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INTRODUZIONE

1. Importanza economica e nutrizionale del pomodoro

Il pomodoro coltivato (Solanum Ilycopersicum L.) ¢ una delle specie ortive piu diffuse a
livello mondiale e il suo centro d’origine si trova in sud America, nell’area che oggi comprende
Pertu, Ecuador e Colombia. In queste regioni e piu a sud, nel Cile settentrionale e in Bolivia, ¢
ancora possibile ritrovare specie selvatiche del pomodoro. Gli ambienti di crescita sono
estremamente differenti in termini di altitudine e condizioni pedoclimatiche: si va dalle regioni
costiere, zone laviche costiere e deserti costieri (alt. 0-600 m) (rispettivamente per .
pimpinellifolium, S. galapagense e S. peruvianum), alle colline e altopiani rocciosi aridi (0-3000 m)
(rispettivamente per S. pennellii e S. chilense), fino alle foreste pedemontane (500-3600 m) e alle
valli andine aride e di alta quota (2000-3000 m) (rispettivamente per S. neorickii e S. chmielewskir)
(Soressi e Mazzucato 2010). Secondo Rick (1988) la grande variabilita che puo essere riscontrata
nelle specie del genere Solanum sez. Lycopersicon sembra proprio derivare dall’adattamento ad

habitat cosi diversificati.

Introdotto in Europa dagli Spagnoli, agli albori del XVI secolo, con varie denominazioni
che prendevano origine dall’azteco tumate, il pomodoro coltivato ben presto si diffuse in tutti 1
Paesi del bacino del Mediterraneo, dove per molto tempo fu considerato esclusivamente come
curiosita botanica o come pianta ornamentale. Soltanto in Italia e poi nella vicina Spagna fu

utilizzato per fini alimentari, soprattutto presso le popolazioni rurali (Grandillo ef al. 2004).

Le statistiche FAO del 2009 (FAOSTAT 2009; http://faostat.fao.org), indicano che la

superficie coltivata a pomodoro raggiunge i 4,7 milioni di ettari con una produzione totale di circa
130 milioni di tonnellate, un quantitativo che si ¢ mantenuto pressoché stabile negli ultimi quattro
anni. Allargando il periodo di riferimento all’ultimo decennio €, invece, possibile notare una
considerevole crescita nei volumi raccolti pari a circa il 32%. Tale incremento, oltre ad essere
diretta conseguenza delle aumentate superfici investite a pomodoro, ¢ stato determinato da un

miglioramento delle rese produttive, passate da 26 a 28 t/ha.

I1 principale produttore ¢ la Cina, con 45 milioni di tonnellate (34,7% del totale), seguita, a
distanza, dagli Stati Uniti d’ America, con 14 milioni di tonnellate (10,8% del totale). Nel bacino del
4
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Mediterraneo il maggior Paese offerente ¢ la Turchia che, con quasi 11 milioni di tonnellate annue,
risulta anche il terzo produttore al mondo (Pirazzoli e Palmieri 2010). L’Italia si colloca al sesto
posto per la produzione di pomodoro con circa 7 milioni di tonnellate (circa il 5,3% della
produzione mondiale) su una superficie di 118.500 ettari (pari al 35% della SAU a orticole). Nel
2008 il pomodoro in pieno campo ha coperto in Italia, nel suo complesso, una superficie piuttosto
contenuta rispetto al passato, pari a poco piu di 108 mila ettari, di cui quasi 1’82% destinato al

prodotto per I’industria di trasformazione (Castellini 2010).

L’industria di trasformazione assorbe una quota decisamente rilevante della produzione
mondiale di pomodoro, valutabile attorno al 24-27% annuo. Nell’ambito dei paesi del Bacino del
Mediterraneo, I’Italia rappresenta il principale produttore con volumi variabili da 4,5 a 6,5 milioni
di tonnellate. Nel complesso, le esportazioni mondiali di derivati del pomodoro nel 2008 hanno
assommato un valore di circa 5,6 miliardi di dollari, con meta del mercato controllato da Italia e
Cina. L’export italiano vale quasi 2 miliardi di dollari e rappresenta il 35% del totale, mentre la
Cina si ferma a 850 milioni di dollari, pari ad una quota del 15%. Nell’ambito dei diversi derivati
industriali, I’export italiano si basa principalmente su passate e concentrati (650.000 tonnellate),
seguito dai pelati, segmento di mercato in cui I’Italia ¢ leader assoluto delle esportazioni con una

quota del 78% e un aumento del 23% nell’ultimo decennio (fonte: http://www.tomatonews.com).

Oltre che dal punto di vista economico, il pomodoro rappresenta un prodotto di eccellenza
anche dal punto di vista nutrizionale. In particolare, la qualita e le proprieta del frutto di pomodoro
sono legate al contenuto di fitonutrienti che svolgono un’azione benefica sull’organismo umano:
vitamine (A, C, By, By, K, P, PP), carotenoidi, flavonoidi, sali minerali (K, Ca, Na, P) e fibra
vegetale (Beecher 1997). Per I’elevato contenuto di vitamina C, esso ¢ considerato la seconda fonte
di questo fitonutriente dopo gli agrumi e uno degli alimenti base della dieta mediterranea, le cui

azioni benefiche sono note da tempo (Kushi et al. 1995).

Riguardo ai carotenoidi, dei 40 ritenuti importanti per la dieta umana, un numero variabile
tra 9 e 20 derivano dal consumo di pomodoro e dei suoi derivati. I piu interessanti sono il licopene
(fino all’80-90% del totale) ed il B carotene (circa il 6% del contenuto totale) che ¢ il precursore
della vitamina A. Inoltre, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina e fitoene sono contenuti in piccole

quantita (Burns ef al. 2003).

I1 licopene, che ¢ il pigmento principalmente responsabile del caratteristico colore rosso
del frutto maturo, negli ultimi anni ha destato notevole interesse presso la comunita scientifica ed 1
consumatori, in virtu delle sue proprieta biologiche e fisico-chimiche, soprattutto per la notevole

capacita antiossidante e antiradicalica che si esplica nella prevenzione di alcune forme tumorali
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dell’esofago, stomaco, intestino, polmoni, pancreas ¢ midollo osseo (Gallicchio et al. 2008; Ruhul
Amin et al. 2009). Altre ricerche, inoltre, hanno evidenziato una significativa correlazione indiretta
tra diete ricche di pomodoro (e suoi derivati) e basso rischio di cancro alla prostata (Giovannucci et
al. 1995; Peters et al. 2007). 1 carotenoidi in generale hanno un effetto protettivo sulle cellule
umane, agendo sia contro tutte le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sia contro il biossido di azoto

(Bohm et al. 2001).

Nell’ambito della qualita del frutto di pomodoro, un altro aspetto importante da prendere in
considerazione ¢ quello sensoriale, che risulta legato ad una serie di fattori meccanici, chimici ed
ottici che variano in funzione della maturazione del frutto. Questi includono I’aspetto (forma e
colore), la struttura (determinata dal contenuto di fibre), la consistenza (determinata dallo stato di
maturazione) e I’appetibilita (determinata dal contenuto di sali, zuccheri, acidi € componenti
volatili) (Baldwin et al. 1991; Stevens et al. 1977; Bucheli et al. 1999; Causse et al. 2003; Sinesio
et al. 2010).

Le componenti volatili influenzano chiaramente la percezione dell’odore e del sapore nei
pomodori (Baldwin et al. 1998; Krumbein e Auerswald 1998) e, nonostante siano state identificate
piu di 400 sostanze correlate all’aroma del frutto di pomodoro (Petro-Turza 1987), di queste circa

30 sono considerate importanti per il suo sapore (Ruiz et al. 2005a; Buttery e Ling 1993).

Nella valutazione delle caratteristiche organolettiche del pomodoro si deve tenere conto
anche degli zuccheri e degli acidi organici che influenzano il gusto. Nell’ambito della definizione
delle qualita sensoriali del pomodoro fresco e trasformato, numerose ricerche hanno evidenziato
non solo il contributo del corredo aromatico (Baldwin et al. 1991; Stevens ef al. 1977; Buttery et al.
1989; McGlasson et al. 1987), ma anche del contenuto zuccherino e acidico (Jones et al. 1984;
Hobson e Bedford 1989). Infatti, gli zuccheri e gli acidi organici rappresentano piu della meta della
sostanza secca contenuta in pomodoro andando a costituire le componenti primarie del frutto di
pomodoro (Atherton e Rudich 1986). Tali sostanze contribuiscono a determinare la quantita di
solidi solubili (brix), un parametro chiave per l’industria di trasformazione. La componente
zuccherina ¢ rappresentata in massima parte dal fruttosio e dal glucosio (con eventuali tracce di
saccarosio), mentre gli acidi organici presenti in quantitd maggiori sono principalmente 1’acido
citrico e 1’acido malico, con la predominanza di quest’ultimo (Davies e Hobson 1981). Sia la
concentrazione assoluta degli zuccheri e degli acidi organici sia il rapporto equilibrato tra di essi

risultano fattori importanti ai fini dell’accettazione da parte dei consumatori (Stevens et al. 1977).



2. Il miglioramento genetico del pomodoro attraverso I’uso delle specie selvatiche

L’efficienza dei programmi di miglioramento genetico nel pomodoro, come per le altre
colture, dipende dalla disponibilita di una sufficiente variabilita genetica necessaria per la
costituzione di varietd con caratteristiche differenti in termini di destinazione commerciale (da
industria, per il mercato del fresco o “multi-purposes”), di produttivita e qualita del prodotto (forma,
dimensione, colorazione, consistenza, flavour del frutto) e di adattamento ambientale (epoca di

raccolta, coltura protetta o in pieno campo, resistenza a stress biotici e abiotici).

I germoplasma del pomodoro coltivato, per il suo naturale sistema di riproduzione
(autogamo) e come conseguenza della domesticazione prima e del miglioramento genetico dopo,
mostra una scarsa variabilitd genetica utilizzabile dai breeders. La domesticazione del pomodoro ¢
stata particolarmente utile per la concentrazione di varianti alleliche che conferiscono caratteri
agronomici di interesse. Generalmente, questo fenomeno riguarda i seguenti aspetti: perdita dei
meccanismi naturali di dispersione, germinazione rapida, semi piu grandi, cambio di colore nei
frutti, perdita di composti tossici € che conferiscono sapore amaro, habitus compatto e maturazione
contemporanea, aumento della precocita, maggiore diversita morfologica e organolettica nei frutti
(Damania 2008). Tuttavia, durante questo processo di selezione, la variazione allelica ¢ stata ridotta
sia a causa della selezione negativa verso 1 caratteri considerati negativi e sia attraverso una perdita

di fenotipi/caratteri considerati neutri al momento in cui veniva effettuata la selezione stessa

(Tanksley e McCouch 1997).

All’inizio del XX secolo sono stati sviluppati, presso le istituzioni pubbliche e private,
importanti programmi di breeding allo scopo di ottenere ibridi che combinavano caratteri utili da
entrambi 1 parentali e che segregavano nelle progenie, con il vantaggio commerciale di scoraggiare
I’autoproduzione di semi da parte degli agricoltori. Nel 1946 fu rilasciato il primo ibrido di
pomodoro, denominato “Single Cross” e nei decenni successivi si ¢ assistito ad una evoluzione
negli obiettivi del breeding della solanacea, che hanno riguardato quindi: I’aumento delle rese (negli
anni ‘70), 1l miglioramento della shelf-life (anni ‘80), del gusto (anni ‘90) e della qualita

nutrizionale (piu recentemente) (Bai e Lindhout 2007).

Con l’incremento della domanda di mercato, delle aree di coltivazione e
dell’intensificazione delle produzioni, si ¢ assistito alla progressiva richiesta di nuove cultivar
dotate di resistenza a stress biotici e abiotici, a cui 1 breeders hanno risposto continuando a
migliorare le loro linee attraverso nuovi incroci con il materiale gia in loro possesso o della

concorrenza.



Quindi, in conseguenza della domesticazione prima e del breeding tra varieta coltivate poi,
si ¢ verificato, di fatto, una forte riduzione della variabilitad genetica, mentre una notevole ricchezza

di variabilita allelica esiste ancora nel germoplasma selvatico (Ladizinsky 1998).

Il livello di erosione genetica del germoplasma di pomodoro coltivato € stato stimato
utilizzando diversi tipi di marcatori, compresi allozimi (Rick e Fobes 1975) e RFLP (Helentjaris et
al. 1985; Miller e Tanksley 1990) e nel 1990, Miller e Tanksley hanno evidenziato che la variabilita
genetica nel germoplasma coltivato ¢ spesso inferiore al 5% di quella rinvenibile in natura. Proprio
in virtu della scarsa variabilita genetica, pur utilizzando marcatori molecolari molto sensibili, sono
stati identificati pochissimi polimorfismi tra le cultivar di pomodoro coltivato (Villand e Skroch
1998; Park et al. 2004; Garcia-Martinez et al. 2005; Ruiz et al. 2005b; Primieri Carelli et al. 2006;
Bai e Lindhout 2007; Mazzucato et al. 2008).

La riduzione della variabilita genetica del pomodoro coltivato puod in parte spiegare gli
esigui risultati prodotti dal breeding fino a circa il 1940, anno in cui viene riportato il primo caso di

utilizzo delle specie selvatiche per il miglioramento di caratteri utili (Bohn e Tucker 1940).

Successivamente, lo sfruttamento della variabilita genetica del germoplasma selvatico
mediante incroci interspecifici, ha determinato 1 notevoli aumenti delle rese osservati fino ai giorni

nostri (Rick 1988).

E’ importante sottolineare che il pomodoro appartiene all’ampia e diversificata famiglia
delle Solanaceae che comprende piu di 3000 specie diffuse in habitat estremamente vari. La recente
revisione tassonomica ha reintegrato il genere Lycopersicon nel genere Solanum, con una revisione
della nomenclatura (Peralta and Spooner 2001; Spooner et al. 2005; Peralta et al. 2008). Cinque dei
piu importanti tassonomisti, cosi come la maggior parte degli studiosi di miglioramento genetico,
hanno accettato la reintegrazione di 6 specie nel genere Solanum (Caicedo e Schaal 2004; Fridman

et al. 2004; Schauer et al. 2005; Mueller et al. 2009; http://tgrc.ucdavis.edu/key.html).

Peralta et al. (2008) hanno trattato le 13 specie appartenenti alla sezione Lycopersicum del
gen. Solanum, insieme alle quattro specie strettamente correlate (S. juglandifolium, S.
lycopersicoides, S. ochranthum, S. sitiens), nella serie tassonomica “Systematic Botany

Monographs”.

La sezione Lycopersicon del genere Solanum consiste di 13 specie o sotto-specie: il
pomodoro coltivato, Solanum lycopersicum, che ¢ 1’'unica specie domesticata, e 12 specie selvatiche
(Solanum arcanum, S. cheesmaniae, S. chilense, S. chmielewskii, S. corneliomulleri, S.

galapagense, S. habrochaites, S. huaylasense, S. neorickii, S. pennellii, S. peruvianum e S.
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pimpinellifolium) (Peralta et al. 2005; Spooner et al. 2005). Quattro di queste, sono derivate dalla
specie a frutto verde S. peruvianum sensu lato (s.1.): due di esse, S. arcanum e S. huaylasense, sono
state descritte come nuove specie (Peralta et al. 2005) mentre, le altre due, S. peruvianum e S.
corneliomulleri, erano gia state nominate da Linnaeus (1753) e MacBride (1962), rispettivamente.
Inoltre, S. galapagense, una delle specie a frutto giallo-arancione, ¢ derivata da S. cheesmaniae;

entrambe le specie sono originarie delle isole Galapagos (Darwin et al. 2003) (Fig. 1).

S. pimpinellifolium S. cheesmaniae I S. ga/apagense
F ) R ad

S. comnelliomuelleri

Solanum sect. lycopersicon

S. lycopersicum
- —y

Vecchia nomenclatura Nuova nomenclatura
Lycopersicon esculentum Solanum lycopersicum
Lycopersicon hirsutum Solanum habrochaites
Lycopersicon chilense Solanum chilense
Lycopersicon parviflorum Solanum neorickii
Lycopersicon peruvianum Solanum arcanum

Solanum huaylasense
Solanum cornelliomuelleri

Solanum peruvianum
Peralta et al. 2005

Sofanum lycopersicum
) Solanum pimpinellifolium
Sofanum cheesmaniag

Solanum galapagense
Solanum arcanum
Solanum chmielewskii | ;
Solanum neorickii seet. Lycopersicon Ingroup
Solanum huaylasense
Solanum peruvianum
Solanum corneliomulleri
Solanum chilense
Solanum habrochailes
Sofanum pennellii
—— Solanum juglandifolium
S. pennellii —|— Soranum ochranthum

_: 3 ranum Is):gggerswotdes |sel:l. Lycopersicoides

|sect. Juglandifolia

Solanum tuberosum Outgroup
e Sofanum bulbocastanum |sect. Petota
go:anum jambasﬁ
olanum etuberasum
—L Solnum palustre |“‘"" Efuberosum

Solanum muricatum 1sect. Basarthrum

Spooner et al. 2005

Peralta et al. 2008

Fig. 1. Le specie selvatiche del genere Solanum secondo la nuova nomenclatura proposta

da Sponeer et al. 2005 e Peralta et al. 2005.

Tutte le specie appartenenti alla sezione Lycopersicon presentano corredo cromosomico
diploide (2n=2x=24) (Peralta e Spooner 2001; Nesbitt e Tanksley 2002), un alto grado di sintenia
(Chetelat e Ji 2007) e producono fiori ermafroditi. Nel loro ambito ¢ noto un “range” molto vario di
sistemi di fecondazione, dall’autogamia di S. cheesmaniae € S. neorickii all’interincrocio obbligato
di biotipi autoincompatibili di S. chilense, S. habrochaites, S. peruvianum e S. pennellii. Le specie

S. chmielewskii, S. lycopersicum e S. pimpinellifolium sono autofertili con un diverso grado di
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interincrocio facoltativo, cosi come 1’autocompatibilita pud rinvenirsi in diversi biotipi di S.

habrochaites e S. pennellii (Taylor 1986; Rick 1986a).

Ad oggi sono stati condotti numerosi studi con I’obiettivo di caratterizzare le specie
selvatiche per importanti caratteri relativi alla qualita ed alla resistenza/tolleranza a stress biotici

(Foolad 2007; Grandillo et al. 2011b, Peralta e Spooner 2008).

