteratura. Bani-Aameur et al. (1991) riscontrarono una differente
adattabilita degli ibridi S tuberosum-S. phurga-S. chacoense e degli

ibridi S tuberosum-S. phureja nell’ area mediterranea in due differenti

6-93



stagioni. In condizioni di giorno e temperatura crescente gli ibridi S
tuberosum-S. phurgja risultarono piu produttivi del 162% e del 125%
rispetto ai controlli S tuberosum e agli ibridi in comparazione S
tuberosum-S. phurga-S. chacoense. In autunno, viceversa, gli ibridi S,
tuberosum-S. phurga-S. chacoense risultarono i piu produttivi con
una produzione del 270% e il 170% superiore rispettivamente al
controlli S, tuberosum e agli ibridi S tuberosum-S. phurga. Questi
risultati sono concordi con quelli successivamente ottenuti da Buso et
al. (1999d) i quali valutarono I'adattabilita di S chacoense nelle
condizioni di giorno lungo. Tale specie fu incrociata con parentali 4x
precedentemente scelti per la loro adattabilita ale condizioni
pedoclimatiche di differenti aree geografiche (Europa, Sud America e
Nord America). La progenie 4x x 2x derivante mostro una produzione
media del 10,6% superiore rispetto ai parentali tetraploidi.

Ottimi risultati mediante poliploidizzazione sessuae fra specie
coltivate e specie selvatiche sono stati ottenuti anche in termini di
trasmissione di resistenze. Villamon et al. (2005), durante i loro
programmi di miglioramento genetico, hanno testato ibridi S
paucissectum-S. chomatophilium per resistenza a P. infestans. Gli
autori hanno individuato in S. paucissectum un’importante fonte di
resistenza al predetto oomicete. | genotipi piu interessatati sono poi
stati utilizzati nel programmi di breeding al fine di inserire il carattere
di resistenza nelle varieta coltivate. Carputo et al. (2000) durante la
caratterizzazione di una progenie tetraploide S. tuberosum-S. tarijense
ottenute mediante incroci 2x x 4x identificarono genotipi resistenti al

batterio Erwinia carotovora. Na medesimi ibridi furono riscontrati
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anche ibridi con un peso specifico superiore rispetto a parentale S.
tuberosum utilizzato come controllo. Anche Ortiz et al. (1997)
mediante la poliploidizzazione sessuale 4x x 2x sono riusciti a
costituire ibridi tetraploidi S tuberosum-S. verne-S. sparspilum
resistenti a ceppi del nematode Globodera pallida.

L'incremento della produzione ed il trasferimento delle
resistenze non sono gli unici obbiettivi possibili mediante la
poliploidizzazione sessuale. Culley et al. (2002), mediante uno
schema che prevede sia ploidie ponte che raddoppiamento
Cromosomico in vitro, sono riusciti a migliorare la qualita del gene
pool coltivato di patata utilizzando la specie selvatica S. hjertingii. 1l
carattere migliorato e la resistenza al’imbrunimento della polpa
dovuto ad impatto. Questo problema e dovuto ala distruzione
meccanica del tessuti con conseguenti reazioni biochimiche catalizzate
dalla polifenol-ossidasi. Gli autori hanno trovato una riduzione
dell’imbrunimento potenziale nella progenie derivante da S. hjertingii
il quale presenta una bassa attivita di tale enzima. Anaogamente
Hayes e Thill (2002) mediante schemi di poliploidizzazione sessuae
hanno costituito ibridi che inglobavano il genoma di piu specie
selvatiche (S tarijense, S phurga, S tuberosum subsp andigena). E
che sono adatti alla produzione di “chips’.

Oltre che per il carattere produzione, i cloni delle famiglie NC e
MCPH sono stati valutati anche per numerosi caratteri morfologici del
tuberi e per caratteri qualitativi. Infatti I'incremento delle rese
produttive non deve essere |'unico obiettivo del miglioramento

genetico. Da dopoguerra ad oggi, sempre maggiore importanza viene
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attribuita alla qualita dei nostri cibi. Per quanto riguarda la patata, la
qualita puo essere intesa sia in termini di aspetto del tubero, sia di
composizione chimica. Nel primo caso una forma del tubero liscia ed
uniforme, con occhi superficiali consente di massimizzare I’ utilizzo
del tubero (sia durante la trasformazione industriale che durante la
preparazione in cucina). Nel secondo caso, invece, una qualita
superiore determina  migliori  caratteristiche nutrizionali  ed
organolettiche e consente inoltre di migliorare i process industriali,
come nel caso dell’ estrazione di amido.

| tuberi di patata non contengono una quantita elevata di
vitamina C, se confrontati con vegetali quali pomodori e agrumi.
Tuttavia ess rappresentano la maggiore fonte di tale molecola a causa
del notevole consumo di tuberi. Il consumo di vitamina C
guotidianamente raccomandato € stato incrementato da 60 a 90
mg/giorno (Levine et al. 2001). Gli ibridi NC hanno mostrato un
contenuto di vitamina C mediamente superiore a quello presente nel
parentali coltivati usati negli incroci 4x x 2x. Un incremento medio
nella progenie da S phurga era atteso in quanto in letteratura e
riportato un contenuto di vitamina C nel tuberi di S phurga
statisticamente superiore a quello di altre specie tuberizzanti del
genere Solanum (Davies et al. 2002). Per quanto riguarda invece gli
ibridi MCPH, Esposito et al. (2002) indicarono un contenuto medio di
vitamina C di S commersonii leggermente inferiore a S. tuberosum.
Tali dati, quindi, non lasciavo prevedere un miglioramento per questo