Nel complesso, sono disponibili oltre 75.000 accessioni di germoplasma di Solanum sez.
Lycopersicon mantenute in banche genetiche presenti in oltre 120 paesi di tutto il mondo
(Robertson e Labate 2007). Tra queste ricordiamo quelle dell’ “Asian Vegetable Research” e del
“Development Center (AVRDC)” dell’ “United States Department of Agriculture (USDA)” del
“Plant Genetic Resources Unit” a Geneva e del “CM Rick Tomato Genetics Resource Center

(TGRC)”, dell’Universita della California. In particolare, il TGRC (http://tgrc.ucdavis.edu) ¢

conosciuto per la conservazione della pit numerosa collezione di specie selvatiche di pomodoro che
comprende piu di 1.000 accessioni di specie selvatiche. Collezioni di germoplasma di pomodoro
sono conservate anche in Olanda (IVT), Russia (VIR), Giappone (NIAS), Peru (DHUNA) e Cuba
(INIFAT) (Peralta ef al. 2005). Si conservano, inoltre, linee di introgressione, linee di sostituzione e
migliaia di stock monogenici di pomodoro e di mutanti che sono stati caratterizzati fenotipicamente

e catalogati (http://tgrc.ucdavis.edu; http://www.zamir.sgn.cornell.edu ).

Tuttavia, nonostante la notevole fonte di variabilita allelica e di caratteri agronomicamente
utili che ¢ possibile rinvenire in questo enorme patrimonio genetico, finora gli agricoltori non sono
stati in grado di sfruttare le potenzialita di questo importante pool genico (Tanksley e MacCouch
1997). Piu comunemente, le specie selvatiche sono state utilizzate come fonte di resistenze
monogeniche ad insetti ¢ a malattie crittogamiche. Ad esempio, riguardo a quest’ultimo aspetto,
fatta eccezione per pochi casi, tutti 1 geni di resistenza sono stati ottenuti dalle specie selvatiche,
delle quali, S. chilense, S. peruvianum, S. habrochaites e S. pimpinellifolium rappresentano le fonti
piu importanti. Nel complesso, nel germoplasma selvatico sono state individuate resistenze a 42
agenti patogeni e almeno 20 di queste sono state introgresse con successo nel pomodoro coltivato
(Rick e Chetelat 1995; Ji e Scott 2007; Robertson e Labate 2007). Gia nel 2001, il Prof. Zamir
evidenziava che 1 piu diffusi ibridi commerciali portavano fino a quindici combinazioni

indipendenti di geni di resistenza, derivanti da suddette specie selvatiche.

Purtroppo, 1'uso di questo germoplasma come fonte di alleli favorevoli per il
miglioramento dei caratteri complessi, importanti per 1 breeder (resa, qualita e tolleranza agli stress

biotici e abiotici ad eredita poligenica), ¢ stato fino, ad oggi, piu limitato.
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Questo puo essere spiegato dal fatto che il trasferimento di caratteri complessi da queste
specie selvatiche, che al contempo portano con sé molti geni indesiderati nelle linee d’élite, ¢ un
processo lungo e laborioso che richiede una efficiente procedura di selezione e molte generazioni di
reincrocio col parentale coltivato, al fine di recuperare la maggior parte del background genetico di
quest’ultimo. In realtd, i caratteri come la resa, la qualita nutrizionale e la tolleranza agli stress
spesso mostrano un modello poligenico di eredita derivante dalla segregazione di numerosi QTL
(Quantitative Trait Loci), la cui espressione ¢ modificata dal background genetico e dall’ambiente.
Inoltre, si riscontrano diverse problematiche nell’utilizzo degli incroci interspecifici, tra cui:
incompatibilitd unilaterale, sterilita dell’ibrido, sterilita delle generazioni segreganti, mancanza di
ricombinazione tra i cromosomi delle due specie e presenza di loci indesiderati che potrebbero
essere trasferiti insieme ai caratteri di interesse (fenomeno meglio conosciuto come “linkage drag”).
Inoltre, gran parte del germoplasma selvatico ¢ fenotipicamente inferiore alle cultivar moderne per

molti dei caratteri quantitativi che i breeders vorrebbero migliorare (Tanksley 1993Db).

Molte di queste limitazioni possono essere oggi superate mediante 1’uso di marcatori
molecolari; infatti, studi su caratteri quantitativi condotti in pianta hanno mostrato che il
germoplasma selvatico, sebbene sia generalmente caratterizzato da un fenotipo inferiore, puo
presentare geni in grado di aumentare in modo significativo anche la produttivita e la qualita di
varieta “élite” (Grandillo et al. 2008; de Vicente e Tanksley 1993; Eshed e Zamir 1995). Inoltre,
I’uso di marcatori molecolari permette di identificare con maggiore precisione gli individui che
contengono cromosomi ricombinanti in grado di rompere legami indesiderati al fine di ridurre gli
effetti negativi del “linkage drag”. Un volta identificati 1 marcatori strettamente associati a un gene
bersaglio o ad QTL, la selezione assistita mediante marcatori molecolari (MAS) puod essere
utilizzata per un trasferimento piu efficiente del gene / QTL desiderato in qualsiasi background

genetico di elite (Collard e Mckill 2008).

3.  Studio dei caratteri quantitativi in pomodoro attraverso I’uso di marcatori molecolari e

delle mappe genetiche

I caratteri quantitativi mostrano una variabilita fenotipica continua ed hanno un eredita

poligenica dal momento che sono controllati da due o piu geni.

Il valore dei marcatori genetici come sistema di selezione indiretta per i caratteri

quantitativi ¢ conosciuto fin dagli inizi del 1900, quando Sax identificd un’associazione tra la
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dimensione e la pigmentazione del rivestimento dei semi in Phaseolus vulgaris. Successivamente,
altri studi hanno riportato il legame tra geni che influenzano caratteri quantitativi e singoli geni usati

come marcatori (Smith 1937; Thompson 1975).

L’identificazione di un gene che controlla un carattere quantitativo sulla base di un gene
marcatore strettamente associato (responsabile di un carattere qualitativo facilmente analizzabile) ha
richiesto molto tempo, per due importanti motivazioni: la mancanza di marcatori genetici

appropriati e I’inadeguatezza delle mappe genetiche disponibili.

Purtroppo, 1’uso dei marcatori morfologici, per la costruzione di mappe genetiche, ¢
limitato dalla difficolta di poter analizzare un numero sufficiente di tali marcatori nella stessa
popolazione segregante, ¢ dai problemi dovuti ai possibili effetti pleiotropici nei confronti del

carattere quantitativo in esame.

La seconda generazione di marcatori genetici ¢ rappresentata dagli isozimi, che hanno lo
svantaggio di essere molto limitati in numero e spesso non risultano essere polimorfici tra genotipi
strettamente correlati (Foolad et al. 1993; Tanksley e Orton 1983). L’ultima mappa genetica
classica, pubblicata negli anni ‘80, per il pomodoro, consisteva di circa 400 marcatori associati a
caratteri morfologici, fisiologici, isozimi e geni di resistenza alle malattie mappati lungo tutto il

genoma (Stevens e Rick, 1986; Tanksley 1993a; Mutschler ef al. 1987).

L’avvento dei marcatori molecolari a DNA, quali gli RFLP “Restriction Fragment Length
Polymorphism” (Botstein et al. 1980; Wyman e White 1980), ha rivoluzionato le procedure di
selezione e gli schemi di miglioramento genetico delle piti importanti specie di interesse agrario.
Infatti, 1 marcatori molecolari permettono il mappaggio dei loci che controllano i caratteri
quantitativi, non risentono dell’influenza dell’ambiente e quindi consentono la selezione su base

genotipica degli individui che presentano gli alleli favorevoli ai fini della manifestazione fenotipica.

I primi marcatori molecolari che hanno avuto un certo rilievo nella creazione delle mappe
genetiche molecolari e nello studio dei caratteri quantitativi, sono stati gli RFLP “Restriction
Fragment Length Polymorphism” (Botstein et a/. 1980; Wyman e White 1980). In seguito, sono
stati sviluppati differenti tipi di marcatori molecolari basati sulla tecnologia PCR “Polymerase
Chain Reaction” (Saiki et al. 1988), come i RAPD “Random Amplified Polymorphic DNA”
(Williams et al. 1990), 1 microsatelliti o SSR “Simple Sequence Repeats” (Tautz 1989), i CAPS
“Cleaved Amplified Polymorphic Sequence” (Botella e al. 1997), gli SCAR “Sequence
Characterized Amplified Region” (Ohmori et al. 1996), gli AFLP “Amplified Fragment Lenght
Polymorphism" (Vos et al. 1995), gli ESTs “Expressed Sequence Tags” (Adams et al. 1991), gli
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SNPs “Single-nucleotide polymorphisms” (Landegren et al. 1998), i COS “Conserved Ortholog
Set” (Fulton ef al. 2002a) ed i COSII “Conserved Ortholog Set II” (Wu et al. 2006).

In riferimento ai marcatori COS, il sequenziamento completo del genoma di Arabidopsis
thaliana ha permesso di disegnare marcatori molecolari sviluppati da un set di geni ortologhi
conservati e a singola copia (geni cos). I marcatori COS e COSII (Conserved Ortholog Set II)
derivano dal confronto del database di EST di pomodoro contro I’intero genoma di Arabidopsis
(Fulton et al. 2002b, Wu et al. 2006). 11 vantaggio di questi marcatori ¢ che sono condivisi dalla
maggior parte delle specie Eudicotiledoni, che includono anche le Solanaceae e che rappresentano il
piu grande raggruppamento di piante da fiore. Infatti, esse includono piu di 75.000 specie, ossia
circa un quarto delle stimate 300.000 specie di piante da fiore che attualmente sono presenti sulla
terra. L’allineamento delle sequenze ortologhe ottenute da varie specie ha permesso di disegnare
“primer universali” che possono essere utilizzati per amplificare i corrispondenti geni ortologhi a
partire da un ampia gamma di gruppi tassonomici, anche quelli per i quali non sono disponibili
banche dati di sequenze. I geni COSII e i corrispondenti “primer universali” costituiscono un
potente strumento per la creazione di un network di sintenia tra Solanacee e Arabidopsis, per gli
studi di filogenesi, di genomica comparativa, di evoluzione e di organizzazione del genoma.
L’importanza e la validita di questi nuovi marcatori ¢ stata dimostrata appunto in studi filogenetici,
cosi come in studi di “comparative mapping” tra pomodoro, patata (Gebhardt C, comunicazione
personale), melanzana e peperone (Wu et al. 2009a, 2009b). Inoltre, per testare 1’efficienza dei

marcatori COSII per il “mapping comparativo” di specie ad elevate distanze filogenetiche, si sta

analizzando un subset di marcatori COSII in pomodoro e caffe (Coffea canephora) (Florent et al.
2010).

Il ricorso ai marcatori molecolari e alle mappe genetiche consente di verificare se due alleli
marcatori sono riconducibili allo stesso locus oppure sono attribuibili a loci distinti che controllano
il carattere quantitativo. Cosi disponendo di due o piu genotipi parentali aventi lo stesso fenotipo,
determinato perd da geni posizionati in loci distinti di mappa, attraverso incroci controllati e
selezione assistita € possibile combinare gli alleli favorevoli di questi loci in uno stesso individuo in

modo da aumentarne potenzialmente il valore fenotipico.

La base dei programmi di selezione assistita €, dunque, rappresentata da mappe genetiche
sature di marcatori molecolari. Qualora un gene che controlla un carattere difficile da studiare a
livello fenotipico risulti strettamente associato ad un marcatore molecolare, allora significa che

I’allele al locus di interesse ¢ ereditato prevalentemente insieme al locus del marcatore individuato.

13



Nel 1992, Tanksley e i suoi collaboratori hanno pubblicato la prima mappa molecolare di
pomodoro ad alta densita, che comprendeva 1.030 marcatori molecolari, costruita sulla base di una
popolazione di 67 piante F, derivanti da un incrocio S. lycopersicum (cv. VF36-Tm2a) x S.
pennellii (LA0716) (Tanksley et al. 1992). Questa mappa, periodicamente aggiornata e conosciuta
come mappa Tomato-EXPEN 1992, include marcatori RFLP, isozimi e alcuni marcatori

morfologici (www.sgn.cornell.edu).

Molte mappe genetiche sono state sviluppate utilizzando marcatori basati sulla PCR per
integrare le mappe costruite utilizzando marcatori RFLP. Esse hanno I’obiettivo di mappare i geni o
i loci che influenzano caratteri quantitativi (“Quantitative Trait Loci”, QTL) di interesse

agronomico ¢ biologico (Labate ef al. 2007; Grandillo et al. 2011Db).

In particolare, una popolazione F, derivante da un incrocio tra S. lycopersicum (LA0925) x
S. pennelli (LA0716) composta da circa 80 individui, ¢ stata utilizzata per costruire la prima mappa
genetica basata esclusivamente su marcatori PCR in grado di coprire 1’intero genoma di pomodoro

(Frary et al. 2005).

Marcatori COS e COSII sono stati mappati sullo stessa popolazione F, usata da Frary et al.
(2005). Questa mappa molecolare ad alta densita, conosciuta come la mappa Tomato-EXPEN 2000,
attualmente contiene anche un sottoinsieme di marcatori RFLP derivanti dalla mappa Tomato-
EXPEN 1992, precedentemente menzionata, un numero significativo di SSR identificati in EST, e
altri marcatori CAPS, per un totale di oltre 2500 marcatori e una lunghezza totale di circa 1460 cM

(http://solgenomics.net/cview/map.pl?map_version id=52).

Dal momento che molti caratteri di interesse agrario non risultano segregare in questa
popolazione e molti dei marcatori molecolari presenti su questa mappa non risultano polimorfici in
altre popolazioni di mappaggio di pomodoro, numerose mappe genetiche sono state costruite
partendo da incroci tra le varieta coltivate e differenti specie selvatiche di pomodoro (Labate ef al.

2007; Grandillo et al. 2011b).

La base metodologica dell’analisi QTL ¢ semplice in quanto prevede lo studio della co-
segregazione degli alleli mendeliani ai loci che controllano il carattere quantitativo con alleli
marcatori a uno o piu loci genomici. Gli individui che costituiscono la popolazione segregante sono
infatti impiegati sia per la misurazione del carattere quantitativo sia per la rilevazione dei marcatori
molecolari. Un’analisi QTL accurata richiede, in primo luogo, la disponibilita di una mappa
genetica con marcatori molecolari ordinati nei vari gruppi di associazione, corrispondenti ai

cromosomi del corredo di base della specie. Pit densamente satura di marcatori ¢ la mappa genetica
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e maggiore ¢ la probabilita di trovare una stretta associazione fra carattere quantitativo e un

marcatore molecolare, e quindi di localizzare i QTL con precisione.

Ci sono diversi tipi di disegni sperimentali che possono essere utilizzati per 1’analisi QTL a
seconda del sistema riproduttivo delle specie vegetali (Kearsey e Pooni 1996). A causa della scarsa
variabilita genetica del germoplasma di pomodoro coltivato, molti studi di mappatura di QTL
condotti per questa coltura hanno coinvolto incroci interspecifici tra Solanum lycopersicum e specie
selvatiche affini, sebbene, in alcuni casi, gli incroci intraspecifici nella specie domesticata sono stati

utilizzati con successo (Saliba-Colombani et al. 2000; Causse et al. 2002).

Nelle specie autogame, quali il pomodoro, gli studi QTL spesso fanno uso di F; o progenie
di reincrocio (BC) in quanto sono le generazioni piu facili e veloci da ottenere. Il vantaggio
nell’utilizzo di una popolazione F, rispetto ad una di reincrocio risiede nel fatto che ¢ possibile
identificare anche QTL con effetto recessivo e, inoltre, ¢ anche possibile determinare il grado di

dominanza di un QTL, essendo in esse rappresentate tutte e tre le classi genotipiche.

Tuttavia, queste popolazioni segreganti hanno due principali svantaggi: ogni genotipo non
puo essere replicato e quindi valutato diverse volte (ad esempio, in diverse condizioni ambientali
e/o anni diversi) inoltre, dal momento che i QTL sono identificati nelle prime generazioni, quando il
livello di interazione epistatica tra gli alleli del parentale donatore pud essere ancora elevato, essi
spesso perdono 1 loro effetti una volta che vengono introgressi nel background genetico delle linee
d’élite.

L’utilizzo delle popolazioni di mappaggio, quali BC;, F»/F3, cosi come popolazioni di
“recombinant inbred” (RI) derivate da incroci interspecifici di pomodoro, hanno evidenziato un
altro problema: quello di possedere ancora una gran parte di genoma selvatico (Eshed e Zamir
1995). Questi individui, infatti, potrebbero essere caratterizzati da sterilita parziale o completa che
potrebbe non consentire 1’individuazione di QTL di potenziale interesse (ad esempio, la
produttivitd), cosi come accaduto nei primi studi che utilizzavano questo tipo di “mapping
populations” (Nienhuis et al. 1987; Paterson et al. 1988; De Vicente e Tanksley 1993). Al fine di
ridurre alcune delle carenze di cui sopra, nel corso del tempo diversi altri tipi di popolazioni sono
state sviluppate e utilizzate per 1’analisi QTL in pomodoro. Tra queste: “Advanced backcross”

(AB), linee “inbred backcross” (BIL) e “introgression lines” (IL).

L’analisi QTL condotta in popolazioni segreganti iniziali, generalmente, permette solo una
localizzazione approssimativa del QTL. Gli intervalli di confidenza (CI) associati alla posizione dei
QTL nelle popolazioni segreganti sono ampi (van Ooijen 1992). L’attendibilita di questi intervalli

dipende molto dall’ereditabilita del singolo QTL, che puod essere migliorata in due modi: riducendo
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al minimo la variabilitd ambientale attraverso la realizzazione di molte repliche di ogni individuo
(questo puo essere facilmente raggiunto con RIL, doppi-aploidi e popolazioni IL) o riducendo la
variabilita residua dovuta ad altri QTL, che puo essere identificata e rimossa dall’errore (Jansen e

Stam 1994).

Un altro problema associato nell’analisi QTL condotta con le popolazioni segreganti
iniziali riguarda la capacita di identificare il numero reale di QTL coinvolti nell’espressione di un
carattere quantitativo. Hyne e Kearsey (1995) hanno dimostrato che in genere ¢ difficile identificare
piu di 12 QTL in una singola popolazione di mappatura, inoltre, il numero reale di QTL in genere

viene sottostimato perché solo i pochi QTL di effetto elevato vengono identificati.

Se esiste un numero elevato di QTL che influenzano un determinato carattere, per
definizione non possono tutti avere un effetto elevato sul fenotipo o individualmente rappresentare
una frazione elevata della varianza genetica. Di fatto, i risultati degli studi di analisi QTL, condotti
fino ad oggi, indicano una distribuzione a forma di “L” degli effetti dei QTL (Kearsey e Farquhar
1998; Brem e Kruglyak 2005); ossia la maggior parte dei QTL ha un piccolo effetto sul fenotipo,

mentre solo alcuni mostrano un effetto elevato.

Gli effetti dei QTL possono essere notevolmente influenzati dalle condizioni ambientali e
sono ormai numerosi gli esempi di interazione QTL x ambiente che mostrano come 1’espressione di
particolari regioni cromosomiche cambiano a seconda degli ambienti. La mancanza di costanza
degli effetti del QTL nei diversi ambienti, ovvero I’interazione genotipo x ambiente, porta il breeder
a considerare come non interessanti per la MAS quei QTL che si comportano in questo modo.
Invece, va considerato che se un QTL mostra interazione genotipo x ambiente, esso puo risultare

utile per lo sviluppo di genotipi adatti a specifiche condizioni ambientali.

Molti studi di genetica quantitativa suggeriscono che le interazioni epistatiche tra due, tre o
tra un numero superiore di loci spesso esercitano forti effetti sull’adattabilita, specialmente nelle
specie autogame, ed hanno una considerevole influenza sul fenotipo (Allard 1988; Pérez de la Vega
et al. 1994). Popolazioni del tipo RIL (“Recombinant Inbred Lines), DH (“Doupled Haploids™), ed
in modo particolare le IL, consentono di identificare piu frequentemente le interazioni epistatiche,
rispetto a popolazioni segreganti per interi genomi, quali ad esempio le F, e le BC (Eshed e Zamir

1996; Asins 2002).

Per I’individuazione di QTL in popolazioni segreganti ¢ necessario ricorrere ad analisi
statistiche. Il primo approccio statistico ad essere stato utilizzato si basa sull’analisi condotta per
singoli marcatori o “single point analysis”; ossia si analizzano tutte le singole associazioni tra

marcatore e fenotipo (Tanksley 1993a). Tuttavia, questo metodo presenta una serie di limitazioni e
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pertanto ¢ sorta la necessita di sviluppare altre metodologie, tra cui: il metodo del SIM “Simple
Interval Mapping” (Lander e Botstein 1989), il CIM “Composite Interval Mapping” ¢ ’'MQM
“Multiple QTL Model” (Tanksley 1993a; Zeng 1994; Jansen e Stam 1994; Xu e Atchley 1995; Kao
e Zeng 1997). Questi metodi, tuttavia, possono essere applicati a popolazioni segreganti
caratterizzate da pedigree ben definiti, quali ad esempio F;, F3 o BC, che vengono costituiti a partire

da due linee inbred.

4. “QTL mapping” in pomodoro per caratteri legati all’adattamento, alla qualita ed alla

produzione

In pomodoro, sono stati effettuati diversi studi di mappatura allo scopo di identificare
QTL per numerosi caratteri di interesse agronomico, tra cui la resistenza / tolleranza agli stress
biotici e abiotici, la produzione, la qualita sensoriale e nutrizionale dei frutti. Questi studi, condotti
nell’arco degli ultimi 25 anni, hanno dimostrato che questa specie ¢ un sistema ideale non solo per
I’identificazione e il clonaggio posizionale, ma anche per esplorare le basi genetiche della eterosi e
per 1 risultati pratici del QTL-breeding basato sull’uso combinato della biodiversita naturale e della
selezione assistita da marcatori molecolari (MAS). D1 seguito ¢ riportata una breve panoramica
degli studi di mappatura di QTL condotti per tolleranza a stress abiotici, resistenza a parassiti €
malattie, caratteristiche legate alla resa e alla qualita del frutto (Foolad 2007; Labate et al. 2007;
Grandillo et al. 2011a, 2011b).

Tolleranza a stress abiotici. Grazie alle condizioni ambientali estreme tipiche dei luoghi di
origine di diverse specie selvatiche di pomodoro, esse sono una preziosa risorsa per
I’identificazione di QTL legati alla tolleranza agli stress abiotici. Ad esempio, QTL per tolleranza
alla salinita sono stati trovati in S. pennellii (Zamir et al. 1987; Foolad e Chen 1999; Foolad e Jones
1993; Foolad et al. 1997), S. pimpinellifolium (Breto et al. 1994; Monforte et al. 1996, 1997a,
1997b, 1999 ; Foolad et al. 1998a, 2001; Foolad e Chen 1998) e S. galapagense (Monforte et al.
1997a, 1997b, 1999). Mentre, QTL per la tolleranza alle gelate e a freddo sono stati identificati in
progenie di incroci interspecifici con S. habrochaites (Vallejos e Tanksley 1983; Truco et al. 2000)
e S. pimpinellifolium (Foolad et al. 1998b). La tolleranza alla siccita ¢ stata studiata durante diverse

fasi di sviluppo delle pianta e alcuni QTL favorevoli derivanti dal germoplasma selvatico sono stati
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individuati in progenie derivanti da incroci con S. pennellii (Martin et al. 1989; Xu et al. 2008) e S.

pimpinellifolium (Foolad et al. 2003).

Resistenza a parassiti e a malattie. La mappatura di QTL e la MAS risultano
particolarmente utili nel trasferimento di resistenze poligeniche orizzontali (di campo o razza-non
specifiche) per le quali la selezione fenotipica pud essere difficile e non produrre i risultati
desiderati. Diversi QTL per la resistenza alle malattie sono stati mappati utilizzando popolazioni
interspecifiche ma, finora, 1’uso della MAS per migliorare la resistenze quantitative alle malattie in
pomodoro rimane limitata (Foolad 2007). Un QTL ad effetto maggiore per la resistenza al Tomato
Yellow Leaf Curl Virus (TYLCV) ¢ stato identificato in una progenie di S. pimpinellifolium (Chague
et al. 1997), mentre, in incroci interspecifici con S. chilense, ¢ stato mappato un QTL per la
resistenza oligogenica al Tomato Mottle Virus (ToMoV) (Griffiths e Scott 2001; Ji e Scott 2005;
Agrama e Scott 2006; Ji et al. 2007). Inoltre, studi di mappatura QTL sono stati condotti per
identificare marcatori molecolari associati alle resistenze alle tre principali malattie batteriche di
pomodoro: cancro batterico (Clavibacter michiganensis subsp michiganensis) (Sandbrink et al.
1995; van Heusden et al. 1999; Kabelka 2002), maculatura batterica (Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria) (Yu et al. 1995; Yang et al. 2005) e avvizzimento batterico da Ralstonia solanacearum
(Danesh et al. 1994; Thoquet et al. 1996a, 1996b; Mangin et al. 1999; Wang et al. 2000). In
riferimento alle malattie fungine, una resistenza quantitativa all’oidio (Oidium lycopersici) ¢ stata
mappata in popolazioni segreganti di S. neorickii (Bai et al. 2003), mentre QTL per la resistenza ad
alternariosi (Alternaria alternata e Alternaria solani) sono stati mappati in S. cheesmaniae, S.

arcanum € S. habrochaites (Robert et al. 2001; Chaerani et al. 2007; Zhang et al. 2003).

Qualita del frutto e caratteri legati alla produzione. Numerosi caratteri influenzano la
qualita del frutto di pomodoro e la maggior parte di essi sono ereditati in maniera poligenica.
L’importanza relativa di ogni carattere ¢ funzione della destinazione commerciale del prodotto

(consumo fresco o per la trasformazione).

I1 peso e la forma del frutto sono controllati da diversi QTL mappati in diverse popolazione
interspecifiche (Grandillo et al. 1999; Foolad 2007; Labate et al. 2007; Grandillo et al. 2011a,
2011b). 1l colore rosso del frutto di pomodoro, determinato dal contenuto di licopene, € stato
studiato utilizzando popolazioni interspecifiche di S. pimpinellifolium (Chen et al. 1999), S.
habrochaites (Bernacchi et al. 1998b), S. pennellii (Monforte et al. 2001; Liu et al. 2003), S.

arcanum (Fulton et al. 2000) e S. neorickii (Fulton et al. 1997). Zuccheri e acidi organici
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rappresentano circa il 60% della sostanza secca del pomodoro e sono elementi chiave del tipico
sapore di questo frutto (Davies e Hobson 1981). Studi di mappatura QTL per 1’analisi del contenuto
in zuccheri e dei caratteri correlati (brix, contenuto in fruttosio, glucosio, saccarosio), sono stati
condotti in popolazioni derivanti da otto diverse specie: S. cheesmaniae (Paterson et al. 1991,
Goldman e Zamir 1995), S. chmielewskii (Azanza et al. 1994; Osborn et al. 1987; Paterson et al.
1988, 1990), S. habrochaites (Bernacchi et al.1998a), S. neorickii, S. pimpinellifolium (Fulton et al.
2000; Grandillo e Tanksley 1996b; Tanksley et al. 1996; Chen e Foolad 1999; Doganlar et al.
2002), S. pennellii (Eshed e Zamir 1995; Causse et al. 2004; Frary et al. 2004b), S. arcanum (Fulton
et al. 1997) e S. lycopersicum var. cerasiforme (Saliba-Colombani et al. 2001; Georgelis et al.

2006).

Anche la produttivita ¢ stata analizzata in studi di mappatura condotti in S.
pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996), S. arcanum (Fulton et al. 1997), S. habrochaites (Bernacchi
et al. 1998a, 1998b; Monforte e Tanskely 2000; Monforte et al. 2001), S. neorickii (Fulton et al.
2000), S. pennellii (Eshed e Zamir 1995; Eshed et al. 1996; Frary et al. 2004b; Gur e Zamir 2004;
Schauer et al. 2006, 2008; Semel et al. 2006; http://zamir.sgn.cornell.edu), S. chmielewskii (Azanza
et al. 1994). Allo stato attuale, sulla base degli studi condotti sulla popolazione di IL derivanti da S.
pennellii LAO716 (Eshed e Zamir 1995; Eshed et al. 1996), su popolazioni di ”Advanced
backcross” di diverse specie selvatiche (Tanksley et al. 1996; Fulton et al. 1997, 2000; Bernacchi et
al. 1998a; Frary et al. 2004a), ¢ possibile affermare che la resa, in questa solanacea, ¢ influenzata da

30 QTL, distribuiti su tutti e 12 cromosomi (Labate et al. 2007; Grandillo ef al. 2010a, 2010b).

5. “Fine mapping”, clonaggio posizionale e approccio del gene candidato

Quando un QTL ¢ mappato all’interno di una regione genomica, significa che c¢’¢ almeno
un gene responsabile della frazione di variazione fenotipica. L’identificazione di tale gene richiede
una precisa caratterizzazione a livello genetico mediante strategie di clonaggio posizionale o “map-
based cloning”. Il “map-based cloning” ¢ stato utilizzato con successo per la caratterizzazione di
diverse mutazioni mendeliane in pomodoro, tuttavia pochissimi QTL sono stati caratterizzati a

livello molecolare (Paran e Zamir 2003; Salvi e Tuberosa 2005; Price 2006; Grandillo et al. 2011Db).

In pomodoro, fino ad ora, sono stati clonati due QTL per il peso del frutto, fw2.2, un QTL
di maggiore effetto che influenza la dimensione del frutto mediante il controllo del ciclo cellulare

(Frary et al. 2000), e fas che controlla la massa del frutto attraverso I’incremento dell’area della
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placenta e del numero di loculi) (Cong et al. 2008). Inoltre, sono stati clonati due QTL, sun (Xiao et
al. 2008) e ovate (Liu et al. 2002), che controllano 1’allungamento del frutto e quindi influenzano il
modello di sviluppo lungo 1’asse apicale-basale. Riguardo invece alla qualita, ¢ stato clonato il QTL
brix9-2-5, che controlla la produzione in solidi solubili, e che codifica per una invertasi della parete
cellulare. Il clonaggio di QTL ¢ un compito piu difficile rispetto a quello dei “major genes” perché
il QTL influenza solo parzialmente la variazione fenotipica del carattere in esame, ed il suo effetto

puo essere stimato solo con metodi statistici.

Quando 1 geni relativi a determinati processi di sviluppo per un carattere, o coinvolti
nell’espressione del carattere stesso, sono noti (geni candidati), ¢ possibile verificare se il
polimorfismo in uno di essi ¢ correlato alla variazione fenotipica. In entrambi i casi € necessario

ridurre ’intervallo intorno al QTL attraverso il “fine mapping” (Labate ef al. 2007).

I recenti sviluppi dei metodi automatizzati di sequenziamento del DNA e di
genotipizzazione a singoli loci, mediante SSR e SNP hanno permesso un’accelerazione nello
sviluppo di mappe genetiche e nella caratterizzazione molecolare dei loci offrendo nuove possibilita
per il mappaggio di QTL. Il concetto tanto emergente, quanto innovativo, ¢ appunto quello di
analizzare direttamente la variazione nucleotidica in determinate posizioni del genoma in
corrispondenza di specifici geni (o geni candidati), e di saturare i gruppi di associazione con
marcatori al fine di analizzare interamente il genoma di un dato organismo (“whole genome

scanning”).

6. Strategie di breeding molecolare per I’identificazione e ’uso di QTL di specie selvatiche

di pomodoro

I numerosi studi di analisi QTL condotti durante gli ultimi decenni hanno mostrato che la
maggior parte dei caratteri quantitativi tende ad essere controllata da pochi QTL con effetto
maggiore sul fenotipo insieme ad un numero variabile di QTL di minore effetto (Tanksley 1993a).
Questo ha importanti implicazioni per il miglioramento genetico dei caratteri quantitativi poiché i
QTL di effetto maggiore dovrebbero risultare piu facilmente manipolabili mediante una selezione

assistita dall’uso di marcatori molecolari.

Nel tentativo di favorire un risvolto piu pratico degli studi di analisi QTL mirato
all’ottenimento di varieta migliorate, sfruttando maggiormente la variabilita genetica presente nel

germoplasma selvatico, alcuni anni fa sono state proposte due strategie innovative per il
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miglioramento genetico di caratteri quantitativi assistito dall’'uso di marcatori molecolari:
I’*Advanced Backcross QTL analysis” (AB-QTL) (Tanksley e Nelson 1996) e I’uso di popolazioni
di IL derivate da incroci interspecifici dette anche “Exotic libraries” (Eshed e Zamir 1995) (Fig. 2).

6.1 La strategia dell’ “Advanced Backcross QTL analysis”

Il metodo di analisi “Advanced Backcross QTL” (AB-QTL) ¢ stato proposto da Tanksley e
Nelson (1996) come un nuovo metodo di “breeding” molecolare capace di integrare
I’identificazione di QTL utili, derivanti dal germoplasma selvatico, con lo sviluppo di nuove varieta

dotate di caratteristiche superiori.

La strategia differisce da altri metodi di analisi QTL perché le analisi molecolari e
fenotipiche vengono effettuate in generazioni avanzate di reincrocio, quali BC, e BC;, quando la
porzione del genoma del parentale donatore (selvatico) ¢ ridotta e pertanto la popolazione
segregante ¢ molto simile al parentale ricorrente. Inoltre, durante lo sviluppo di queste popolazioni
avanzate viene effettuata una selezione genotipica e/o fenotipica contro caratteri quali sterilita e
habitus di crescita non desiderato che potrebbero altrimenti interferire con le successive misurazioni
della produzione e di altri caratteri agronomici (Tanksley e Nelson 1996). Per le colture in cui le
varieta “open pollinated” sono la norma, la valutazione fenotipica puo essere effettuata su BC,S; o
BCsS,. Al contrario, per le specie nelle quali 1’uso degli ibridi commerciali ¢ prevalente, le
generazioni di reincrocio BC, o BC; vengono incrociate con varieta di élite per generare famiglie

BC,F; 0 BCsF, (Tanksley e Nelson 1996).

Dal momento che nelle generazioni avanzate di reincrocio gli alleli del parentale ricorrente
sono presenti con una frequenza elevata, si riduce la probabilita di identificare QTL che necessitano
di interazioni epistatiche tra gli alleli del parentale donatore e per contro aumenta la probabilita di
individuare QTL con effetto additivo che con maggiore probabilita continueranno ad esercitare

I’effetto atteso una volta trasferiti nel background genetico del parentale ricorrente.

Una volta che gli alleli QTL utili vengono identificati, sono necessari solo poche
generazioni di MAS per produrre linee quasi isogeniche (NIL) o linee di introgressione (IL) che
possono essere testate in campo per confermare 1’effetto dei QTL e successivamente utilizzate per
lo sviluppo di varieta migliorate. Quindi, con questa metodologia di breeding ¢ possibile
risparmiare molto tempo e lavoro, al contrario di altre strategie in cui, una volta individuato un
QTL, il lavoro di introgressione dello stesso nella varieta d’¢lite deve ancora iniziare (Tanksley e

Nelson 1996) (Fig. 2).
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Fig. 2. Strategie dell’ “Advances Backcross QTL analysis” (Tanksley e Nelson 1996) e

dell” “Exotic libraries” (Zamir 2001) per 1’utilizzo delle specie selvatiche in pomodoro.

La strategia AB-QTL ¢ stata sviluppata e testata inizialmente in pomodoro (Tanksley et al.
1996), ma successivamente, ¢ stata adattata ad altre colture quali: riso (Xiao et al. 1996, 1998;
Moncada et al. 2001; Thomson et al. 2003; Septiningsih et al. 2003a, 2003b), mais (Ho et al. 2002),
frumento (Huang ef al. 2003; Narasimhamoorthy et al. 2006), peperone (Rao et al. 2003), orzo
(Pillen et al. 2003, 2004; von Korff et al. 2005, 2006; Li et al. 2005) e fagiolo (Blair ef al. 2006).

In pomodoro, il metodo ¢ stato applicato utilizzando cinque specie selvatiche di pomodoro:
S. pimpinellifolium LA1589 (Grandillo e Tanksley 1996; Tanksley et al. 1996), S. arcanum
LA1708 (Fulton et al. 1997), S. habrochaites LA1777 (Bernacchi ef al. 1998a, 1998b), S. neorickii,
LA2133 (Fulton et al. 2000) e S. pennellii LA1657 (Frary et al. 2004b). Le popolazioni ottenute da

questi studi sono state testate in campo, in differenti localita, per valutarne caratteristiche importanti
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dal punto di vista industriale tra cui la produzione totale, la produzione commerciale e la qualita del
frutto (colore, viscosita, pH, contenuto in solidi solubili o brix e consistenza). Inoltre, le prime
quattro popolazione AB-QTL sono state anche analizzate per i caratteri che influenzano la qualita
sensoriale del frutto (Fulton ef al. 2002a). In tutti e cinque gli studi di AB-QTL in pomodoro, sono
stati identificati alleli QTL agronomicamente utili, derivanti dal germoplasma selvatico, per quasi la
meta dei caratteri valutati. Va sottolineato che alleli selvatici favorevoli sono stati identificati non
soltanto per 1 caratteri per i quali le specie selvatiche mostravano un fenotipo superiore come, ad
esempio, il contenuto in solidi solubili, ma anche per quei caratteri per i quali il fenotipo selvatico
era in molti casi agronomicamente inferiore, come la produzione totale, la dimensione del frutto e il
colore del frutto. Per alcune di queste linee i guadagni genetici ottenuti, rispetto alla varieta
controllo E6203, hanno raggiunto valori rispettivamente del 22%, 33% e 48% per il brix, il colore

del frutto e la produzione.