parametro degli ibridi MCPH. | nostri dati indicano infatti un non
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elevato di vitamina C negli ibridi BC; S. commersonii-S. tuberosum.
Data I'importanza di questa molecola nelle produzioni vegetali,
sono stati approfonditi alcuni aspetti legati al contenuto di vitamina C
in pianta. | risultati indicano che i cambiamenti nella biosintes
dell’ AsA nelle foglie “source” hanno un rapido effetto nel contenuto
di vitamina C, con conseguente incremento del trasporto di tale
molecola negli organi di accumulo. Cio e stato dedotto dagli
esperimenti in cui precursori esogeni della vitamina C come L-GalL
sono stati forniti ale foglie “source’. E stato possibile incrementare in
misura maggiore del 100% il contenuto vitamina C nelle foglie
“source’ di tutte le piante. Questo trattamento ha determinato aumenti
significativi di vitamina C negli organi “sink” quali i fiori ed i tuberi
in sviluppo. A nostra conoscenza questa e la prima dimostrazione che
|@cumulo di vitamina C nelle foglie determina un aumento dello
stesso negli organi di immagazzinamento ed € una possibile
spiegazione dell@ffetto positivo che ha la luce sul contenuto di
vitamina C nellafrutta e nelle verdure (Lee e Kader 2000). Hancock et
al. (2003) hanno ipotizzato che il floema contiene I'intero complesso
enzimatico per la biosintes dell@sA. | nostri risultati suggeriscono
che il trasferimento indiretto di vitamina C dal mesofillo a floema
potrebbe coinvolgere il trasporto del L-GallL, intermedio incapace di
attraversare le membrane. Infatti L-GalL esogeno fornito alle foglie
“source” determina un arricchimento dell@sA negli organi di
accumulo quali fiori, stoloni tuberizzanti e tuberi in sviluppo. In

accordo con quanto gia precedentemente riportati in Arabidopsis
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thaliana e in Medicago sativa (Franceschi e Tarlyn 2002) e possibile
Ipotizzare un trasporto di lunga distanza di vitamina C anche in patata.
Ipotizziamo quindi che un trasporto di acido ascorbico fra organi di
produzione e organi di accumulo possa essere presente in tutte le
piante. Sono in corso studi analoghi per valutare il trasporto e
I"accumul o della vitamina C anche nei cloni NC ed MCPH.

Altro parametro qualitativo preso in considerazione e stato il
peso specifico, di fondamentale importanza nel caso dela
destinazione industriale dei tuberi. Un peso specifico minimo di 1,080
infatti € indispensabile per ridurre i tempi di frittura e i consumi
d’'olio, con un conseguente notevole risparmio per I'industria di
trasformazione. La progenie derivante dagli incroci con S. phurga ha
presentato un peso specifico superiore rispetto a controllo S
tuberosum (cv Spunta). Tale risultato € in concordanza con quanto
riscontrato da Ta e Jong (1997) durante la caratterizzazione di
progenie 4x x 2x e 4x x 4x, laddove il parentale maschile era un
ibrido diploide S tuberosum-S. phureja produttore di gameti 2n (nel
caso degli incroci 4x x 2x) o con corredo cromosomico raddoppiato in
vitro (nel caso degli incroci 4x x 4x). Gli autori identificarono nel loro
lavoro un effetto positivo, in termini di peso specifico, del genoma S,
phurea, ma soprattutto della strategia di poliploidizzazione sessuale.

Anche gli ibridi MCPH hanno mostrato un elevato valore di
peso specifico. Gli ati valori di peso specifico per entrambi i gruppi di
ibridi era ampiamente atteso in quanto sia S phurga che S
commersonii presentano, fra le proprie caratteristiche positive, un

elevato contenuto di sostanza secca nel tuberi.
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Molta variabilita e stata riscontrata per i caratteri morfologici
del tuberi. In particolare, in termini di forma del tubero e speciamente
per quanto riguarda gli ibridi MCPH, le progenie hanno prodotto
tuberi con forme spesso irregolari. E stata confermata la tendenza dei
caratteri stoloni lunghi (dati non mostrati) e occhi profondi, tipici delle
specie selvatiche, ad essere trasmessi alla progenie. Altro carattere che
ha fatto riscontrare molta variabilita € stato la precocita. Esso
rappresenta un importante aspetto della pataticoltura moderna, dove le
produzioni extrastagionali sono molto remunerative.

Oltre che per le produzioni, anche per la lunghezza del ciclo
biologico €& stata riscontrata differenza fra gli ibridi NC ed ibridi
MCPH. In particolare, nel primo gruppo € stata individuata una ampia
variabilita con numerosi ibridi che hanno presentato un ciclo biologico
inferiore alle cultivar di controllo, cosa che non e accaduta per gli
ibridi MCPH. Questo dato era in una certa misura atteso in quanto S.
phurgja (parentale degli ibridi NC) e una specie coltivata in sud
America e quindi selezionata per un ciclo biologico breve, cosa che
non € avvenuta per S. commersonii (parentale degli MCPH). Da
ricordare che un ciclo vegetativo inferiore a 120 giorni € fra i piu
importanti parametri di selezione per una nuova cultivar. Inoltre, un
ciclo breve e di particolare importanza se Sl mira a costituire cultivar
adatte ala coltivazione extrastagionale, la quale fornisce un raccolto
molto remunerativo a causa della scarsita di prodotto fresco reperibile
sul mercato europeo nei periodi autunnali e primaverili.

Le cultivar di patata europee hanno origine da poche specie

inizialmente introdotte in Europa; probabilmente nel corso degli anni
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sono state introdotte altre specie con un ampliamento della variabilita
coltivata (Ross 1986). Tuttavia e da ricordare che, a causa di una
epidemia di peronospora (agente causante |’oomicete Phytophtora
infestans) avvenuta nel 1840, molte cultivar di patata furono distrutte
con una conseguente notevole perdita di variabilita genetica. | danni
subiti da tale epidemia non furono solo la perdita di biodiversita, ma
soprattutto il mancato soddisfacimento del fabbisogno alimentare per
milioni di persone. Ancora oggi P. infestans, insieme a numerosi altri
patogeni, determina grossi problemi per la pataticoltura nelle aree
temperate (Gebhardt e Vakonen 2001).

Per evitare I’'uso massiccio di fitofarmaci e perdite ingenti di
prodotto € importante agire in due direzioni: evitare |’ introduzione di
nuove patologie e costituire nuove cultivar di patata con il pit elevato
numero possibile di resistenze ad agenti biotici ed biotici. |l
miglioramento genetico ha gia da molto tempo intrapreso la strada
dell’introgressione da specie selvatiche di geni di resistenza nel
genoma coltivato. Fra i lavori piu recenti vanno ricordati 1o studio di
Costanzo et al. (2005), finalizzato ad identificare QTL per resistenza
al patogeno P. infestans nel genoma di patata. In detto lavoro gli
autori, mediante I’analisi della progenie derivante dall’incrocio di S
phurga con S stenototum, hanno identificato 3 principali QTL sui
cromosomi 111, V e XI, rispettivamente con il 23,4, 17,9 € 9,4 % della
variabilita fenotipica.

Altro lavoro interessante € stato svolto da Janssen et al. (1997).
Durante la loro attivita di miglioramento genetico della patata basato

sull’'uso delle specie selvatiche, gli autori trasferirono mediante

6-100



ibridazione sessuale il carattere di resistenza a nematodi Meloidogyne
chitwoodi e Meloidogyne fallax dalle specie selvatiche S
stoloniferum, S fendleri e S. hougasii in ibridi BC, di patata. Alcune
combinazioni dincrocio coinvolgenti S fendleri generarono
popolazioni totalmente resistenti ai predetti nematodi. Gli autori
giustificarono tale dato con la probabile presenza di tutto il genoma
del parentale selvatico nella progenie BC,, a causa della presenza dei
gameti 2n prodotti da S fendleri. L’uso delle specie selvatiche e
risultato utile anche per il trasferimento della resistenza ai virus PVY,
PVA e PVX dala specie selvatica S. brevidens a S tuberosum
(Vakonen et al. 1998). Per trasferire il carattere d'interesse, data la
incompatibilita sessuale fra le due specie, gli autori utilizzarono la
fusione somatica.

In questa tesi il lavoro e stato finalizzato ala valutazione della
resistenza a due importanti batteri: Erwinia carotovora e Ralstonia
solanacearum. |l fitopatogeno E. carotovora presenta una
classificazione tassonomica molto complessa che comprende cinque
subspecie differenziate in funzione fenotipica, biochimica, delle piante
ospiti e delle caratteristiche genetiche. E un batterio Gram-negativo,
non sporigeno, anaerobico facoltativo ed esplica la sua funzione
fitopatogena con la secrezione extracellulare di un pool di enzimi
molto piu vasto se confronto con altri batteri saprofiti. Questi enzimi
comprendono pectinasi, cellulasi e xlylanasi con differenti proprieta
(Collmer e Keen 1986). Le pectinasi sono i piu importanti esoenzimi
coinvolti nellamalattia. Esse distruggono ed utilizzano le pectine della

lamella mediana della parete cellulare causando conseguentemente il
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collasso dei tessuti e la morte cellulare (Pérombelon 2002). Due delle
cinque sottospecie (E. carotovora ssp. carotovora ed E. carotovora
ssp. atroseptica) sono le cause principali delle malattie note come
marciume della parte aerea, gamba nera e marciume molle dei tuberi
di patata, ritenute fra quelle economicamente piu devastanti per la
patata (Pérombelon 2002).

II marciume molle del tuberi trova ampia facilita di diffusione
nelle nostre aree a causa della scarsita di cultivar resistenti (Yi et al.
2004). La bassa efficienza del miglioramento genetico in questo
settore e probabilmente dovuta al fatto che la resistenza a tale batterio
e associata a geni localizzati su numerosi cromosomi  (Zimnoch-
Guzowska et al. 2000). Il controllo di questa malattia e reso difficile,
oltre che dall’ assenza di fitofarmaci efficaci contro i batteri, anche dal
vasto numero di piante ospiti, dall’ampio range di temperature a cui il
batterio cresce e dalla possibilita di infezione latente nel tuberi dove il
batterio s localizza nei fasci xilematici, nelle ferite e nelle lenticelle
suberizzate (Pérombelon 2002). Altra difficolta per il controllo di
questo batterio € la capacita di sopravvivere per molti mesi anche in
assenza di pianta ospite (Pérombelon 1992).

Zimnoch-Guzowska et al. (2000) hanno studiato I’ ereditabilita
dellaresistenza al marciume molle nelle famiglie diploidi di patata ed
hanno identificato correlazioni con 12 QTL posizionati su 10
cromosomi. Un QTL sul cromosoma | e stato ritenuto quello con piu
ampio effetto (19% di variabilita fenotipica). Il controllo quantitativo
dellaresistenza fa incrementare notevolmente il grado di difficolta per

Il suo trasferimento nel gene pool coltivato. Nonostante i numerosi
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studi e gli interessanti risultati ottenuti in merito, dal punto di vista del
miglioramento genetico della patata non e stata ancora costituita una
cultivar di patata completamente resistente (o tollerante) a tale
malattia (Tek et al. 2004). Recentemente Lebecka et al. (2004) hanno
ottenuto interessanti risultati tramite poliploidizzazione sessuale
unilaterale basata sull’uso di ibridi con genoma costituito da tutte o
alcune delle seguenti specie selvatiche S. tuberosum, S. chacoense, S.
yungasense, S phurga, S gourlayi ed infine S demissum.
Incrociando detti ibridi con 8 cultivar tetraploidi suscettibili, gli autori
hanno ottenuto 24 famiglie. Dall’anais della progenie ottenuta, €
stata identificata una percentuale variabile dallo 0% a 80% di cloni
resistenti in ogni famiglia. Gli autori hanno trovato una correlazione
significativa fra la resistenza a marciume molle e sia il carattere
stoloni lunghi che la forma irregolare del tuberi. Lo screening
effettuato sul materiale vegetale oggetto di studio di questa tesi ha
indicato numerosi ibridi, appartenenti ad entrambi i gruppi, che hanno
presentato elevati livelli di resistenza. Nello specifico, il 17% degli
ibridi NC ed il 19% degli ibridi MCPH hanno mostrato un diametro
dellalesione, dopo inoculo artificiale con il batterio, inferiore a4 mm.
La permanenza di alcuni caratteri indesiderati derivanti dall’uso di
specie selvatiche suggerisce I'uso di questi cloni come parentali per
futuri reincroci al fine di trasferire i caratteri positivi introdotti dalle
specie selvatiche.