Dopo aver saggiato diversi genomi di specie selvatiche, ¢ stato evidenziato che il tasso di
scoperta di "nuovi" alleli QTL era ancora approssimativamente intorno al 50% (Grandillo et al.
2008). Questi risultati suggeriscono quindi le potenzialita dell’utilizzo di germoplasma esotico per

I’identificazione e I’utilizzo di nuovi QTL utili per il miglioramento genetico di questa solanacea.

6.2  “Exotic libraries” o popolazioni di linee di introgressione

Le IL permettono sia 1’analisi QTL estesa ad interi genomi (Eshed e Zamir 1995), sia la

mappatura fine dei QTL (Paterson et al. 1990).

Considerando le proprieta delle popolazioni di IL e le potenzialita del germoplasma
selvatico, come risorsa di variabilita genetica che ha superato la pressione della selezione naturale
durante 1’evoluzione, Zamir (2001) ha proposto di investire nello sviluppo di librerie genetiche
(“exotic libraries”, o popolazioni di IL), per aumentare la velocita del miglioramento genetico del
germoplasma coltivato basato sul trasferimento di caratteri utili dalle specie selvatiche. Ogni
“exotic library” consiste di un set di IL, originate da cicli di reincrocio e selezione assistita da
marcatori molecolari, che definiscono la posizione delle introgressioni del parentale donatore nel

genoma del parentale ricorrente (Fig. 2).

Inizialmente, uno degli svantaggi di questo tipo di popolazioni era legato ai tempi
relativamente lunghi per il loro sviluppo. Attualmente la disponibilita di numerose tecnologie

innovative per lo screening con marcatori molecolari ha reso piu efficiente il processo, tanto che
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queste librerie possono essere completate dopo 10 generazioni di reincrocio assistito da marcatori

molecolari (MAS) (Young 1999; Peleman e van der Voort 2003).

La prima “exotic library” prodotta in pomodoro, ed in grado di coprire I’intero genoma del
parentale selvatico, ¢ stata sviluppata da Eshed e Zamir (1995). Essa consisteva di 50 linee, ognuna
contenente una singola introgressione dell’accessione a frutto verde S. pennellii (acc. LA0716) nel
background genetico della varieta M82 di pomodoro da industria. L’utilizzo di questa popolazione
ha consentito 1’identificazione di diversi QTL agronomicamente utili e lo studio delle loro

interazioni epistatiche ed ambientali (Eshed e Zamir, 1995, 1996; Eshed et al. 1996).

Come riportato da Zamir (2001) e, successivamente da Grandillo e collaboratori (2008),
questi lavori evidenziano le proprieta che fanno delle “exotic libraries” uno strumento molto

efficiente per 1’analisi dei caratteri quantitativi.

Dal momento che ogni IL contiene una singola introgressione del parentale donatore, il suo
fenotipo sara simile a quello del parentale coltivato, questo riduce i problemi di sterilita

consentendo la valutazione di caratteristiche associate alla produzione.

Un ulteriore vantaggio delle “exotic libraries” ¢ la semplicita del metodo statistico
utilizzato per l’individuazione dei QTL, basato sul confronto di ciascuna IL con il parentale
ricorrente per il carattere in esame. Una differenza statisticamente significativa, per ciascun
confronto, indica la presenza di uno o piu QTL sul segmento cromosomico derivante dal parentale

donatore e che definisce la linea di introgressione.

Inoltre sono eliminati gli effetti epistatici che sono mediati da altre regioni del genoma del

parentale selvatico, con eccezione dei loci contenuti nella stessa linea di introgressione.

Dal momento che nelle linee di introgressione tutta la variabilita fenotipica per un carattere
di interesse ¢ associata all’introgressione, vengono eliminati gli effetti di mascheramento di un QTL
di maggiore effetto che segrega in altre regioni del genoma e, allo stesso tempo, aumenta anche la
possibilita di identificare QTL di minore effetto. Con 1’utilizzo delle “exotic libraries”, rispetto ad
altri tipi di popolazioni segreganti, aumenta quindi la probabilita di identificare un numero piu

elevato di QTL favorevoli e di effettuare un piu efficiente “fine mapping” (Eshed e Zamir, 1995).

La natura permanente delle popolazioni di IL consente di effettuare le misure fenotipiche
in repliche multiple, riducendo gli effetti ambientali e incrementando il potere statistico delle
analisi. Inoltre, replicando le prove di campo in tempi e luoghi diversi, diviene possibile stimare le
interazioni che intercorrono tra QTL e ambiente (Eshed et al. 1996; Monforte et al. 2001; Liu et al.

2003; Gur e Zamir 2004; Rousseaux et al. 2005). Cio fornisce stime piu accurate dei valori
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fenotipici medi e aumenta la possibilita di identificare QTL. Grazie all’integrazione di dati
provenienti da studi indipendenti ¢ possibile, quindi, creare un database per I’accesso generale ai

dati fenotipici di ciascuna linea (Zamir 2001).

La risoluzione di una popolazione di IL ¢ definita dalla sovrapposizione tra segmenti
contigui (BIN), in corrispondenza dei quali possono essere assegnati geni o QTL, confrontando le
singole linee (Pan et al. 2000). La lunghezza dei BIN varia sul genoma e dipende dal numero, dalla

lunghezza e dalla sovrapposizione dei segmenti adiacenti.

Sebbene le linee di introgressione che inizialmente compongono una libreria generalmente
forniscono un livello di risoluzione relativamente basso, tuttavia queste rappresentano il punto di
partenza per ottenere linee con introgressioni di minore lunghezza (sub-IL) che permettono una

localizzazione piu precisa del QTL (mappaggio ad alta risoluzione) (Paterson et al. 1990).

Localizzare un QTL con maggior precisione, non solo ci consente di stabilire se 1’effetto
fenotipico ¢ attribuibile ad un singolo o a diversi QTL strettamente legati (Fridman et al. 2002), ma
anche di verificare se eventuali effetti indesiderati sono causati da deriva genetica di altri geni o da
effetti pleiotropici dello stesso QTL (Eshed e Zamir 1996; Monforte e Tanksley, 2000b; Monforte
et al. 2001; Frary et al. 2003; Yates et al. 2004). Oltre alla riduzione della deriva genetica,
I’ottenimento di linee con introgressioni piu corte (sub-IL) permette I’identificazione di marcatori
molecolari piu strettamente associati ai QTL di interesse, che possono essere quindi utilizzati per il

miglioramento genetico assistito da marcatori.

L’uso di IL (o NIL) che contengono un singolo QTL, insieme a IL (o NIL) contenenti
combinazioni di piut QTL per un dato carattere, costituisce un mezzo molto valido per rivelare e
caratterizzare le interazioni epistatiche ed anche piu efficiente rispetto a popolazioni di RIL (Eshed
e Zamir 1996; Causse et al. 2007). Le IL possono anche essere utilizzate per studiare le interazioni
dei QTL con I’intero background genetico. Queste possono essere studiate trasferendo lo stesso
QTL in diversi background genetici (Lecomte et al. 2004a; Chaib et al. 2006) o incrociando la
stessa IL (o NIL) con differenti linee di ¢lite (Eshed e Zamir 1995; Eshed et al.1996).

At fini dello sviluppo di varieta migliorate attraverso 1’utilizzo di nuovi QTL, 1 risultati di
queste ricerche evidenziano con forza la necessita di trasferire e testare preventivante gli effetti dei

QTL in diversi background genetici.
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Le IL possono anche essere utilizzate per studiare le basi genetiche dell’eterosi, in quanto
le linee di introgressione omozigoti possono essere incrociate con linee “tester”, permettendo lo

studio degli effetti dell’eterozigosita sul fenotipo.

Recentemente, Semel e collaboratori (2006) hanno utilizzato le 76 IL di S. pennellii per
valutare il contributo degli effetti sovradominanti sull’eterosi in assenza di epistasia. Allo scopo,
sono stati misurati, in esperimenti di campo condotti su linee omozigoti ed eterozigoti, 35 caratteri
legati alla produzione ed alle capacita riproduttive, ed in totale sono stati identificati 841 QTL. QTL
sovradominanti sono stati identificati solo per caratteri riproduttivi e questo suggerisce che il vero
modello sovradominante, che coinvolge un singolo locus Mendeliano, rappresenta una spiegazione

piu probabile dell’eterosi osservata nelle IL, rispetto al modello della pseudodominanza.

In esperimenti condotti su piu anni, le IL di S. pennelli e le ILH (“introgression line
hybrids”) sono state caratterizzate per il contenuto di metaboliti primari, evidenziando,

relativamente a questi ultimi, una mancanza di eterosi per le IL (Schauer et al. 2008).

6.2.1 “Exotic libraries” disponibili in pomodoro

L’attuale popolazione di IL di S. pennellii (acc. LA0716) consiste di 76 linee che coprono
I’intero genoma di pomodoro delimitando 107 BIN, con una lunghezza media di 12 ¢cM ciascuno

(Pan et al. 2000; Liu et al. 2003; http://www.sgn.cornell.edu). Nell’ambito del progetto EU-SOL

(http://www.eu-sol.net), questa libreria di IL si sta ampliando con 1’aggiunta di 500 nuove sub-IL e

questo migliorera significativamente la risoluzione del mappaggio (Lippman et al. 2007).

Le linee di S. pennellii sono state fenotipizzate per centinaia di caratteri permettendo
I’identificazione di 2.795 QTL (Lippman et al. 2007). Ripetute analisi sono state condotte per una
ventina di caratteri associati alla produzione, alla morfologia e alle componenti biochimiche del
frutto ed i1 dati ottenuti sono e sono disponibili sotto forma di banche dati accessibili via web

(http://zamir.sgn.cornell.edu). Alcuni dei caratteri quantitativi analizzati includono: peso del frutto,

forma del frutto, contenuto in solidi solubili, pH e produzione (Eshed e Zamir, 1994, 1995, 1996;
Eshed ef al. 1996; Monforte et al. 2001; Causse et al. 2004; Semel et al. 2006), morfologia fogliare
(Holtan e Hake 2003; Frary et al. 2004a), contenuto in carotenoidi in relazione al colore del frutto
(Liu et al. 2003), contenuto nutrizionale ed antiossidante del frutto (Rousseaux et al. 2005; Stevens
et al. 2007), metaboliti primari (Causse et al. 2004; Baxter et al. 2005; Schauer et al. 2006, 2008),
aroma (Tadmor et al. 2002; Tieman et al. 2006; Mathieu et al. 2009), ed efficienza dell’utilizzo
idrico (WUE) (Xu et al. 2008).
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La popolazione di IL di S. pennellii ¢ stata usata anche per esplorare il potenziale del
“candidate gene approach” per identificare i geni candidati per i QTL che influenzano I’intensita del
colore (Liu et al. 2003), la forma e la composizione (Causse et al. 2004) ed il contenuto in acido
ascorbico del frutto di pomodoro (Stevens et al. 2008). Inoltre, questa popolazione ¢ stata usata per
trovare associazioni tra i cambiamenti trascrittomici e la composizione del frutto (Baxter et al.
2005). E’ importante sottolineare che queste IL sono risultate estremamente utili per il “map-based
cloning” di geni singoli e di QTL, come dimostrato dal clonaggio dei primi geni di resistenza pto,
Prf e Sw-5 (Martin et al. 1993; Salmeron et al. 1996; Brommonschenkel ez al. 2000) e dei primi
QTL (fw2.2; brix9-2-5; ovate; style2.1 ¢ fas).

In pomodoro, oltre alla libreria di S. pennellii LA0716, sono state sviluppate altre
popolazioni di linee di introgressione a partire da incroci del pomodoro coltivato con altre specie
selvatiche, quali S. habrochaites LA1777 (Monforte e Tanksley 2000a, Tripodi et al. 2009), S.
habrochaites 1.A407 (Francis et al. 2001), S. lycopersicoides 1. A2951 (Chetelat e Meglic 2000;
Michael et al. 2005; Canady et al. 20006), e S. chmielewskii LA1840 (Prudent et al. 2009; Ballester
et al. 2009).

Il primo set di linee di introgressione di S. habrochaites (acc. LA1777) ¢ stato sviluppato
da Monforte e Tanksley (2000a) partendo da una popolazione AB-QTL (Bernacchi et al. 1998a,
1998b) e consiste di 99 linee tra IL e “Backcross Recombinant Inbred Lines” (BCRIL). Queste linee
segregano per numerosi caratteri quali produzione, morfologia fogliare, densita di tricomi, cosi
come per i caratteri che riguardano il frutto come forma, dimensione, colore, composizione
biochimica e dei volativi e sapore. Per molti di questi caratteri, sono stati identificati alleli QTL
favorevoli derivanti da suddetta specie selvatica (Monforte e Tanksley 2000b; Van der Hoeven et

al. 2000; Monforte et al. 2001; Yates et al. 2004; Mathieu et al. 2009).

Sebbene questi studi dimostrano il notevole valore di questa “exotic libraries”, tuttavia
bisogna sottolineare, per essa, due importanti limitazioni: 1) non copre 1’intero genoma della specie
selvatica (la copertura ¢ di circa 1’80%), ii) la maggior parte delle linee ¢ risultata contenere
introgressioni multiple (contrariamente a quanto previsto sulla base dell’analisi molecolare condotta
con 1 95 marcatori RFLP), rendendo, di fatto, piu complicata I’interpretazione dei risultati ottenuti
dall’analisi QTL (Tripodi, 2007). Allo scopo di rendere piu efficiente 1’uso di queste linee per I’
identificazione di QTL utili per il breeding del pomodoro, si ¢ reso necessario lo sviluppo di una
nuova serie di IL contenenti singole introgressioni della specie selvatica (“pulite”) e che

consentano, nel loro insieme, di coprire I’intero genoma di S. habrochaites (acc. LA1777).
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In pomodoro, inoltre, sono attualmente disponibili popolazioni di “Backcross Inbred
Lines” (BIL) sviluppate da diversi incroci interspecifici. Tra queste ricordiamo quelle ottenute da:
S. pimpinellifolium LA1589 (Doganlar et al. 2002), S. habrochaites LA1777 (Monforte e Tanksley
2000a), S. habrochaites LA407 (Kabelka et al. 2002), S. arcanum LA1708 e S. neorickii LA2133
(Zamir D, comunicazione personale), S. [ycopersicoides (Chetelat et al. 2000), una IL (LA1501) ad
elevato contenuto in solidi solubili contenente un’introgressione da S. chmielewskii (acc. LA1028)
(Azanza et al. 1994). Le BIL sono state utilizzate per la mappatura di QTL per importanti
caratteristiche agronomiche, tra cui la qualita del frutto (Azanza et al. 1994; Doganlar et al. 2002) ¢

la resistenza alle malattie (Kabelka et al. 2002).

Queste linee hanno un’alta percentuale (per lo piu superiore al 90%) del genoma del
genitore ricorrente e una bassa percentuale (inferiore al 10%) di genoma della specie selvatica
donatrice. A differenza delle IL che portano una singola introgressione, possibilmente omozigote,
del parentale selvatico, le BIL possono ancora conservare introgressioni multiple, anche allo stato

eterozigote, nel background genetico della varieta di élite.

Tra le popolazioni BIL precedentemente menzionate, attualmente, desta particolare
interesse quella dell’accessione LA2133 di Solanum neorickii nel background genetico di S.
lycopersicum (cv. E6203) che ¢ stata sviluppata dal Prof. Dani Zamir, della Hebrew University, a

partire dalla corrispondente popolazione di AB (Fulton et al. 2000).

La specie selvatica utilizzata per I’ottenimento di questa BIL ¢ una specie a frutto verde
che cresce in condizioni ambientali estreme (pareti rocciose ad altitudini di 2.000 — 3.000 metri) e
puo essere incrociata in maniera reciproca con il pomodoro coltivato, senza presentare problemi di
stata poco utilizzata sia in studi genetici sia come fonte di geni utili per il miglioramento genetico,
con molta probabilita a causa alla sua piu recente scoperta. Di qui I’estremo interesse al suo utilizzo,

come parentale selvatico, per studi di analisi QTL.

A tale riguardo, il primo studio ¢ stato quello condotto da Fulton et al. (2000) sulla
popolazione AB derivata dall’incrocio S. lycopersicum (cv. E6203) x S. neorickii (acc. LA2133). In
questo studio, sono state analizzate 170 piante BC, con 133 marcatori molecolari (la maggior parte
dei quali RFLP), e circa 170 famiglie BC; sono state poi allevate in prove di campo replicate in tre
differenti localita e analizzate per 30 caratteri agronomici di interesse. L’analisi QTL ha permesso il
mappaggio di 199 QTL e, per il 70% dei caratteri, € stato trovato almeno un QTL in corrispondenza

del quale I’allele di S. neorickii risultava associato ad un effetto agronomico positivo, nonostante il
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fenotipo di S. neorickii fosse nel suo complesso inferiore a quello del parentale coltivato (Fulton et

al. 2000).

Alla luce di quanto evidenziato finora, ¢ possibile affermare che ulteriori progressi nel
breeding del pomodoro saranno perseguibili attraverso la combinazione, in varieta di €lite, di QTL
favorevoli identificati in nuove accessioni di specie selvatiche, analizzate con il metodo dell’analisi

AB-QTL e/o con quello delle popolazioni di IL.

7. MAS e “QTL pyramiding” in pomodoro

II “QTL pyramiding” ¢ una strategia molto efficace per il miglioramento genetico delle
colture di interesse agrario. Questa strategia si basa sulla combinazione di QTL favorevoli tramite
incrocio tradizionale utilizzando 1 marcatori molecolari. Una volta che 1 QTL desiderati vengono
identificati, una strategia di “QTL pyramiding” comporta 1’uso di NIL che contengono un solo QTL
target. Le linee NIL-QTL sono prodotte mediante reincrocio € MAS. Una linea parentale che porta
il QTL desiderato ¢ reincrociata con il parentale ricorrente che ne ¢ sprovvisto. Successivamente,
una linea che porta solo una regione bersaglio per il QTL, derivante dalla linea madre nel

background genetico del parentale ricorrente, verra selezionata mediante MAS.