R. solanacearum e |’agente dell’ appassimento batterico ed &
considerato uno del piu devastanti batteri fitopatogeni in termini di

perdite economiche in tutto il mondo (Hayward 1991). Nelle
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condizioni maggiormente favorevoli a batterio stesso, S possono
registrare perdite fino a 100% della produzione (Berrocal-Lobo et al.
2002). |l batterio, inoltre, presenta un ampio numero di specie vegetali
ospiti suscettibili (oltre 50 famiglie; Hayward 2000). | range include
non solo solanacee (pomodoro, patata, melanzana e tabacco), ma
anche leguminose (fagiolini), monocotiledoni (banano e zenzero),
divers aberi e arbusti (olivo, eucalipto) ed erbacee (Arabidopsis
thaliana) (Deslandes et al. 1998). R. solanacearum invade le piante
attraverso le ferite della radice o a siti di formazione delle radici
secondarie. Dopo I'invasione, sono colonizzati sia gli  spazi
intercellulari della corteccia che il parenchima vascolare della radice;
quindi le pareti delle cellule s rompono, facilitando cosi la diffusione
attraverso il sistema vascolare (Vasse et al. 1995). Alcune specie
selvatiche resistenti o altamente tolleranti a R. solanacearum sono
state usate come potenziali fonti di resistenza. Sfortunatamente ibridi
sessuali di patata con genotipi resistenti di S chacoense, S
sparsipillum e S multidissectum hanno rivelato un moderato livello di
resistenza al’avvizzimento batterico. Recentemente la resistenza
all’ avvizzimento batterico e stata riscontratain S. commersonii e sono
iniziati tentativi di trasferire la resistenza attraverso ibridazione
somatica (Laferriere et al. 1999; Kim-Lee et al. 2005). Nessun
tentativo e stato fin'ora fatto per trasmettere il carattere mediante
ibridazione sessuale. | nostri risultati sono quindi i primi a dimostrare
la possibilita di trasmettere per via sessuale questa resistenza dalla
specie selvatica S. commersonii a gene pool coltivato. Nonostante

I"impiego effettuato in passato, € da sconsigliare € I'uso di S. phurgja

6-104



come fonte di resistenza a questo patogeno perché la specie presenta
una resistenza temperatura-sensibile (Ciampi e Sequeira 1980; Tung
1992; French et al. 1998). La resistenza all’ avvizzimento batterico é
stata trovata anche in S. stenotomum, altra specie botanicamente molto
vicina ala patata. Nonostante I'elevata efficienza registrata nel
trasmettere i caratteri di resistenza all’ avvizzimento batterico (piu del
80% delle piante valutate non ha presentato sintomi; Martin 1979),
guesta specie € stata fin ora poco sfruttata dai miglioratori a causa
dell’ elevatissimo numero di caratteri sfavorevoli che trasmette alla
progenie.

Mediante |'utilizzo di S commersonii € stato possibile
introgredire la resistenza a R. solanacearum nella progenie MCPH.
Questa progenie e (aneuploide) pentaploide, ma nonostante il livello
anomao di ploidia é funzionamente tetraploide con EBN=4,
facilmente incrociabile con S. tuberosum (Carputo 2003). Essa sara
guindi una preziosa fonte per il miglioramento genetico da utilizzare
mediante cicli di reincrocio. Ricordiamo che, nonostante tale patogeno
Sia oggi considerato un batterio da quarantena, sempre piu frequenti
sono le segnalazioni di ceppi ritrovati nelle aree europee (Caruso et al.
2005). | nostri risultati evidenziano chiaramente come, anche
mediante ibridazione sessuale, sia possibile trasferire il carattere di
resistenza (totale o parziale). Casi di “disease escape” oppure “fals
positivi”, dovuti a eccessive o insufficienti ferite all’ apparato radicale,
presenza di altri patogeni e stazionamento del batterio nel suolo senza

penetrare nella pianta, sono probabilmente da escludere nel materiali
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da noi studiati. Prove ripetute, infatti, hanno sempre confermato la
resi stenza/suscettibilita degli ibridi.

Kim-Lee et al. (2005) hanno costituito ibridi somatici S
commersonii (+) S tuberosum e hanno analizzato la resistenza a R.
solanacearum in due generazioni di reincrocio. Gli autori riportano
che ad ogni passaggio generazionale e quindi con |’incremento della
percentuale del genomadi S. tuberosum, ¢’ € stato un incremento della
suscettibilita media. In un campione di progenie BC, ottenuta da
incroci MCPH x S tuberosum, abbiamo identificato diversi cloni
resistenti al’avvizzimento batterico. Tale dato €& di notevole
importanza in quanto e la conferma che il carattere € orami
stabilmente inserito nel genoma S tuberosum ed € utilizzabile nei
programmi di miglioramento genetico per costituire nuove cultivar di
patata resistenti a tale batterio. E inoltre da segnalare che i valori del
grado di dominanza da noi ottenuti fanno ipotizzare che il fenotipo
selvatico (resistente) sia dominante; cio e importante in quanto facilita
I”attivita di miglioramento genetico

Tra i recenti sviluppi della biologia molecolare, i marcatori
molecolari hanno assunto un ruolo determinante per I’ acquisizione di
conoscenze su meccanismi finora oscuri della genetica vegetale e del
miglioramento vegetale. Essi, infatti, consentono di studiare la
variabilitd genetica direttamente a livello del DNA, superando le
difficolta dell’analisi della variabilita fenotipica dovute all’ effetto
ambientale. Pertanto, sono stati utilizzati in molte specie vegetali, sia
per valutare e caratterizzare la variabilita genetica tra i genotipi

vegetali di interesse, che per costruire mappe genetiche in piante

6-106



superiori, per monitorare I’'introgressione di geni utili da specie
selvatiche a quelle coltivate, nonché per operare una selezione assistita
per caratteri di interesse. L’attivita di miglioramento genetico puo
avvantaggiarsl dall’uso di marcatori molecolari, specialmente quando
sono disponibili marcatori specifici per un determinato carattere
d'interesse. In loro assenza i marcatori molecolari, associati ad una
approfondita analis fenotipica, possono facilitare la selezione
negativa individuando gli ibridi con il maggior contenuto di bande
specifiche della specie selvatica e il maggior numero di caratteristiche
positive. | marcatori AFLP sono stati scelti perché permettono di
individuare un elevato numero di bande S. commersonii specifiche
(lovene et al. 2004).

Nella presente tesi bande AFLP S. commersonii specifiche sono
state utilizzate per discriminare gli ibridi MCPH con un elevata
percentuale delle predette bande. Gli ibridi identificati sono stati
scartati perché ritenuti essere quelli con la maggiore possibilita di
mostrare caratteri negativi. | risultati pubblicati da Carputo et al.
(2003) sembrano essere confortanti in questo senso. Infatti, ibridi S.
commersonii-S. tuberosum con una ridotta percentuale di marcatori
AFLP S commersonii specifici hanno mostrato un buon contenuto in
commersoning, tomatina e demissing, glicoalcaloidi tipici di S
commer sonii

Per la selezione degli ibridi MCPH sono stati seguiti due
strategie differenti, ossia I'analisi delle componenti principali e
I'indice di valutazione associato alla percentuale di bande S

commersonii  specifiche. Le due strategie hanno determinato la
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selezione di due differenti gruppi di ibridi MCPH da selezionare.
Questa discordanza e dovuta ad un maggiore peso che e stato
attribuito ad alcuni parametri durante la determinazione dell’ indice di
valutazione. Utilizzato per |a selezione assistita da marcatori AFLP. |1
numero notevolmente limitato di caratteri analizzati rende ancora
precoce un confronto tra le due differenti strategie. Ulteriori indagini,
pertanto potranno essere condotte per uno studio piu approfondito.
Tuttavia, data I'elevata ereditabilita dei caratteri provenienti da S
commersonii, per proseguire il lavoro di miglioramento genetico
avviato con questa tesi, gli ibridi utilizzati nei reincroci sono stati
quelli con la piu bassa percentuale di marcatori AFLP S. commer sonii

specifici e piu ato indice di valutazione.
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7. Conclusioni
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In questa tesi sono state studiate le progenie derivanti da due
differenti schemi di ingegneria genomica messi a punto per
I'introgressione di variabilita allelica e geni utili delle specie
selvatiche 2x(2EBN) S phurga e 2x(1EBN) S commersonii. Lo
studio ha riguardato la valutazione delle potenzialita produttive e della
resistenza a stress biotici. L'uso delle specie selvatiche tuberizzanti
del genere Solanum nei programmi di miglioramento genetico ha
consentito di recuperare caratteri qualitativi interessanti come elevato
peso specifico, elevato contenuto in vitamina C e resistenze a stress
biotici.

Differenze in termini produttivi sono state riscontrate per
entrambi 1 gruppi di materiali. | cloni NC, ottenuti daincroci 4x x 2x,
sono risultati piu produttivi delle varieta controllo, confermando
quindi la validita della poliploidizzazione sessuale unilaterale 2n-
FDR. Diversamente da quanto atteso, gli ibridi MCPH, provenienti da
incroci 3X X 4x, non hanno dato produzioni elevate e comunque
nessuno ha superato le rese produttive del controllo Spunta. Le ragioni
per il mancato effetto eterotico vanno probabilmente ricercate nella
presenza del genoma di S commersonii. Tale specie, infatti, stenta a
tuberizzare nei climi mediterranei e quindi potrebbe essere poca adatta
alle condizioni pedoclimatiche in cui sono state effettuate le prove
sperimentali. Vautazioni future potrebbero essere findizzate a
caratterizzare la produzione in ciclo bisestile, con semina ad agosto e
raccolta a dicembre.

In queste condizioni climatiche (luce e temperatura
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decadenti), infatti, gli ibridi MCPH potrebbero trovare un maggiore
adattamento.

Gli ibridi NC e MCPH sono stati valutati che per numerosi
caratteri qualitativi (peso specifico dei tuberi, contenuto in vitamina C,
caratteristiche morfologiche dei tuberi). E emersa una notevole
variabilita nell’ambito della quale il lavoro di miglioramento genetico
potrebbe portare dla selezione di  genotipi  interessanti.
Particolarmente promettenti sono i risultati relativi ala resistenza ad
Erwinia carotovora e Ralstonia solanacearum. Sono stati infatti
identificati ibridi che associavano buone caratteristiche del tuberi a
resistenze a queste batterios, ritenute fra le piu pericolose per la
coltivazione delle patate. Nonostante I'elevato E.I., particolarmente
Interessante e risultato un ibrido S tuberosum-S. commer sonii (M CPH
21) che annovera laresistenza ad entrambe |e batteriosi. Questo ibrido
e stato comungue mantenuto nel gruppo del potenziali parentali e
quindi la pressione selettiva esercitata in questo caso non e stata molto
forte.

Dall’analisi delle progenie NC e MCPH e stata identificata una
percentuale variabile di cloni con caratteristiche interessanti. Tuttavia,
come spesso accade nel programmi d’ibridazione interspecifica, €
stata confermata la presenza di “linkage drug” dovuta all’ associazione
genetica tra i geni utili e geni che controllano caratteri indesiderati
quali stoloni lunghi e forma irregolare dei tuberi. La permanenza di
caratteri indesiderati derivanti dall’ uso di specie selvatiche suggerisce
I"'uso di acuni cloni particolarmente interessanti come parentali per

futuri reincroci.
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Nell’ambito di questo lavoro é stata anche utilizzata una strategia
di selezione assistita mediante marcatori molecolari AFLP e
determinazione di un indice di valutazione. Tale strategia applicata sui
cloni MCPH ha consentito la selezione del cloni con un basso
contenuto di bande AFLP specifiche di S. commersonii ed un elevato
indice di valutazione. Questi cloni hanno un’elevata potenzialita a
combinare caratteri positivi con un basso contenuto di genoma
selvatico e quindi un ridotto “linkage drug”. Riteniamo che questa
strategia di selezione potrebbe essere utilizzata in tutti i programmi di
ibridazione interspecifica che non possono avvaersi di marcatori
molecolari associati ai caratteri d'interesse. Le caratteristiche dei cloni
MCPH e NC selezionati alla fine di questo lavoro sono riportati in
appendice 3 e 4. questi cloni sono gia stati utilizzati nell’ estate 2005 in

reincroci con S tuberosum
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Allegato 1 - Dati produttivi medi dei cloni NC Solanum tuberosum - Solanum phureja allevati a Camigliatello
Silano nel 2002 e 2003