Le NILs possono essere utilizzate per valutare con precisione I’effetto di ogni singolo
QTL. Una volta che i QTL con effetti importanti sono identificati in questo modo, le linee NIL-

QTLs sono incrociate allo scopo di “piramidare” due o pitt QTL nello stesso background genetico.

La validita dell’approccio del “Pyramiding” di QTL per il miglioramento delle colture ¢
stato dimostrato ampiamente in riso (Ashikari e Matsuoka 2006). Per questa coltura, la produzione
elevata di granella e la ridotta dimensione della pianta sono entrambi caratteristiche importanti.
L’analisi QTL condotta sulla progenie di un incrocio intraspecifico di riso ha permesso
I’identificazione di un QTL per il numero di cariossidi (Gnl) ed un altro per la dimensione della
pianta (Phl), e due linee quasi isogeniche, la NIL-Gnl e la NIL-Ph1 sono state selezionate in
quanto portatrici, rispettivamente, del QTL che incrementa il numero di cariossidi e di quello che
riduce la taglia della pianta. Per combinare entrambi gli effetti fenotipici positivi in un’unica linea,
le due linee sono state incrociate e mediante MAS ¢ stata ottenuta la linea isogenica, contenente
entrambi 1 QTL, NIL-Grl+Phl, nel background genetico della cultivar di riso “Koshihikari”.
Questa linea ha mostrato incrementi della produzione di granella del 23% ed una riduzione della

dimensione della pianta del 20% rispetto al controllo.
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In pomodoro, un esempio dell’utilita di questa strategia ¢ lo studio condotto da Gur e
Zamir nel 2004 in cui una IL con introgressioni multiple (IL789) ¢ stata sviluppata trasferendo,
dall’accessione LA0716 di S. pennellii (tollerante alla siccita) nel background genetico del parentale
ricorrente M82, tre regioni genomiche indipendenti influenzanti la produzione. Gli ibridi risultanti
mostravano un incremento di produzione del 50% rispetto al migliore ibrido commerciale di
pomodoro (BOS3155), usato come controllo, quando testati in diversi ambienti e regimi di
irrigazione. E’ importante sottolineare che il trasferimento di introgressioni di S. pennellii nel
background genetico di varieta di pomodoro da industria ha portato allo sviluppo dell’ibrido AB2,

che ¢ tuttora una varieta leader in California (Lippman et al. 2007).

Questi risultati dimostrano che 1’uso del “QTL pyramiding”, associato all’utilizzo delle
specie selvatiche, pud migliorare la stabilita della produzione in diversi ambienti e permettere ai

breeder di proseguire con successo nel lavoro di miglioramento genetico delle specie agrarie.

8.  Obiettivi della tesi

Il presente lavoro di dottorato s’inserisce in una collaborazione tra il DISSPAPA
(Dipartimento di Scienze del Suolo, della Pianta, dell’Ambiente e delle Produzioni Animali)
dell’Universita degli Studi di Napoli Federico II, il CNR - Istituto di Genetica Vegetale, Portici ed il
“Department of Plant Breeding and Genetics” della Cornell University, Ithaca, N.Y., USA, ed ¢
stato svolto nell’ambito dei seguenti progetti: i) Progetto EU-SOL “High Quality Solanaceous
crops for consumers, processors and producers by exploration of natural biodiversity” del CNR -
IGV, Portici, finanziato dall’Unione Europea, nell’ambito del VI programma quadro
(http://www.eu-sol.net) e ii) Progetto GenoPOM, finanziato dal MIUR, “Laboratorio di genomica
per l'innovazione e la valorizzazione della filiera pomodoro” del DISSPAPA dell’Universita degli

Studi di Napoli Federico II e del CNR-IGV, Portici.

L’obiettivo generale del lavoro di dottorato ¢ stato 1’identificazione di QTL legati ad
importanti caratteri d’interesse agronomico in una popolazione di linee d’introgressione (IL) della
specie selvatica S. habrochaites (acc. LA1777) nel background genetico di S. lycopersicum (cv.
E6203) e in una popolazione di “Advanced Backcross” (AB) di S. lycopersicum x S. habrochaites
(acc. LA1721). Lo scopo di questo studio ¢ quello di facilitare 1’'uso del germoplasma selvatico di

Solanum sect. Lycopersicon per ’identificazione ed il clonaggio di QTL per caratteri d’interesse
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agronomico, ed il suo impiego in programmi di breeding assistito per lo sviluppo di nuove varieta

dotate di caratteristiche superiori.

Per il raggiungimento di quest’obiettivo, nell’ambito di questa tesi, sono stati affrontati i

seguenti punti:

1. sviluppo assistito da marcatori molecolari di nuove IL di S. habrochaites (acc.
LA1777) nel background genetico di S. lycopersicum (cv. E6203) contenenti singole introgressioni
della specie selvatica e/o introgressioni di minore dimensione (“pulite”), in grado di migliorare la

risoluzione della popolazione utile per 1’analisi QTL;

2. analisi QTL delle IL di S. habrochaites (acc. LA1777) e della popolazione di AB di
S. Ilycopersicum x S. habrochaites (acc. LA1721) per I’identificazione di loci, associati ad

importanti aspetti agronomici e qualitativi del pomodoro.
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CAPITOLO I

Analisi QTL per caratteri agronomici in linee di introgressione (IL)

di Solanum habrochaites LA1777

1.1 Introduzione

Numerosi studi hanno dimostrato I’importanza delle popolazioni di linee di introgressione
(IL) derivate da incroci interspecifici, o “Exotic libraries”, per 1’identificazione, 1'uso ed il
clonaggio di QTL di origine selvatica anche per caratteri per i quali il parentale selvatico presenta
un fenotipo sfavorevole rispetto al pomodoro coltivato (Zamir 2001; Lippman et al. 2007; Grandillo

et al. 2008, 2011a).

Per 1l pomodoro, la prima popolazione di IL ¢ stata quella di S. pennellii LA0O716 nel
background genetico della varieta da industria M82 prodotta dal Prof. D Zamir, Hebrew University
(Eshed e Zamir 1995). I numerosi successi ottenuti dall’uso di questa libreria di IL negli studi di
base ed in campo applicativo hanno spinto la comunita scientifica ad investire nella costituzione di

nuove “Exotic libraries” prodotte a partire da altre specie selvatiche del pomodoro.

In particolare, per la specie selvatica S. habrochaites (acc. LA1777), presso il laboratorio
del Prof. SD Tanksley della Cornell University, sono state prodotte 99 IL e BCRIL di S.
habrochaites (acc. LA1777) nel background genetico della cultivar da industria E6203, a partire
dalla popolazione utilizzata per 1’analisi “Advanced Backcross QTL” (Monforte e Tanksley
2000a).

Questa popolazione, ancorata a 90 marcatori RFLP, presentava diverse regioni non coperte
da introgressioni della specie selvatica (regioni “gap”), e molte delle linee risultavano contenere

introgressioni multiple di S. habrochaites LA1777 (Tripodi 2007; Di Dato 2009).
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Pertanto, allo scopo di migliorare questa popolazione, nell’ambito del progetto europeo
“High quality Solanaceous crops for consumers, processors and producers by exploration of natural

biodiversita” (EU-SOL, http://www.eu-sol.net) nel laboratorio della Dr. Silvana Grandillo del CNR-

IGV, Portici, ¢ stato prodotto un nuovo set di IL di S. habrochaites LA1777 contenenti singole
introgressioni, ed in grado di assicurare una migliore copertura del genoma del parentale selvatico
(Tripodi 2007; Di Dato 2009). Per I’ottenimento delle IL ¢ stato necessario incrociare molte delle
linee inizialmente disponibili con il parentale coltivato in modo da ottenere le popolazioni
segreganti IL-F, o BCRIL-F, (di seguito indicate come famiglie F,), mentre per coprire le regioni
“gap” ¢ stato necessario ricorrere all’analisi di generazioni di reincrocio (BC), partendo dalle BC, e
BC,. Inoltre, questo nuovo set di IL ¢ stato ancorato a circa 130 marcatori molecolari basati sulla
PCR, quali 1 COSII, che oltre a favorire il lavoro di “marker assisted selection” (MAS), offrono

anche il vantaggio di realizzare analisi comparative con altre specie Asteridi.

Nell’ambito di questa tesi, ¢ continuato il lavoro di MAS per 1’ottenimento di alcune IL S.
habrochaites (acc. LA1777) in grado di coprire alcune regioni “gap”, ed & stata condotta la
caratterizzazione fenotipica in prove di campo replicate di 48 e 66 IL, rispettivamente negli anni

2010 e 2011, presso 1’Azienda Sperimentale di Battipaglia (SA) del CRA-ORT.

L’attivita di ricerca della presente tesi ¢ stata svolta presso il DISSPAPA (Dipartimento di
Scienze del Suolo, della Pianta, dell’Ambiente e delle Produzioni Animali) dell’Universita degli

Studi di Napoli Federico II ed il CNR- Istituto di Genetica Vegetale, sezione di Portici CNR-IGV).

Questa attivita di ricerca ha usufruito dei seguenti finanziamenti: progetto europeo “High

quality Solanaceous crops for consumers, processors and producers by exploration of natural

biodiversita” (EU-SOL, http://www.eu-sol.net), del CNR-IGV di Portici (responsabile scientifico
Dr. Silvana Grandillo), e del Progetto GenoPOM, finanziato dal MIUR, “Laboratorio di genomica
per l’innovazione e la valorizzazione della filiera pomodoro” del DISSPAPA e del CNR-IGV.
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1.2 Materiali e metodi

1.21 Materiale vegetale

Nell’ambito di questa tesi ¢ stata condotta 1’analisi molecolare di famiglie F, ¢ BC,
previamente costituite presso il laboratorio della Dr. S. Grandillo del CNR-IGV di Portici (NA) (D1
Dato 2009), con marcatori PCR in grado di evidenziare polimorfismi co-dominanti tra i parentali S.

habrochaites (acc. LA1777) e S. lycopersicum (cv. E6203) (Tripodi 2007; Di Dato 2009).

Tutte le famiglie F, e BC sono state seminate nel 2010 presso le serre del DiSSPAPA della
Facolta di Agraria di Portici (NA) e le analisi molecolari sono state effettuate presso i laboratori del

CNR-IGV, Portici.

1.2.2 Analisi molecolare

L’estrazione del DNA ¢ stata realizzata a partire dal tessuto fogliare di piantine di 3-4

settimane allevate in serra, secondo il protocollo di Fulton e collaboratori (1995).

Per I’analisi genotipica sono stati utilizzati marcatori molecolari CAPS “Cleaved

Amplified Polymorphic Sequence” e COSII “Conserved Ortholog Set I’ (Wu ef al. 2006).

Le reazioni di PCR sono state eseguite in un volume totale di 25 pL, contenente 50 ng di
DNA “templato”, 2,5 pmol di ogni primer “forward” e “reverse”, dNTP ad una concentrazione di
0,2 mM, 2,5 pL di tampone PCR 10X e 0,2 Unita dell’enzima 7ag polimerasi. La reazione di
amplificazione per i primer CAPS e per i “primer Universali” dei marcatori COSII consisteva di
un’iniziale denaturazione per 5 min. a 94°C, seguita da 35 cicli di amplificazione con denaturazione
a 94°C per 60 sec., "annealing" a 55°C per 90 sec. ed elongazione a 72°C per 2 min. Alla fine del
35° ciclo ¢ stato effettuato un ulteriore ciclo a 72°C per 8 min. Dopo I’amplificazione, 1 prodotti
PCR sono stati visualizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio all’1% in buffer TAE 1X,
effettuata utilizzando un voltaggio di 100V per circa un’ora a temperatura ambiente. Per i marcatori
CAPS, 1 prodotti dell’amplificazione sono stati, in seguito, sottoposti a digestione enzimatica con
endonucleasi di restrizione specifiche. Per ogni campione sono stati utilizzati, in un volume finale di
15 pL, 10 pL di DNA amplificato, 1,5 pL di tampone 10X specifico dell’enzima usato e 0,2 uL del
relativo enzima di restrizione (10 U/uL). La reazione ¢ stata incubata alla temperatura appropriata
per 2-3 ore e I’individuazione dei polimorfismi dei campioni digeriti ¢ stata effettuata mediante

elettroforesi su gel di agarosio al 2%.
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1.2.3  Valutazione fenotipica

Al fine di identificare QTL per i caratteri che controllano la produzione, le caratteristiche
morfologiche e la qualita della bacca di pomodoro ¢ stato utilizzato un subset di 48 IL e di 66 IL di
S. habrochaites (acc. LA1777) in S. lycopersicum (cv. E6203), rispettivamente nell’anno 2010 e
2011, con 47 IL in comune nei due anni di prova. Nel loro insieme le 48 IL testate nel primo anno
di prova rappresentavano circa il 75% del genoma della specie selvatica, mentre per le 66 IL del
secondo anno di prova la copertura del genoma era pari a circa 1’80%. Il nome di ciascuna IL ¢
definito dall’abbreviazione di S. habrochaites (SH) seguita dal numero di cromosoma contenente

I’introgressione e da lettere minuscole che distinguono le diverse linee dello stesso cromosoma.

Con riferimento al primo anno di prova (2010), sono stati seminati, a fine Marzo, in vassoi
alveolari di polistirolo riempiti di un miscuglio di torba e vermiculite, 30 semi di ciascuna IL e 100
semi della cultivar controllo (E6203). Dopo I’allevamento in vivaio per 40 giorni, il trapianto ¢ stato
effettuato in campo presso 1’Azienda Sperimentale di Battipaglia del CRA — Centro di Ricerche per
I’Orticoltura. Le piante sono state allevate per fila singola, pacciamata con film PE nero, con sesto
di impianto di 0,50 m (sulla fila) x 1,70 m (interfila), per una densita d’investimento di 11.764
piante/ha. Prima del trapianto il terreno ¢ stato geodisinfestato con Geort 50 (metam sodium
biidrato puro), in fertirrigazione sotto il telo pacciamante, alla dose di 830 l/ha. L’accrescimento
determinato dei genotipi non ha reso necessario il tutoraggio delle piante, inoltre, sono state

utilizzate le agrotecniche tipiche della zona.

La sperimentazione ¢ stata effettuata adottando un disegno sperimentale completamente
randomizzato che ha previsto 10 piante per ciascuna delle 48 IL e 50 piante per il controllo (cv.
E6203): in totale, quindi, sono state allevate 530 piante. La varieta York (Nunhems) ¢ stata

impiantata ai lati ed alle estremita delle file singole, per eliminare 1’ “effetto bordo”.

La raccolta ¢ stata effettuata tra il 9 Agosto ed il 13 Agosto, quando i frutti della cv.

controllo avevano raggiunto il 100% di maturazione.

Su ciascuna pianta sono stati misurati 1 seguenti caratteri: peso della parte epigea della
pianta (in kg) (PW), produzione totale (in kg) (TY) e peso della produzione commerciale (in kg)
(RY).

Per ciascuna pianta ¢ stato raccolto un campione rappresentativo di 20 frutti maturi; in

totale sono stati sottoposti ad analisi qualitative circa 10.600 bacche mature di pomodoro.

Dei 20 frutti campionati per ogni pianta, 10 sono stati utilizzati per misurare 1 seguenti

caratteri: peso medio del frutto (in g) (FW), diametro polare (in cm) (L) e diametro equatoriale (in
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cm) (D). Cinque frutti sono stati utilizzati per valutare: colore esterno (EC) e, tagliando
trasversalmente le bacche, colore interno (IC) (usando una scala visiva da 1 = colore chiaro
tendente al giallo a 5 = colore rosso intenso), spessore del pericarpo (PER) (utilizzando una scala
visiva da 1 = minimo a 3 = massimo) e scatolatura del frutto (PUFF) (utilizzando una scala visiva
da 1 = poco scatolato a 3 = molto scatolato). Su altri 5 frutti sono stati valutati: contenuto in solidi
solubili del frutto (BRX), con un rifrattometro automatico termocompensato alla temperatura di 20

°C ed espresso in °Brix, ed il pH (pH), misurato con un pHmetro Mettler.

Dai dati ottenuti, sono stati ricavati 1 seguenti caratteri: 1’indice di forma del frutto (FS),
dato dal rapporto tra diametro polare (L) e diametro equatoriale (D) del frutto (dove valori maggiori
di I indicano una forma allungata, valori minori forma oblata, e valori vicini all’unita frutti di forma
rotondeggiante) e la produzione di solidi solubili data dal prodotto RY x BRX (BRY). In
pomodoro, come in molte altre colture, esiste una correlazione negativa tra produzione e parametri
qualitativi, quali ad esempio il contenuto in solidi solubili. Pertanto, il carattere derivato BRY
costituisce una migliore stima del contenuto in solidi solubili prodotti per unita di superficie ed ¢
direttamente correlata alla quantita di prodotto trasformato (es. concentrato di pomodoro) che puo
essere prodotto da ciascun genotipo. Un genotipo con elevata BRY sara particolarmente

interessante per I’elevata resa industriale, a parita di produzione.

Inoltre, sempre sulla base dei dati rilevati, sono stati ricavati i caratteri: biomassa della
parte epigea (BM) (in kg), ottenuto dalla somma della produzione totale e del peso della pianta

(TY+PW) ed indice di raccolta (HI), ottenuto dal rapporto TY/(PW+TY).

Infine, ¢ stato determinato il peso di 100 semi (in gr) (SW), dopo estrazione di questi da 5
bacche mature (gia utilizzate per la valutazione del pH e del contenuto in solidi solubili), lavaggio e

asciugatura a 40°C fino a peso costante.

Nel secondo anno di prova (2011), le 66 IL sono state seminate, allevate e confrontate
presso lo stesso sito di coltivazione, adottando i medesimi criteri di allevamento dell’anno

precedente. In totale, per quest’anno di sperimentazione, sono state allevate 730 piante.