Genotipo Produzione (kg pt™) N° tuberi Produzione(kg pt™) N° tuberi
Atzimba 0,18 + 0,02 35 + 1,6 0,23 + 0,07 3,7 £ 0,0
Carmine 0,82 + 0,12 8,7 + 3,3 0,24 + 0,22 2,7 £ 24
LC0091 0,81 + 0,08 10,2 + 3,1 0,47 + 0,09 6,0 £ 0,0
MC330 0,23 + 0,04 43 + 05 0,13 + 0,06 28 + 172
S86-24 0,65 + 0,07 78 + 1,1 0,65 + 0,07 79 + 0,1
Serrana 0,54 + 0,01 6,9 + 0,6 0,27 + 0,11 46 + 0,7
UP88-P5 0,11 + 0,06 57 + 28 0,03 + 0,02 35 £+ 16
| 0,17 + 0,05 47 + 05 0,08 + 0,02 23 £+ 14
NC5-1 0,47 + 0,07 7,7 £ 0,2 0,88 18,0
NC5-2 0,25 + 0,07 43 + 05 0,43 + 0,28 6,7 £ 19
NC5-3 0,60 + 0,14 43 + 05 0,29 + 0,06 44 + 13
NC5-4 0,87 + 0,10 47 + 0,1 1,01 + 0,34 16,0 = 4,2
NC5-5 0,43 + 0,04 30 + 04 0,77 + 0,09 11,2 + 2,6
NC5-6 0,80 + 0,07 80 + 0,3 0,82 + 0,31 11,2 + 0,7
NC5-7 0,58 + 0,11 7,7 + 0,1 0,13 + 0,09 42 *+ 35
NC5-8 0,52 + 0,03 3,7 + 0,1 1,30 = 0,05 9,8 + 35
NC5-9 0,57 + 0,03 57 += 0,0 0,26 + 0,11 57 £+ 14
NC5-10 0,70 + 0,07 10,0 + 04 0,05 + 0,02 22 + 16
NC5-12 0,43 + 0,04 30 + 04 0,57 + 0,09 82 + 172
NC5-13 0,28 + 0,04 2,3 + 05 0,21 + 0,08 50 + 14
NC5-14 0,70 + 0,06 6,0 + 0,6 0,73 + 0,09 11,2 + 35
NC5-15 0,97 + 0,04 6,3 =+ 05 0,66 + 0,08 65 + 1,2
NC10-1 0,71 + 041 10,2 + 8,2 0,48 + 0,22 70 £ 05
NC10-2 0,26 + 0,22 33 =+ 19 0,43 + 0,02 70 + 14
NC10-3 0,50 + 0,05 6,3 + 05 0,33 + 0,12 83 + 05
NC10-4 0,58 + 0,32 77 = 05 0,47 + 0,09 95 + 1,2
NC10-5 0,46 + 0,01 80 + 52 1,08 + 0,16 228 + 1,2
NC10-6 0,50 + 0,07 47 + 0,1 0,33 + 0,15 55 + 2,1
NC10-7 0,21 + 0,04 2,7 + 05 0,43 + 0,24 7,7 £ 33
NC10-8 0,60 + 0,07 50 + 0,7 1,10 + 0,14 13,3 = 14
NC10-9 0,13 + 0,15 18 =+ 1,6 0,50 + 0,19 92 + 16
NC 10 - 10 0,45 + 0,40 13,0 + 11,8 0,48 + 0,11 11,8 + 0,2
NC 10-11 0,96 + 0,46 12,7 + 94 0,68 + 0,70 148 + 16,3
NC 10 - 13 0,71 + 0,01 10,2 + 35 0,34 + 0,34 50 + 3,8
NC 10-14 0,53 + 0,53 6,8 + 1,2 0,16 + 0,08 45 + 1,2
NC 10 - 15 0,28 + 0,19 58 + 49 0,91 + 0,29 150 += 3,8
NC 10 - 16 0,29 + 0,29 38 + 31 0,67 + 0,38 58 + 1.2
NC 10 - 17 0,55 + 0,07 80 + 0,7 0,59 + 0,08 11,3 + 24
NC 10 - 18 0,32 + 0,05 55 + 0,7 0,82 + 0,16 10,7 + 2,8
NC12-2 0,26 + 0,31 35 + 40 0,53 + 0,02 72 + 0,2
NC12-3 0,28 + 0,09 28 += 0,7 0,15 + 0,12 42 + 0,7
NC12-4 0,58 + 0,03 92 + 0,2 0,45 + 0,09 83 + 05
NC12-5 0,05 + 0,03 08 £ 0,2 0,19 + 0,16 30 + 28
NC12-6 0,20 + 0,07 23 + 05 0,38 + 0,02 6,0 £+ 3,3
NC12-7 0,19 + 0,11 33 + 24 0,15 + 0,07 38 + 1.2
NC12-8 0,15 + 0,00 25 + 1,2 0,48 + 0,02 56 + 0,1
NC12-9 0,06 + 0,04 22 + 1,2 0,41 + 0,08 6,5 £ 0,7
NC 12 -11 0,43 + 0,04 42 + 0,2 0,03 + 0,01 26 £ 15
NC 12 - 13 0,30 + 0,40 1,3 + 09 0,06 + 0,01 2,8 + 0,7
NC 12 -14 0,20 + 0,14 30 + 04 0,52 + 0,31 47 + 05
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NC 12 - 15
NC15-1
NC 15-2
NC 15-3
NC 15-4
NC 15-5
NC 15 -6
NC 15-7
NC 15-8
NC 15-9
NC 15-10
NC 15-11
NC 15-12
NC 15-13
NC 15- 15
NC 15 - 16
NC 15 - 17
NC 15-18
NC18-1
NC 18 -2
NC 18 -3
NC 18 - 5
NC 18 - 6
NC 18 -8
NC 18 -9
NC 18 - 10
NC 18-11
NC 18 - 12
NC21-1
NC21-2
NC21-3
NC21-4
NC21-5
NC21-6
NC21-7
NC 21-8
NC21-9
NC 21-10
NC21-11
NC 21 -12
NC 21-13
NC21-14
NC 21 -15
NC 21 -16
NC 21-18
NC 21-19
NC23-1
NC 23 -2
NC 23 -3
NC 23 -4
NC 23-5
NC 23-6
NC 23 -7
NC 23 -8
NC 23 -9
NC 23 - 10
NC 23 -11

0,11
0,43
0,13
0,37
0,23
0,60
0,73
0,25
0,26
0,55
0,27
0,28
0,73
0,63
0,60
0,37
0,90
0,17
0,14
0,08
0,52
0,55
0,56
1,00
0,26
0,08
0,23
0,23
0,19
0,33
0,45
0,36
0,25
0,21
0,37
0,37
0,21
0,47
0,13
0,75
0,44
0,08
0,74
0,13
0,13
0,29
0,39
0,27
0,27
0,41
0,30
0,83
0,37
0,37
0,23
0,35
0,40