Il trapianto ¢ stato effettuato il 27 aprile, mentre la raccolta si ¢ protratta dal 27 luglio al 4
agosto. I rilievi morfologici, produttivi e qualitativi hanno riguardato i seguenti parametri: peso
della parte epigea della pianta (in kg) (PW), produzione totale (in kg) (TY), produzione
commerciale (in kg) (RY), il peso medio del frutto (in g) (FW), diametro polare (in cm) (L),
diametro equatoriale (in cm) (D), colore esterno (EC) ed interno (IC) del frutto, spessore del

pericarpo (PER), contenuto in solidi solubili del frutto (BRX), scatolatura del frutto (PUFF),
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indice di forma del frutto (FS), produzione di solidi solubili (in kg) (BRY), biomassa della parte
epigea (in kg) (BM), indice di raccolta (HI).

1.2.4 Analisi statistica dei dati

L’analisi statistica dei dati ottenuti dagli esperimenti di campo ¢ stata condotta utilizzando
il programma JMP v.7.0 per Windows (SAS Institute, 2007). I valori medi dei parametri misurati
sulle IL di S. habrochaites sono stati confrontati con quelli del controllo S. /ycopersicum cv. E6203

utilizzando 1l test di Dunnett p<0,05 (Dunnett 1955).
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1.3 Risultati

1.3.1 Analisi molecolare

1.3.1.1 Analisi molecolare delle popolazioni F, derivate dalle IL e BCRIL di S.
habrochaites LA1777

Per lo sviluppo delle nuove IL di S. habrochaites contenenti singole introgressioni della
specie selvatica e/o introgressioni di minore dimensione, si ¢ reso necessario incrociare le IL o
BCRIL originarie con il parentale ricorrente (cv. E6203) per costituire generazioni F; dalle quali
sono state ottenute per autofecondazione le relative famiglie F,, successivamente analizzate; in

totale sono state seminate nove progenie F,, pari a 95 piante (Tab. 1).

Ciascuna famiglia ¢ stata genotipizzata utilizzando 1 marcatori molecolari specifici delle
regioni contenenti le introgressioni di S. habrochaites. 1’analisi molecolare, condotta utilizzando
un numero di marcatori variabile da 3 a 10 per famiglia, non ha permesso di selezionare nuove IL

rispetto a quelle gia a disposizione, a causa della mancata ricombinazione tra 1 marcatori testati.

Tab. 1. Popolazioni F, utilizzate per la MAS di nuove IL di S. habrochaites (acc. LA1777), con
indicati 1 numeri di pedigree della famiglia F,, 1 relativi cromosomi contenenti l'introgressione per
la quale ¢ stata fatta selezione positiva, il numero di piante e marcatori analizzati ed il numero di
piante selezionate.

Famiglia F, Cromosoma NP° piante N° marcatori N° piante

analizzata analizzate analizzati selezionate
10P2-3 1 16 8 2
09T10-11 2 11 10 3
09T14-3 2 4 9 2
09T10-12 2 3 10 0
10P9-3 6 4 3 1
10P14-2 8 8 5 1
09T35-7 8 17 3 7
09T36-13 10, 11 10 6 4
TA1554-1 11 22 7 8
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1.3.1.2 Analisi molecolare delle popolazioni di reincrocio

Allo scopo di procedere alla copertura delle regioni “gap”, sono state analizzate una famiglia
BC4, due famiglie BCs, cinque famiglie BCg nella prima generazione di autofecondazione (BCgF;) e

6 famiglie BC¢ nella seconda generazione di autofecondazione (BCgF3).

In totale sono state analizzate 83 piante ed utilizzati 73 marcatori; le piante selezionate sono

risultate essere 40 (Tab. 2).

Tab. 2. Popolazioni di reincrocio (BC) utilizzate per la selezione di piante contenenti alleli della
specie selvatica S. habrochaites (acc. LA1777) in corrispondenza delle regioni "gap", con indicato
il relativo numero di pedigree, di numero di piante e marcatori analizzati, il numero di piante
selezionate e il cromosoma contenente l'introgressione per la quale ¢ stata fatta selezione positiva.

Generazione Popolazione N° NP° piante N° N° piante Cromosoma
BC BC di Pedigree analizzate marcatori selezionate con regione
partenza analizzati "gap"
BC4F, 09T27-1 x 10P1 3 8 0 1
E6203
BC¢F, 09T27-3 x 10P2 6 8 1 1
E6203
BC; 09T3-1 x 10P4 11 6 3 3
E6203
BCF, 08T224-7 10P9 4 6 2 6
BCF, 08T224-8 10P10 5 6 3 6
BC, 09T5-5/7 x 10P11 3 3 2 7
E6203
BC; 08T236-11 x 10P13 1 1 7 8
E6203
BC¢F, 09T6-7 x E6203 10P14 5 7 3 8
BC,F; 08T225-10 10P16 7 5 3 9
BC,F; 08T225-17 10P17 11 5 6 9
BC,F; 08T225-12 10P18 8 5 4 9
BC,F; 08T227-2 10P20 11 4 3 12
BC,F; 08T226-1 10P21 4 6 1 12
BC,F; 08T226-11 10P22 4 3 2 12
Totale - - 83 73 40 -

Tutte le linee selezionate sono state successivamente trapiantate e, qualora necessario, sono
stati effettuati gli incroci con la cv. E6203 per continuare il programma di reincrocio assistito da
marcatori molecolari. Per i cromosomi 6 e 9, la prima e la seconda generazione di autofecondazione
delle BC¢ ha permesso di individuare 4 nuove linee di introgressione in grado di coprire parte dei
rispettivi “gap”, mentre per il cromosoma 12 ¢ stata individuata una nuova IL che tuttavia non copre
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la regione “gap” (Tab. 3, Fig. 3). Il seme di queste linee ¢ stato moltiplicato utilizzando “cages” nei

campi sperimentali di Battipaglia nel 2011.

Tab. 3. Lista delle nuove IL di S. habrochaites (acc. LA1777) nel background genetico di S.
lycopersicum (cv. E6203), sviluppate mediante MAS delle popolazioni di reincrocio (BC), con
indicazione del numero di pedigree, del cromosoma contenente l'introgressione e delle relative
dimensioni.

IL N° pedigree Cromosoma Dimensione Introgressione
(cM)
ILSH-6¢ 10P10-3 6 13,5
ILSH-9¢ 10P17-4/9 9 38,5
ILSH-9f 10P16-6 9 19,5
ILSH-9¢ 10P18-1 9 21,3
ILSH-12f 10P20-5 12 25
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Ch. 6 Ch. 9 Ch. 12

C2_At2g27090
C2_At1g70080
C2_At5g61510 C2_At2g37025

C2_At3g09920 C2_At2g32950

C2_At3g10920
C2_At3g11210

10 cM
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C2”At4g10030

C2_At5g42740
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N
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C2_At2g43360 T1190 3:’
2_At5g2262 =
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C2_At5g38530
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C2_At4g28530

C2_At3g24010

ILSH-6e

101 cM CT276

116 cM
120 cM

Fig. 3. Mappe genetiche dei cromosomi 6, 9 e 12 di pomodoro sulle quali sono riportate le regioni
“gap” (ellissi) € le nuove IL sviluppate dall’analisi di popolazioni BC,. La zona verde dell’ellissi
indica la parte della regione coperta dalle nuove linee, la parte in rosso indica la restante parte
scoperta. Alla destra dei cromosomi sono riportate in cM le posizioni dei marcatori sulla base della
mappa genetica EXPEN 2000 (www.sgn.cornell.edu).
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1.3.2  Analisi fenotipica delle IL di S. habrochaites LA1777

Per la caratterizzazione fenotipica, sono state utilizzate nel I anno di prova (2010) e nel II
anno di prova (2011), rispettivamente 48 e 66 linee di introgressione (IL) “pulite” di S.
habrochaites (acc. LA1777), a confronto con la varieta coltivata E6203. In entrambi gli anni le
prove sono state condotte preso 1’Azienda Sperimentale di Battipaglia (SA) del CRA-Centro di

Ricerca per 1’Orticoltura.

1.3.2.1 Prova condotta nel 2010

Le medie e le deviazioni standard relative ai 15 caratteri valutati sul controllo (cv. E6203)
e sulle 48 IL sono indicate nelle Tab. 4a e 5a. Nelle Tab. 4b e Sb, sono riportate, inoltre, le medie
degli stessi caratteri espresse come variazione percentuale rispetto al controllo e sono messe in
evidenza le variazioni statisticamente significative secondo il test di Dunnett (p<0,05). Nelle Fig. 4

e 5, ¢ mostrata una rappresentazione grafica dei dati riportati nelle Tab. 4b e Sb.

Di seguito sono riportati i risultati relativi a ciascun carattere.

Peso medio dei frutti (FW). Tutte le IL hanno mostrato una riduzione del peso medio dei
frutti rispetto al controllo. Variazioni statisticamente significative sono state osservate per 16 IL; la
linea ILSH-11c¢, del cromosoma 11, con un peso medio dei frutti (FW) di 42,3 g ha mostrato la
maggiore riduzione (49,1%) rispetto al controllo caratterizzato da un FW di 83,1 g; mentre la linea

ILSH-1n, del cromosoma 1, ha mostrato la minore riduzione percentuale (27,9%).

Peso della parte epigea della pianta (PW). Per questo carattere, tre IL hanno evidenziato
differenze negative statisticamente significative, comprese tra -47,3% della ILSH-12b e -65,6%
della ILSH-11c. L’unica variazione positiva ¢ stata evidenziata dalla ILSH-5d (86,9%).

Produzione totale (TY). 20 IL hanno mostrato una riduzione della produzione totale
rispetto al controllo (4,29 kg), in un range di variabilita compresa tra -25,7% per la ILSH-8d del

cromosoma 8 e -79,8% della ILSH-3c¢ del cromosoma 3.

Produzione commerciale (RY). Delle 48 IL testate, 10 hanno evidenziato una riduzione
significativa del carattere. La ILSH-3c, analogamente ai caratteri produzione totale ed indice di
raccolta, ha evidenziato la riduzione maggiore rispetto al controllo (79,3%). La linea ILSH-9a del

cromosoma 9, invece, ha fatto registrare la riduzione percentuale minore (35,2%).
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Contenuto in solidi solubili o brix (BRX). Sette IL hanno mostrato variazioni
statisticamente significative rispetto al controllo (5,73 °Brix): per le ILSH-1a, ILSH-1e, ILSH-1h e
ILSH-5d le variazioni sono state positive (da 14,8% a 15,6%); per le ILSH-1f, ILSH-2d e ILSH-7b
sono state registrate variazioni negative, comprese tra -14,9% della ILSH-7b e -27,6% della ILSH-
1f.

Produzione di solidi solubili (BRY). 10 IL hanno evidenziato variazioni significative
rispetto al controllo. Di queste, solo per la ILSH-2a del cromosoma 2 ¢ stato riscontrato un aumento
(37,2%). Per tutte le altre IL, le riduzioni registrate sono variate nel range compreso tra -34,7%

della ILSH-11c e -79,2% della ILSH-3c.

Indice di raccolta (HI). Per questo carattere, quattro IL hanno mostrato variazioni
statisticamente significative rispetto al controllo (HI=0,84), e sono risultate tutte negative. La linea
ILSH-1n del cromosoma 1 ha evidenziato la riduzione minore (12,7%), mentre la riduzione

maggiore ¢ stata osservata per la linea ILSH-3c¢ del cromosoma 3 (49,3%).

Biomassa della parte epigea (BM). 20 linee hanno mostrato una biomassa statisticamente
inferiore al controllo (5,17 kg). Le variazioni negative registrate sono risultate comprese tra 25,8%

della ILSH-5b del cromosoma 5 e 60,6% della ILSH-7d del cromosoma 7.

Spessore del pericarpo (PER). Variazioni statisticamente significative sono state registrate
per cinque IL, ed in tutti 1 casi € stato osservato un aumento dello spessore del pericarpo rispetto al
controllo, variabile tra 28,7% della ILSH-1h del cromosoma 1 ¢ 59,7% della ILSH-1e dello stesso

cromosoma.

Scatolatura del frutto (PUFF). 22 IL si sono caratterizzate per una riduzione significativa
della scatolatura, variabile nel range compreso tra 28,0% della ILSH-3c e 43,4% delle ILSH-11b,
ILSH-4m e ILSH-1b. Solo per la ILSH-9a del cromosoma 9 ¢ stato evidenziato un aumento

significativo del carattere rispetto al controllo (38,9%).

Colore esterno del frutto (EC). 30 IL hanno presentato riduzioni statisticamente
significative rispetto al controllo, con valori compresi tra 9,3% della ILSH-9c del cromosoma 9 e

50,5% della ILSH-2d del cromosoma 2.

Colore interno del frutto (IC). 24 IL hanno prodotto frutti con colore rosso
significativamente inferiore al controllo coltivato. Un range di variazione molto ampio (tra -10,8%
della ILSH-9c del cromosoma 9 e -63,9% della ILSH-2b del cromosoma 2) ¢ stato registrato

nell’espressione di questo carattere.
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Forma del frutto (FS). 13 IL hanno presentato variazioni statisticamente significative
rispetto al controllo. Per 11 IL ¢ stata osservata una variazione negativa del rapporto L/D, ossia
frutti piu rotondi rispetto al controllo, da 6,0% della ILSH-1a a 19,9% della ILSH-10c. Solo per due
IL ¢ stato registrato un aumento dell’indice di forma del frutto (ILSH-5d con 11,4% e ILSH-1c con
7,5%).

pH (pH). Variazioni statisticamente significative sono state registrate per nove linee, ed in
tutti 1 casi le variazioni sono state negative e di bassa entita (da 4,4% della ILSH-9c a 8,6% della

ILSH-2b).

Peso dei 100 semi (SW). Per 38 IL sono state evidenziate variazioni statisticamente
significative rispetto al controllo, ed in tutti i casi esse sono risultate negative (da -48,7% della

ILSH-12a a -14,1% della ILSH-6a).

44



Tab. 4a. Medie e deviazioni standard dei caratteri relativi alla produttivita valutati sulle 48 IL di S.
habrochaites LA1777 e sul controllo, nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel 2010.

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche
€] kg) (kg) (kg) (°B) (@ (kg)
ov. £6203 39 83,14 0,86 4,29 3,47 5,73 198,54 0,84 5,17
: (14,00) (0,52) (0,85) (0,84) 0,41) (49,86) (0,08) (1,07)
66,49 1,09 3,69 3,42 6,62 228,86 0,77 4,77
ILSH-1a 1 9-10 (10,84) (0,37) (0,59) (0,62) (1,03) (64,74) (0,07) (0,63)
68,57 0,44 2,99 2,95 5,09 152,99 0,88 3,40
ILSH-1b 1 10 (9,15) (0,14) (0,98) (1,02) (0,59) (70,95) (0,04) (1,14)
ILSH-1¢ 1 10 66,50 0,66 3,29 3,09 6,02 185,93 0,84 3,93
(8,48) (0,16) (0,70) 0,77) (0,48) (46,46) (0,03) (0,81)
74,12 0,76 3,41 3,31 5,78 191,61 0,81 4,14
ILSH-1d ! 9-10 (7,17) (0,15  (0,96) (0,99) (041)  (59,06)  (0,06) (1,02)
ILSH-1e 1 9 72,86 0,75 3,96 3,86 6,62 255,83 0,85 4,69
(7,96) (0,26) (0,62) (0,64) (0,24) (45,94) (0,05) (0,8)
ILSH-1f 1 9 59,48 0,47 3,09 3,09 4,15 129,21 0,87 3,56
(8,73) (0,14) (0,89) (0,90) (0,75) (49,44) (0,04) (0,86)
58,83 0,93 3,22 2,97 6,62 196,75 0,78 4,15
ILSH-1h 1 10 (7,86) (0,26) (0,93) (0,61) (0,60) (41,59) (0,02) (0,85)
ILSH-1n | 10 59,96 0,76 2,18 1,74 5,89 101,32 0,73 2,94
(15,54) 0,27) (0,56) (0,78) (0,48) (46,08) (0,1) (0,83)
61,56 1,04 4,62 4,57 6,16 272,41 0,77 5,66
ILSH-2a 2 9-10 (1926) (045 (2,01) (2,04) (1,02)  (12493) (021) (0,82)
53,09 0,53 2,30 2,20 6,09 132,45 0,81 2,83
ILSH-2b 2 9-10 230)  (0.17) (050) (0.53) (045)  (2443)  (0.04) (0.8)
64,48 0,73 426 410 550 226,63 086 4,96
ILSH-2¢ 2 10 (4,66) (0,19) (0,87) (0,89) (0,84) (70,96) (0,02) (0,79)
53,01 0,46 2,86 2,80 4,54 126,40 0,86 3,31
ILSH-2d 2 78 (4,98) 0,11) 0,77) (0,74) (0,28) (30,33) (0,03) (0,77)
56,37 0,98 2,43 1,99 6,25 123,85 0,76 3,27
ILSH-3a 3 10 8.88)  (021) (0.6) (0.88) (038)  (5596) (0.1)  (0.76)
LSH.3c 3 0 53,97 120 08 072 578 4136 043 2,05
(6,52) (0,42) (0,33) (0,28) (0,90) (18,02) (0,14) (0,74)
64,86 0,54 3,54 3,42 5,37 184,07 0,88 4,05
ILSH-3¢ 3 10 (1587)  (038) (1,59) (1,45) (0,50)  (77.61) (0,05  (1,93)
63,81 0,92 3,40 330 590 19375 0,79 429
ILSH-4c 4 9 (11,94) (0,34) (1,41) (1,37) (0,63) (78,4) (0,03) (1,67)
67,89 088  3.80 357 634 226,09 081 4,68
ILSH-4e 4 10 (5.90) (025 (1,12) (1,16) (0,54)  (7598)  (0,04)  (1,30)
ILSH-4h 4 10 67,17 0,68 3,49 3,35 5,54 185,16 0,84 4,17

(6,48) 0,26)  (0,79)  (0,75)  (0,39) (41,36)  (0,05)  (0,94)
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Tab. 4a - continua