+ + + + + + H+ H+ M+ +H+H+ M+ M+ H+H+H+ M+ H+H+H+H+FH+FH+FH+F+F+H+FH+++F+H+++++++++2++H+H+++H+H+++H+H++++ 4+

0,08
0,03
0,13
0,03
0,03
0,19
0,22
0,26
0,04
0,21
0,16
0,03
0,05
0,04
0,14
0,10
0,14
0,03
0,13
0,02
0,61
0,07
0,04
0,14
0,13
0,02
0,31
0,04
0,18
0,19
0,02
0,22
0,12
0,13
0,19
0,38
0,11
0,04
0,02
0,07
0,58
0,11
0,22
0,19
0,15
0,11
0,48
0,04
0,21
0,27
0,24
0,09
0,05
0,19
0,04
0,09
0,14

3,7
7,3
3,3
10,0
3,3
57
4,8
4,8
2,7
5,0
2,8
2,7
6,8
6,3
4,3
2,6
7,3
2,7
18
18
6,0
6,3
6,0
10,0
2,0
15
3,3
3,7
4,2
50
12,5
4,8
7,3
57
7,0
8,2
57
4,7
57
6,0
3,0
2,2
8,7
3,5
3,5
55
4,2
4,0
4,3
8,2
7,0
7,7
7,8
6,3
2,7
3,8
3,0

+ + + + + ++ + M+ + H+ H+ M+ M+ H+H+H+H+H+H+H+H+H+H+FH++F+++F++++++++++4++24++++++++3+++H++++ 4+

19
0,4
0,5
0,3
0,5
14
0,7
3,5
0,0
1,0
0,2
0,1
3,5
0,4
0,4
0,3
0,5
0,0
1,6
0,2
6,6
3,3
1,9
0,7
0,9
0,3
3,8
0,1
1,2
2,8
3,5
2,1
4,2
3,8
19
8,2
2,4
0,1
0,0
0,6
2,4
1,2
0,0
4,9
31
0,2
4,0
0,3
0,0
5,4
3,8
0,9
1,6
3,8
0,1
1,2
0,7

0,13
0,33
0,31
0,38
0,75
0,91
1,10
0,88
1,12
0,60
0,86
0,62
0,90
0,49
0,58
0,19
0,07
0,54
0,58
0,33
0,63
0,57
0,01
0,71
0,28
0,12
0,48
0,42
0,61
0,58
0,40
0,08
0,80
0,40
0,09
0,69
0,54
0,87
0,02
0,70
0,30
0,10
1,67
0,67
0,65
0,34
0,58
0,48
0,30
0,15
0,27
0,22
0,25
0,13
0,35
0,13
0,48

+ + + + + I+

+ + H+ + I+

+ 1+ +

+ + + 4+ + + + H+ M+ + H+ H+ M+ M+ H+H+ M+ H+H+H+H+H+H+FHFH+++H++ + O+

+ + + + + + + I+

0,11
0,13
0,13
0,07
0,78
1,07

0,40
0,07
0,19
0,11
0,21

0,04
0,21
0,15

0,08
0,25
0,15
0,32
0,24
0,01
0,18
0,14
0,06
0,02
0,12
0,39
0,35
0,57
0,02
0,57
0,19
0,04
0,04
0,14
0,14
0,02
0,73
0,24
0,14
0,00
0,21
0,21
0,20
0,18
0,24

0,12
0,33
0,09
0,21
0,14
0,45
0,00
0,31

3,2
5,7
4,5
8,0
8,8
78
9,3
13,2
11,8
8,3
6,7
7,2
10,3
7,5
5,7
4,3
2,7
10,7
10,3
5,0
7,2
7,5
0,3
10,0
4,3
5,2
6,3
6,7
57
7,0
9,3
3,5
10,8
7,8
3,0
9,2
55
78
15
10,3
8,0
3,3
15,7
8,8
4,0
6,8
10,8
9,5
6,3
3,7
6,3
49
53
3,7
3,5
4,5
7,5

+ + + + H+ I+

+ + + + I+

+ + -+

+ + + + H+ + + + H+ H+ H+ H+ +H+ M+ M+ HFH+ H+ + + M+ M+ + H+ + + + +

+ + + + H+ + I+

2,1
0,9
0,7
0,5
0,7
3,5

0,2
2,1
4,2
0,9
2,1

0,7
3,8
0,5

0,0
2,4
1,9
49
3,5
0,5
2,8
0,5
3,1
1,4
3,3
2,8
2,4
13,2
2,1
4,5
2,6
0,9
0,2
0,2
59
2,1
7,5
8,5
3,9
0,0
3,5
4,8
1,6
8,1
3,5

0,9
6,6
0,8
3,8
1,9
4,0
1.6
2,6
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NC 23 - 12
NC25-1
NC 25 -2
NC 25-3
NC 25-4
NC 25 -5
NC 25 -6
NC 25-7
NC 25-8
NC 25-9
NC 25 - 10
NC 25-11
NC 25 -12
NC 25-13
NC 25-14
NC 25-15
NC 25 - 16
NC 25 - 17
NC 25 -18
NC 25 -19
NC 25 - 20
NC 25

NC 27 -1
NC 27 -2
NC 27 -3
NC 27 - 4
NC 27 -5
NC 27 -6
NC 27 -7
NC 27 -8
NC 27 -9
NC 27 - 10
NC 27 -11
NC 27 - 12
NC 27 - 13
NC 27 - 14
NC30-1
NC 30-2
NC 30-3
NC 30-4
NC 30 -5
NC 30-6
NC 30-7
NC 30-8
NC 30-9
NC 30 - 10
NC30-11
NC 30 - 12
NC 30 - 13
NC 30 - 14
NC 30 - 15
NC 30 - 16

Media campo

0,18
0,08
0,22
0,12
0,18
0,13
0,68
0,18
0,55
0,03
0,39
0,29
0,72
0,40
0,33
0,15
0,65
0,28
0,24
0,10
0,25
0,30
0,16
0,28
0,12
0,17
0,05
0,28
0,28
0,20
0,11
0,09
0,37
0,13
0,25
0,33
0,43
0,25
0,73
0,53
0,13
0,28
0,39
0,60
0,12
0,38
0,33
0,13
0,73
0,42
0,42
0,25