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche

(8) kg) (kg (kgy (B) (8) (kg)
{LSH-Am ! 510 600 (036 (b (1) 086 B 00 (3D
LSt : 10 OO O ©OI) O ©4) G113 00 099
LSH-3b > 10 (657,’826) (00:2695) ((i§217) ((iélj) (05,,6209) (14695,21891) ((gb835) (03,’98(f)
LSt : ? 1636 04 (2 O 0D @9 009 (D
LSt : 510 1035 03 1 05 0%  @0i6 0o (103
LSt > 10 Oxn  ©a) A1) D) 0B (s 0 ()
LSH-6a ¢ 10 E8) 025 069 O 076 @I 009 05
fLSH-6e ¢ 10 (Tiﬁi) (00,’3747) ((;‘,’73:) ((i,7123) ((ig(?) (25263,’8545) ((?,6877) (15,,0063)
LStTa 7 10 ‘Egg; (00,73810) (03,’92;; (02,7995) (os,f38) (16737,613()) ((?,’1719) ((;‘,790;
LSH-7 7 5 €% 018 (ih (1) O3  Goh 00 03
LSt7d 7 o8 S1% 029 O i) O3 0431 001 089
LSt 7 59 G602 O 010 O @ 00 099
LSt ; 59 4120 O3 O ©5 0  Gos 008 (i
fLSti-Se ’ 10 (471?;91(1)) (00,71593) (13,’21;) (13,7205) (05,77232) (1557%21056) ((?,6826) (13,216)4
1LSH-8d ’ 0 (585,3879) (00,’2682) (03,’8159) (02,’7989) (05,’50(3 (14541,1()33) (00,’08:) (13,6739)
(LSt-se ’ 10 (Z?Zg) (00,,1743) ((i,7057) (03,’8353) (()5,’7556) (15%15,’7637) (0.25()835) ((;t’8709)
LSt ’ 710 (Zéi(;g) (00,;195?) (02,’6565) (02,’7245) (06,£16) (1338‘;138) ((?,’1715) (03,566)
ILSH-9b 9 9 63,87 0,62 3,29 3,17 5,64 178,90 0,86 3,85

(4,53) (0,30) 0,41) (0,40) (0,26) (22,49) (0,06) (0,62)
fLSH-5e ? 10 SO 03 09 ©7) ©F @ 00n (i)
ESH-A0b 10 8 1439 @1 05 038 05 059 00 o8
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Tab. 4a - continua

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche
(2 kg) (kg (kg) (°B) (2 (kg)

105,33 0,53 2,73 2,40 6,05 144,37 0,85 3,26

ILSH-10¢ 10 8 (104,56) (0,35) (0,95) (0,82) (0,35) (46,40) (0,07) (1,23)
LST-10d 10 ? 75 0 055 0% 05 (04 00 (2D
LSH-AOE 10 10 579,1897) (0(),3776) (()3,?6()) ((i’7097) ((i’si?) 1(282(3))9 ((26852) (11’1136)
LSH-AO: 10 10 G 04 ©J6 0% 03 G5n 0B 0
LSt ! 10 GB30)  (01® OO O3 08 @l 005 @b
{LSH-AT 8 10 G 02 O 08 0 @i 00 0
fhst-tle ! 910 GE) 015 08 08 ©%) 09 0% 05
LStz = 10 Gin 03D O3 O O  Gisy 1) 0o
LSH-A20 = 10 63 O3 (0 (b O  (56h 009 (3h
ILSH-12d 12 9-10 67,27 0,74 3,95 3,92 5,24 206,88 0,84 4,69

(10,93) (0,34)  (0,99) (1,01) (0,44) (60,77)  (0,09)  (1,01)

FW = peso medio del frutto, PW = peso della parte epigea della pianta, TY = produzione totale, RY = produzione commerciale, BRX
= contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi solubili, HI = indice di raccolta, BM = biomassa della parte epigea
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Tab. 4b. Medie dei caratteri relativi alla produttivita valutati sulle 48 IL di S. habrochaites nella prova
sperimentale condotta a Battipaglia nel 2010, espresse come variazione percentuale rispetto al controllo.

Linea Crom. FW% PW% TY% RY% BRIX% BRY% HI% BM%

ILSH-1a 1 20,02 26,87 -14,01 -1,50 15,57 15,29 7,87 7,72
ILSH-1b 1 17,53 -49,10 30,23 -15,02 11,19 22,93 5,06 34,19
ILSH-1c 1 20,01 23,26 23,36 -11,07 5,06 6,33 0,46 24,06
ILSH-1d 1 -10,85 11,11 20,44 458 0,83 3,47 3,13 -19,84
ILSH-1e 1 -12,36 -12,40 7,77 11,24 15,47 28,88 0,66 9,22
ILSH-1f 1 28,46 45,64 27,97 11,02 27,57 34,91 3,15 31,24
ILSH-1h 1 2925 8,14 24,94 -14,29 15,53 0,88 7,64 -19,81
ILSH-1n 1 27,88 11,63 4923 49,91 2,79 -48,96 -12,66 43,17
ILSH-2a 2 25,95 20,93 7,69 31,67 7,43 37,23 -8,10 9,48
ILSH-2b 2 36,14 -38,08 46,33 -36,60 6,24 3327 3,17 4521
ILSH-2¢ 2 22,45 -14,99 -0,75 18,03 4,01 14,17 2,38 4,15
ILSH-2d 2 36,24 46,84 33,40 1931 20,72 36,32 2,80 -36,06
ILSH-3a 3 32,20 1421 4326 42,71 9,08 -37,61 9,86 -36,71
ILSH-3¢ 3 -35,08 39,79 79,85 79,31 0,83 79,16 4933 -60,28
ILSH-3e 3 21,99 -36,98 -17,58 -1,56 -6,28 7,27 4,75 21,59
ILSH-4c 4 2325 727 20,86 -4,90 2,97 -2,40 6,37 -16,97
ILSH-4e 4 -18,34 2,84 11,42 2,91 10,72 13,90 3,75 9,43
ILSH-4h 4 19,21 20,47 -18,65 334 3,32 6,72 -0,18 -19.42
ILSH-4m 4 22,03 14,47 -15,15 3,94 0,25 4,74 -0,58 -15,45
ILSH-5a 5 -16,18 3,26 -0,56 14,18 0,70 14,66 -1,72 0,46
ILSH-5b 5 -18,86 24,19 23,68 -9,80 7,68 16,47 1,27 25,80
ILSH-5¢ 5 -14,89 8,72 -30,77 22,05 4,06 -20,95 9,71 24,71
ILSH-5d 5 37,21 87,86 23,80 55,94 14,80 49,15 20,52 5,52
ILSH-5¢ 5 -14,90 17,44 -3,08 18,44 3,32 12,99 3,04 -5,84
ILSH-6a 6 -18,92 32,56 -19,72 -8,65 6,98 -15,54 2,13 22,17
ILSH-6¢ 6 21,54 -10,08 1,00 19,08 -5,93 12,61 3,59 2,77
ILSH-7a 7 43,50 -6,46 24,53 -13,99 2,58 -10,78 5,65 21,81
ILSH-7b 7 -18,96 -12,50 -15,68 -1,30 -14,92 -17,30 1,04 17,36
ILSH-7d 7 42,78 2,91 73,19 74,14 12,78 -70,95 34,14 -60,64
ILSH-7f 7 41,39 -12,66 27,01 -14,83 6,53 20,07 3,36 2491
ILSH-8a 8 17,97 20,93 -19,46 -12,03 -8,60 -19,51 0,26 20,02
ILSH-8¢ 8 -5,09 38,84 26,71 11,12 -8,90 20,37 2,63 29,52
ILSH-8d 8 32,77 27,44 25,73 -13,78 -12,04 23,91 0,43 26,65
ILSH-8e¢ 8 -15,05 -15,41 5,22 418 2,92 6,46 0,96 7,42
ILSH-9a 9 -14,61 4,94 -40,50 -35,23 5,80 -32,40 -10,33 33,17
ILSH-9b 9 23,18 2824 2321 -8,60 -1,52 9,88 2,55 25,50
ILSH-9¢ 9 -41,05 -29.88 29,46 24,09 -1,40 -24,50 0,90 -30,04
ILSH-10b 10 -15,61 9,30 38,58 -40,06 13,66 31,89 8,13 -33,95
ILSH-10c 10 26,69 -38,18 36,32 -30,74 5,58 2727 1,34 -36,88
ILSH-10d 10 17,83 5,94 29,04 8,23 2,27 5,39 2,78 7,37
ILSH-10f 10 27,99 11,89 20,75 11,43 5,95 -16,33 2,09 -19,62
ILSH-10i 10 -13,67 -3,02 38,41 -29,05 7,16 23,69 7,14 -34,58
ILSH-11a 11 -17,65 31,16 21,07 -13,95 12,22 24,64 2,81 2429
ILSH-11b 11 25,68 -36,69 52,14 42,17 -10,61 -47.81 7,11 -49.75
ILSH-11¢ 11 -49,08 65,63 42,29 -30,90 4,40 34,70 7,11 46,74
ILSH-12a 12 -48,89 27,67 -45.50 -40,58 5,41 -36,59 5,67 42,75
ILSH-12b 12 -16,71 47,29 24,16 6,63 11,19 17,25 5,78 28,30
ILSH-12d 12 -19,08 -14,19 -7,88 13,08 -8,55 422 -0,07 9,28

FW = peso medio del frutto, PW = peso della parte epigea della pianta, TY = produzione totale, RY = produzione commerciale, BRX =
contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi solubili, HI = indice di raccolta, BM = biomassa della parte epigea
In rosso sono indicate le variazioni statisticamente significative secondo il test di Dunnett (p<0,05).
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Fig. 4. Rappresentazione grafica delle medie dei caratteri relativi alla produzione valutati
sulle 48 IL di S. habrochaites LA1777 nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel 2010,
espresse come variazione percentuale rispetto al controllo. Le barre in nero indicano una differenza
statisticamente significativa secondo il test di Dunnett (p<0,05). FW = peso medio del frutto, PW =
peso della parte epigea pianta, TY = produzione totale, RY = produzione commerciale, BRX =
contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi solubili, HI = indice di raccolta, BM

= biomassa della parte epigea.
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Tab. Sa. Medie e deviazioni standard dei caratteri fenotipici misurati alla raccolta e dei caratteri
relativi alla qualita del frutto valutati sulle 48 IL di S. habrochaites LA1777 e sul controllo, nella
prova sperimentale condotta a Battipaglia nel 2010.

Genotipo  Crom. No. di PER PUFF EC IC FS pH SW
repliche
(1-3) (1-3) (15 (15 (L/D) (8)
cv. B6203 39 ((1):2;) (ézég) (gzg) (3235 ((1)2(1)2) (g:ﬂ) (8232)
ILSH-1a ! 9-10 (3}313) ((1):2(7)) (3:?47‘) (g:g(s)) ((1):82) (gfg) (823%)
ILSH-1b ! 9-10 (3232) ((l)éé) (3:(1)2) (?ﬂgé) ((1):(1)2) (gﬁ) (&égg)
ILSH-1c L 8-10 (3:(2)2) (?):é(l)) (352) (322451) ((1):8;) (gfg) (823%)
sl S0 G osh @) om0 o1 o
ILSH-1e L ? (3}6&) «ﬂigﬁ) (éﬂ) (?):g?)) ((1):31) (gf(l)) (823230
ILSH-1f 1 ? (é:gg) (5333) (3:(1)2) (3:(1)2) ((1):(1)2) (gﬁ) (823?5))
ILSH-1h ! 9-10 (32;451) ((I)ZZ?) (322401) (3%) ((1)25471) (gﬁ;) (8232)
ILSH-1In ! 10 (32;8) ((l)ftf) (322(5)) (3352) ((1):(1)3) (3253) (82332)
nSHa 2 S0 Gk s om0 0oh 0 00
ILSH-2b 2 9-10 (éﬁg) ((1):431481) (éﬁg) ((l)ﬁg) (823491) (g:gg) ?030139)
ILSH-2¢ 2 9-10 ((1):4912) ((l)ftg) (3:;2) (32?‘;) ((1):(1)410 (3:?;) (82323)
ILSH-2d 2 7-8 <$j§§) ((1):?1(1)) ((l)ﬁg) ((l)ﬁg) ((1):8; (3:}2) (823?2)
ILSH-3a 3 10 ((1):‘3% &Z) (gjg) (Sjg) ((l)ﬁg) (40’?21) (833?;)
ILSH-3c 3 ? ((1):;3) (éigg) (36?34) (36,536) ((1):(1)2) (3241‘;) (823(1)43&)
ILSH-3e 3 10 ((1):33) ((1):22) ((3):22) (fﬁ% ((l):gg) (gﬁg) (&éig)
ILSH-4c 4 ? ((1)22(83) (&23) (gﬁ% (3% ((1):8;) (3:}2) (82322)
ILSH-4e 4 9-10 ((1):;2) (éﬁg) (33?) (3:22) ((1):(1)2) (3:?5‘) (83332)
LSt , 0 1,75 1,80 3.65 3,70 1,17 431 0,309

(0,26) (0,26) (0,24) (0,35) (0,02) (0,11) (0,022)
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Tab. 5a - continua

Genotipo  Crom. No. di PER PUFF EC IC FS pH SwW
repliche
(1-3) (1-3) (1-5 (15 (L/D) (8)
ILSH-4m 4 8-10 ((l)zgg) ((l)ﬁé) 5232) (3333) (538% (gfg) (83331)
ILSH-5a 5 s (gﬁg) (522(7)) (éﬁg) (333% ((1):(1)5) (32?2) (82335)
ILSH-5b 5 8-10 ((1):23) ((l)zgi) (3:421;) (323253) ((1)232) (gfi) (8:(2)22)
wsHse s S ok o o2 s 00y oo oo
ILSH-5d 5 8-10 ((1):2) ((1):471421) (3}3;3) (3:;13) ((1):%?)) (gf)é) (8:(3)(3)5)
ILSH-5¢ 5 9-10 (3:2(1)) ((1)22(7)) (3:;2) (&ig) ((1):(1);) (gﬂ) (8232)
ILSH-6a 6 10 (éﬁi) ((2):23) (gﬁ?) ((3):52) ((1):82) (gfg) (0020933)
ILSH-6c 6 10 G4 65 O O O O 0o
ILSH-7a 7 9-10 ((1):;; ((l):g(s)) (S;Ié) (3222) ((1):(1)431) (32?2) (%;Z)
ILSH-7b 7 8 ((1)212) ((l)ﬁg) (3:;3) ((3):;3) ((1):(1)5) (gﬁi) (8332?)
ILSH-7d 7 6-8 ((1)222) (3222) (gﬁg) (3}512) (é:(l)é) (32(1)8) (&322)
wsur 7 9 o o am G 6n 6 o
ILSH-8a 8 89 €% G  Ow  ©1% o 0 029
ILSH-8c 8 10 O 0% 0% 029 ©m  Gh 0o
ILSH-8d 8 9-10 ((I)ﬁ?) ((l)gg) ((3):431?) (3§3) ((1):(1)2) (gﬁi) ?6,20829)
ILSH-8e 8 o-10 (ﬁjg) (éfé) (32%) (333% ((1):(1);) (3:%) (&gg;)
ILSH-9a 9 7-10 ((1):?2) (328(0)) (ng) (?)Z;Z) ((1):82) (3252) (8232%13)
ILSH-9b 9 ? ((l)ﬁg) (gﬁg) ((3):32) (3§§> ((l):g) (gﬁ(l)) (&égg)
ILSH-9¢ 9 9-10 ((l)zgg) éﬁ% (323(1)) (33§3> ((1):82) (gjﬂ) (%gi)
ILSH-10b 10 8 ((1)222) (3383) (32?3) (gﬁg) ((1)23;) (323) (8:(3)33)
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Tab. 5a - continua

Genotipo  Crom. No. di PER PUFF EC IC FS pH SW
repliche

(1-3) (1-3) (1-5 (15 (L/D) (8)
ILSH-10¢ 10 8 (3% (ég) (3222) (éfﬁ) (833% (gﬁg) (833%)
ILSH-10d 10 9 ((1):23) (522) (36,9;; (gﬁg) ((1):(1)(5)) (32?‘7‘) (82322)
ILSH-10f 10 10 (3:(5)8) ((l)zgg) (322) (32?47‘) ((l)z(l)i) (g:ﬁ) (06,20631)
WSHA0E 10 B0 02e o ©19  ©39 009 019 ©0o9)
ILSH-11a 1 10 (32(3)2) ((1):4713) (3:;51) (3:471(2)) ((1):(1)2) (gﬁé) (&éég)
ILSH-11b 11 9-10 (20’?50) ((ﬁé) (Séz) (3222) ((1):(1);) (323?) (82352)
wsidle 1 G100y o 020 036 00 015 0o
ILSH-12a 12 9-10 (&g) «ﬁﬁ) (3:38) (3:;1)) ((1):(1)2) (32?1;) (8:(1)2)
ILSH-12b 12 10 ((1)235) ((1):;13) (3%) (3:(1)% ((1):(1)3) (324112) (&gi)
ILSH-12d 12 9-10 ((1):22) (5122) (3:88) ((3):;451) ((1):82) (g:ﬁ) ?6,20732)

PER = spessore del pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del frutto, FS = forma
del frutto; SW = peso dei 100 semi
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Tab. Sb. Medie dei caratteri fenotipici misurati alla raccolta e dei caratteri relativi alla qualita del
frutto, sulle 48 IL di S. habrochaites LA1777 nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel
2010, espresse come variazione percentuale rispetto al controllo.