0,37

+ + + + + + + + + + + + + + I+

+ + + I+

+ I+

+ I+ I+

I+

I+

I+

+ + +

+ + -+

+ I+

0,08
0,02
0,28
0,07
0,01
0,10
0,02
0,09
0,31
0,01
0,39
0,29
0,07
0,14
0,03

0,32
0,01
0,05
0,07
0,07
0,01

0,01

0,14
0,11

0,21

0,28

0,00

0,12
0,11
0,47

0,02
0,09
0,00

0,35
0,21

3,3
2,8
3,7
2,0
3,7
6,2
7,7
5,8
7,8
2,6
52
7,7
12,0
12,0
8,0
4,7
9,0
7,5
6,0
4,7
52
8,2
3,5
4,0
2,7
3,7
2,0
2,2
3,2
3,3
1,7
4,3
5,8
4,3
4,7
52
3,7
4,7
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7,7
1,7
8,3
6,7
55
3,0
4,8
3,8
2,0
11,0
4,0
55
4,8

53

+ + + + + + + + + + H+ + + + I+

+ + + +

+ I+

+ 1+ I+

I+

I+

I+

+ + I+

+ + +

+ I+

0,5
12
4,7
0,5
19
3,5
3,8
2,1
0,7
0,1
3,5
3,3
0,9
14
0,7

4,9
2,8
0,0
1,6
1,2
1,6

1,6

14
0,9

0,2

0,2

0,9

3,8
1,4
2,1

0,7
1,6
0,5

4,0
54

0,67
0,38
0,13
0,58
0,63
0,30
0,53
0,28
0,22
0,38
0,07
0,40
0,59
0,26
0,56
0,40
0,38
0,38
0,76
0,23
0,41
0,48
0,36
0,33
0,40
0,52
0,04
1,33
0,47
0,80
1,12
0,22
0,70
0,47
0,34
0,33
0,57
0,73
1,23
0,45
0,41
0,85
0,49
1,35
0,38
0,56
0,72
0,68
0,53
1,02
0,76
0,48

0,49

+ + + + + + + + + H+ H+ H+ + + H+ + + + + + I+

+ + + + + + H+ H+ H+ H+ H+ H+ +H+ M+ HFHFH++++H+H+HH+H+++++ + 4+

0,19
0,16
0,05
0,32
0,00
0,00
0,08
0,32
0,21
0,07
0,09
0,19
0,72
0,11
0,06
0,00
0,07
0,08
0,13
0,09
0,58
0,05
0,22
0,28
0,09
0,02
0,01
0,24
0,28
0,09
0,26
0,02
0,28
0,05
0,32
0,06
0,05
0,34
0,42
0,16
0,34
0,26
0,37
0,64
0,08
0,15
0,02
0,53
0,28
0,07
0,46
0,06

8,3
7,2
2,7
4,8
9,0
8,7
12,2
55
6,7
5,8
2,7
11,0
10,8
6,3
8,0
11,0
11,8
11,0
12,3
3,2
6,8
9,3
9,3
6,3
6,3
9,7
2,0
20,8
8,0
9,2
15,2
8,5
10,2
6,8
53
4,8
9,0
6,0
18,8
55
6,3
9,3
9,2
11,0
5,2
10,0
7,5
7,2
6,2
9,8
8,0
5,7

7,6

+ + + + H+ + + + + H+ H+ + + + + + + H+ + + I+

+ + + + + + H+ M+ H+ H+ H+ H+ +H+ M+ M+ HFH+H++H+H+H+HFH++ 8+ ++ + 4+

1,9
4,5
0,0
1,2
0,5
3,8
59
3,1
6,1
2,6
3,8
2,4
9,7
0,9
2,4
3,8
3,5
0,0
6,1
0,7
9,7
2,8
9,0
3,8
3,8
1,9
0,5
3,1
4,7
0,7
4,5
1,2
2,6
1,6
3,3
0,2
4,7
0,5
3,5
2,1
3,8
1,9
4,9
2,8
1,2
2,4
0,2
4,0
1,2
1,6
1,4
2,4
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Allegato 2 - Caratteristiche morfologiche dei tuberi dei cloni NC Solanum tuberosum -
Solanum phureja allevate a Camigliatello Silano nel 2002 e 2003.
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Allegato 3 - Caratteristiche produttive e quditative dei cloni MCPH Solanum tuber osum-Solanum commersonii selezionati.

Resistenza % bande colore?

Clone R solanacearum® P. infestans® E. carotovora® vitaminaC® Produzione® “T-P¢MM  peg, specifico occhi ' buccia pasta stoloni”  forma'
MCPH 19 0,6 - 6,1 35% 0,26 16% 1,1108 m g b m o]
MCPH 16 2,1 26,8 3,9 18% 0,35 18% 1,1145 m g b C o]
MCPH 21 0,6 - 3,2 15% 0,20 40% 1,1092 m g b m o]
MCPH 31 0,6 23,3 59 10% 0,25 21% 1,1070 m g b | 0
MCPH 11 15 33,2 53 20% 0,65 21% 1,1030 mp g b | t

#Indice di malattiaal 20° giornoda0 a5
P Resistenza espressa come dimensione (mm) del diametro dellalesione delle foglie dopo inoculo artificiale con il fungo

° Resistenza espressa come dimensione (mm) del diametro della lesione del tubero dopo inoculo artificiale con il batterio
d\/alori espressi in percentuale rispetto a valore medio riportato dai parentali S tuberosum

® Medianel biennio espressain kg pt™

" m=mediamente profondi; m p= molto profondi.

9 g=giallo; b=bianco

'hc:corti; [= lunghi; m=medialunghezza

"0 = ovale; t=tonda
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Allegato 4 - Caratteristiche produttive e qualitative dei cloni NC Solanum tuberosum - Solanum phureja selezionati.

Resistenzaa colore ®
Clone E. carotovora ? vitamina C° Produzione ¢ Occhi® occhi buccia pasta stoloni’ forma?
NC30- 16 2,0 211% 0,36 p r g g I o}
NC12-3 2,0 54% 0,22 s r g b c t
NC10-5 3,0 66% 0,77 p r g b c t
NC21-15 8 181% 1,20 p r g g c t
NC30-3 33 229% 0,98 S r g g C o]
NC30-8 7,8 96% 0,98 p r g g I 0

®Resistenza espressa come dimensione (mm) del diametro dellalesione dopo inoculo artificiale con il batterio
®Valori espressi in percentuale rispetto a valore medio di Spunta

° Medianel biennio espressain kg pt™
4p=profondi; s=superficiali.

®r=rossi; g=giallo; b=bianco

" c=corti; 1= lunghi

Y90 = ovale; t=tonda.
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