Linea Crom. PER% PUFF% EC% IC% FS% pH% SW%
ILSH-1a 1 43,05 -22,84 5,19 4,99 -5,99 2,85 -7,19
ILSH-1b 1 6,45 -43,42 -18,52 -15,43 0,48 -1,59 -27,89
ILSH-1c 1 22,75 2,78 -5,33 1,05 7,30 6,08 26,28
ILSH-1d 1 16,43 2,88 -8,15 -3,76 -1,45 1,61 -9,28
ILSH-1e 1 59,68 -11,27 -28,89 -23,45 7,54 2,08 -17,70
ILSH-1f 1 -2,69 -30,56 -18,33 -19,62 -0,22 0,14 -35,57
ILSH-1h 1 28,74 -23,61 -20,00 -14,70 1,91 0,91 -25,99
ILSH-1n 1 25,75 -37,50 -25,33 -26,51 -1,74 -6,35 -15,01
ILSH-2a 2 16,43 -25,41 -5,19 -5,22 -6,38 -2,65 -19,94
ILSH-2b 2 12,28 -36,34 -50,00 -63,91 -14,24 -8,59 -6,61
ILSH-2¢ 2 16,43 -35,70 0,74 3,53 -3,57 -3,15 -17,47
ILSH-2d 2 -5,90 -30,56 -50,48 51,26 8,82 -6,12 -18,84
ILSH-3a 3 -13,17 -18,98 -12,00 -13,39 4,43 -0,05 -17,76
ILSH-3c 3 -16,83 -27,98 -8,15 -6,68 3,04 0,10 -14,31
ILSH-3e 3 -4,19 -14,35 1,33 -2,89 -10,26 -1,34 -25,69
ILSH-4¢ 4 -10,18 -10,30 0,00 -3,22 -6,96 -5,07 -24,20
ILSH-4e 4 6,45 -40,84 2,22 6,45 3,86 -3,91 -18,50
ILSH-4h 4 4,79 -16,67 -2,67 -2,89 1,74 -2,34 -9,58
ILSH-4m 4 13,11 -43,42 -0,74 3,53 -7,83 -3,33 -30,53
ILSH-5a 5 43,71 -7,41 -12,00 -2,89 -3,04 -0,45 -23,30
ILSH-5b 5 16,77 -37,50 -13,33 -6,82 4,00 -1,11 -17,91
ILSH-5¢ 5 8,53 1,62 113,33 16,34 2,50 -1,50 2424
ILSH-5d 5 9,78 -20,27 -9,63 -9,59 11,40 -2,17 -9,71
ILSH-5¢ 5 19,76 -12,04 0,00 -0,26 -3,48 -1,02 -32,37
ILSH-6a 6 16,77 22,69 -17,33 -14,70 -0,39 -3,02 -14,11
ILSH-6¢ 6 7,78 9,72 2133 -18,64 1,39 2,83 28,62
ILSH-7a 7 -20,16 -30,56 -17,04 -12,51 -2,13 -0,60 -30,64
ILSH-7b 7 4,79 -30,56 -15,00 -16,34 -2,83 -1,42 -13,38
ILSH-7d 7 12,28 -4,51 -5,00 -8,14 -2,61 -5,64 -1,06
ILSH-7f 7 -0,20 -38,27 -18,52 -15,43 2,61 0,23 -26,95
ILSH-8a 8 19,76 21,53 3333 32,74 4,46 1,30 27,96
ILSH-8¢ 8 1,80 -30,56 -12,00 -13,39 -2,35 -2,49 -19,44
ILSH-8d 8 10,78 -18,98 -10,67 -8,14 0,00 -2,24 -15,23
ILSH-8e 8 27,25 -33,45 -11,67 -8,14 -3,26 -3,09 -21,71
ILSH-9a 9 16,02 38,89 -8,33 -16,34 -5,59 -5,84 -17,74
ILSH-9b 9 11,21 5,82 -10,48 11,89 1,74 2,30 22,83
ILSH-9¢ 9 13,77 -30,56 -9,33 -10,76 -8,70 -4.,44 -28.,85
ILSH-10b 10 12,28 -7,41 -21,67 -14,70 4,84 -1,33 -3,69
ILSH-10c 10 -0,20 23,46 24,44 25,63 -19,86 0,57 -13,10
ILSH-10d 10 16,43 2,88 5,19 2,07 -3,96 -1,51 -12,40
ILSH-10f 10 19,76 -35,70 -3,70 3,53 -0,10 -1,84 -23,66
ILSH-10i 10 1,80 23,61 21,33 -14,70 0,78 1,59 4,53
ILSH-11a 11 22,75 -18,98 -10,67 -2,89 0,87 -2,22 -37,80
ILSH-11b 11 19,76 -43.42 -11,11 -3,76 -3,57 0,38 -35,60
ILSH-11¢c 11 -0,20 -40,84 0,74 -0,85 -13,91 -5,82 -32,44
ILSH-12a 12 29,74 -40,84 -6,67 -18,64 -0,35 -2,95 -48.,69
ILSH-12b 12 6,45 -33,13 -15,56 -19,80 -1,55 1,11 -18,49
ILSH-12d 12 10,78 6,48 -20,00 -17,32 -4,87 0,11 -20,34

PER = spessore del pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del frutto,
FS = forma del frutto, SW = peso dei 100 semi
In rosso sono indicate le variazioni statisticamente significative secondo il test di Dunnett (p<0,05).
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Fig. 5: Rappresentazione grafica delle medie relative ai caratteri fenotipici e di qualita
valutati sulle 48 IL di S. habrochaites LA1777 nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel
2010, ed espresse come variazione percentuale rispetto al controllo. Le barre in nero indicano una
differenza statisticamente significativa secondo il test di Dunnett (p<0,05). PER = spessore del
pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del

frutto, FS = forma del frutto, pH = pH, SW = peso dei 100 semi.
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1.3.2.2 Prova condotta nel 2011

Le medie e le deviazioni standard relative ai 13 caratteri valutati nel 2011 sulle 66 IL e sul
controllo (cv. E6203) sono indicate nelle Tab. 6a e 7a. Nelle Tab. 6b e 7b, sono riportate, invece,
le medie degli stessi caratteri espresse come variazione percentuale rispetto al controllo e sono
messe in evidenza le variazioni statisticamente significative secondo il test di Dunnett (p<0,05).

Nelle Fig. 6 e 7, ¢ mostrata una rappresentazione grafica dei dati riportati nelle Tab. 6b e 7b.

Peso medio dei frutti (FW). 33 IL hanno mostrato una riduzione significativa del peso
medio dei frutti rispetto al controllo. La variazione ¢ stata registrata in un range compreso tra -

17,1% della ILSH-4h del cromosoma 4 ¢ -49,8% della ILSH-2g del cromosoma 2.

Peso della parte epigea della pianta (PW). Per questo carattere, sei IL hanno evidenziato
differenze positive statisticamente significative, comprese tra 82,2% della ILSH-3a (cromosoma 3)

e 148,9% della linea ILSH-5d (cromosoma 5).

Produzione totale (TY). Nove IL hanno mostrato una riduzione della produzione totale
rispetto al controllo (3,30 kg), in un range di variabilita compresa tra il 40,3% della ILSH-1b del
cromosoma 1 ed il 53% della ILSH-2f del cromosoma 2.

Produzione commerciale (RY). Delle 66 IL testate, 13 hanno evidenziato una riduzione
significativa del carattere. La ILSH-2g, analogamente al carattere HI, ha evidenziato la riduzione
maggiore rispetto al controllo (66,5%). La linea ILSH-2b del cromosoma 2, invece, ha fatto

registrare la riduzione percentuale minore (39,5).

Contenuto in solidi solubili o brix (BRX). 17 IL hanno mostrato variazioni statisticamente
significative rispetto al controllo (5,13 °Brix) e sono risultate tutte positive: da 15,8% della ILSH-5¢

del cromosoma 5 a 33,9% della ILSH-2f del cromosoma 2.

Produzione di solidi solubili (BRY). 10 IL hanno evidenziato variazioni significative
rispetto al controllo e sono risultate tutte negative, con valori compresi tra 38,2% della linea ILSH-

Ib (cromosoma 1) e 57,5% della ILSH-2g (cromosoma 2).

Indice di raccolta (HI). Per questo carattere, 13 IL hanno mostrato variazioni
statisticamente significative rispetto al controllo (HI=0,88), e sono risultate tutte negative; in
particolare, le linee ILSH-6b (cromosoma 6) e ILSH-10b (cromosoma 10) hanno entrambe
evidenziato la riduzione minore (11,4%), mentre per le linee ILSH-2f e ILSH-2g del cromosoma 2

la riduzione dell’HI ha raggiunto la diminuzione maggiore (30,7%).
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Biomassa della parte epigea (BM). Tre linee hanno mostrato una biomassa statisticamente
inferiore al controllo (3,75 kg). Le variazioni registrate sono risultate comprese tra -37,6% della

ILSH-6a del cromosoma 6 ¢ -44,8% della ILSH-12a del cromosoma 12.

Spessore del pericarpo (PER). Variazioni statisticamente significative sono state registrate
per 12 IL, ed in tutti i casi ¢ stata osservata una riduzione dello spessore del pericarpo rispetto al

controllo, variabile tra 23,3% della linea ILSH-6a del cromosoma 6 e 43,2% della ILSH-11c¢ del

cromosoma 11.

Scatolatura del frutto (PUFF). 12 IL hanno registrato variazioni significative rispetto al
controllo; in particolare per nove linee il carattere ¢ diminuito rispetto al controllo (da 30,6% della
ILSH-4h a 41,0% della ILSH-6d), mentre per altre tre linee si sono avuti frutti piu scatolati con
incrementi del carattere compresi tra il 35,4% della ILSH-10c del cromosoma 10, ed il 48,1% della

ILSH-9a del cromosoma 9.

Colore esterno del frutto (EC). 13 IL hanno registrato variazioni significative rispetto al
controllo, nello specifico per nove IL il carattere ¢ diminuito rispetto al controllo (dal 15,6% della
ILSH-12b al 47,0% della ILSH-2d), mentre per altre tre linee si sono avuti frutti di colore rosso piu
intenso con un incremento dal 14,8% della ILSH-10m al 31,2% della ILSH-7d.

Colore interno del frutto (IC). 17 linee IL hanno registrato variazioni significative rispetto
al controllo. Per nove di queste si ¢ evidenziato un colore interno meno intenso, variabile tra -14,6%
delle linee ILSH-1f e ILSH-8a ¢ -64,6% della linea ILSH-2b. Per le altre otto linee ¢ stata osservata
una colorazione rossa piu intensa, con incrementi variabili tra il 14,6% della linea ILSH-5¢ del

cromosoma 5 ed il 23,8% della ILSH-6b del cromosoma 6.

Forma del frutto (FS). 18 IL hanno presentato variazioni statisticamente significative
rispetto al controllo. Per 16 IL ¢ stata osservata una variazione negativa, ossia frutti piu rotondi
rispetto al controllo (da -6,2% della ILSH-1g del cromosoma 1 a -14,7% della ILSH-2b del
cromosoma 2). Per le altre due IL ¢ stato registrato un aumento del rapporto L/D (7,0% per la linea

ILSH-1e del cromosoma 1 e 9,0% della linea ILSH-5d del cromosoma 5).

58



Tab 6a. Medie e deviazioni standard dei caratteri relativi alla produttivita, valutati sulle 66 IL di S.
habrochaites LA1777 e sul controllo nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel 2011.

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche

(@ (kg) (kg (kg) (°B) €] (kg)

74,51 0,45 3,30 2,96 5,13 150,89 0,88 3,75
cv. £6203 42-43 ©21)  (0.16) (0.98) (0.96) (0.59) (496) (0.03) (1.10)
64,22 0,63 2,76 2,33 6,40 148,32 0,81 3,39
ILSH-1a 1 7-8 646) (0,15 (0.68) (0,52) (0.29) (2.98) (0,05 (0,74)
61,53 0,32 1,97 1,77 5,23 93,35 0,86 2,28
ILSH-1b ! 10 (1234)  (0.12)  (0.48) (0.39) (0.71) (2.61) (0,02) (0.59)
ILSH-1¢ 1 7 56,67 0,44 2,30 1,89 6,34 119,46 0,84 2,74
(6,86) (0,16) (0,70) (0,68) (0,75) (4,33) (0,04) (0,80)

ILSH-1d 1 7 58,62 0,53 2,59 2,27 5,96 132,60 0,81 3,12
975  (021) (0,98) (121) (0,63) (7,02) (0,12) (0,89

ILSH-1c 1 7 67,98 0,61 3,37 2,78 6,70 182,42 0,83 3,98
(7,68) (0,23) (1,62) (1,53) 0,41) (9,80) (0,06) (1,83)

ILSH-1f 1 3 61,11 0,36 2,55 2,45 5,08 125,57 0,88 291
(9,68) (0,15) (0,68) 0,57) 0,77) (3,71) (0,04) (0,76)

ILSH-1 1 9 61,54 0,45 2,85 2,68 5,64 148,58 0,86 3,30
g (724)  (020) (118) (1,10) (0.80) (590) (0.05) (1.31)

49,29 0,77 2,47 1,83 6,74 122,51 0,74 3,24
ILSH-Th ! 6-7 ©43) (0,19 (109 (081) (0.68) (54) (0.12) (1.16)
ILSH-1i | 7 66,37 0,49 2,61 2,38 6,11 145,53 0,84 3,10
(7,19) 0,11) (0,53) (0,54) (0,31) (3,61) (0,05) (0,50)

80,10 0,51 3,57 3,23 5,88 191,44 0,88 4,08

ILSH-11 1 67 (12,36) 0,21) (1,26) (0,89) (0,54) (5,39) (0,02) (1,44)
62,71 0,66 2,20 1,74 5,15 103,58 0,77 2,86

ILSH-In ! 4-3 636) (025 (0,77) (0,62 (0,19 (1,17) (0,01) (1,01)
4718 059 19 1,79 58 10271 0,75 2,55

ILSH-2b 2 8 (4,10) (0,14) 0,77) (0,74) (0,38) (3,78) (0,11) (0,73)
59,59 0,57 3,50 3,03 5,45 163,65 0,86 4,07

ILSH-2¢ 2 6-7 667) (009 (0.66) (0.75) (039 (407) (0.03)  (0.7)
51,36 0,55 3,27 2,85 5,48 156,28 0,85 3,82

ILSH-2d 2 6 (7,62)  (0.11) (0.88) (0.82) (0.69) (4.93) (0.04) (0.94)
3840 095 1,55 118 687 8132 061 249

LSH-2f 2 ! 830)  (038) (071) (0.50) (034  (35)  (0.09) (100)
37,41 1,11 1,60 0,99 6,36 64,13 0,61 2,72

ILSH-2g 2 3 (11,63) (0,94) (0,68) (0,51) 0,77) (3,74) (0,13) (1,51)
5986 051 347 304 536 15982 087 398

ILSH-2h 2 7 @18)  (0.19) (129) (1.01) (047) (429) (0.03) (1.46)
56,46 0,82 253 188 623 11565 0,74 335

ILSH-3a 3 7 (7,85) (0,43) (1,36) (1,25) (0,33) (7,24) (0,08) (1,64)
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Tab. 6a - continua

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche

(2) (kg) (kg) (kg) (°B) (g) (kg)

66,59 0,6 2,69 2,24 5,68 126,07 0,81 3,29

ILSH-3b 3 6 (9,48) (0,16) (0,78) (0,72) (0,44) (3,78) (0,03) (0,90)
48,90 0,89 1,83 1,42 5,95 82,62 0,65 2,72

ILSH-3¢ 3 6 (8,41) (0,33) (0,97) (0,80) (0,38) (4,48) (0,12) (1,17)
76,15 0,81 4,36 3,83 5,63 214,52 0,85 5,16

ILSH-3d 3 7 @05 (037) (139) (L18) (038) (595  (0.03) (L.73)
ILSH-3¢ 3 6 69,39 0,49 3,00 2,70 5,68 151,62 0,86 3,49

(5,74) (0,05) (0,75) (0,60) (0,48) (2,59) (0,03) (0,77)

40,06 0,46 2,00 1,73 5,87 98,81 0,80 2,46

ILSH-3g 3 7 (18,04) (0,17) (0,68) (0,61) (0,58) (3,07) (0,05) (0,79)
ILSH-3i 3 3 62,03 0,59 3,82 3,12 5,31 164,56 0,87 441

(11,52) (0,21) (0,56) (0,92) (0,40) (4,41) (0,04) (0,66)

58,46 0,63 2,40 2,20 5,90 128,81 0,80 3,03

ILSH-4c 4 6 833) (019 (04) (04) (04) (175  (0.04) (0.55)
72,96 0,59 4,02 3,54 5,53 195,99 0,87 461

ILSH-4e 4 78 8.68)  (0.14) (109 (099 (0.56) (55  (0.03) (12)
61,77 0,45 2,85 2,54 5,99 151,30 0,86 3,30

ILSH-4h 4 8 (6,76) (0,14) (0,79) (0,75) (0,27) (4,06) (0,04) (0,89)
63,65 0,98 2,56 2,07 6,06 126,77 0,75 3,54

ILSH-4m 4 8 (5,41) (1,17) (0,92) (0,97) (0,40) (6,45) (0,20) (1,13)
42,57 0,26 2,13 1,77 4,22 76,36 0,89 2,39

ILSH-4n 4 6 (3,12) (0,07) (0,48) (0,61) (0,62) (3,48) (0,01) (0,55)
67,44 0,58 3,39 3,05 5,43 160,11 0,85 3,97

ILSH-5a > 6 635 (019) (124) (12) (057 (474 (0.03) (1.40)
69,39 0,38 2,61 2,33 5,41 125,30 0,87 2,99

ILSH-5b 3 8 (8,41) (0,09) (0,56) (0,65) (0,59) (3,52) (0,01) (0,65)
LSH.5c 5 ; 7137 0,68 242 200 613 12219 079 3,09

(11,72) 0,4) (0,75) (0,77) (0,68) (4,52) (0,05) (1,11)

55,82 1,12 2,50 1,34 6,14 82,15 0,68 3,62

ILSH-5d 3 7 (1498)  (0,39)  (0,96) (0,63) (0,57) (3,88) (0,11) (1,16)
LLSH.Se 5 o 6968 046 291 233 594 13615 086 337

(13,43) (0,08) (0,90) (1,04) (0,5) (5,62) (0,03) (0,93)

LSH-6 6 ; 4314 051 1.8 135 580 7632 0,75 234

9,67) (0,24) (0,84) (0,55) (0,48) (3,06) (0,19) (0,96)

55,91 0,57 2,16 1,52 5,70 83,86 0,78 2,73

ILSH-6b 6 7 (9.88)  (0,10) (0,98) (1,07) (038) (518)  (0,06) (1,00
LSH6c 6 ; 5971 054 336 287 511 14562 086 3,90

(14,05) (0,20) (1,20) (0,86) (0,46) (4,00) (0,03) (1,38)

61,75 0,41 2,75 2,58 5,38 138,75 0,87 3,16

ILSH-6d 6 8 @71 (0,11) (0,53) (039) (0,51) (2,35  (0,03) (0,59)
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Tab. 6a - continua

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche

(e (g (kg (kg B (9 (kg)
ILSH-7a 7 8 (377,3757) (8:33) (3:23) (éiéé) (ig(l)) 1(513;)1 (8:?);) (&Zi)
ILSH-7b 7 7 (666,6307) (8233) (éﬁ) (éf&g) (3:2;) 1(511(7)? (8322) (33%)
ILSH-7d 7 6 (566,’50(; (&gg) ((1):;3) ((I)Z;) (8:4518) (731,’2202) (8:?;) fi%
ILSH-Te 7 5 G @) () a3 039 63D 018 (169
ILSH-7f 7 6 20 016 O 06 ©1) 6SH ©00) O
ILSH-8a 8 8 (?zltf)?) (82%) (gﬁg) (?):g;) ((s)ﬁg) 1(?5%)2 (&gi) (i’ﬁ)
ILSH-s¢ g T a9 ©le O Osh 039 @) 00 o0
ILSH-8d 8 ! 505 29 ©49) ©6h O @8 00 04
ILSH-8e 8 7 E0%  O1) 05D O 0 @i 00 059
ILSH-%a 9 6 (760,%75 (&Zg) éjéZ) ((2):;;) (gﬁg) 1(?,67%)9 (8:(7);) ((3):2;)
ILSH-9b ? 8 (681,6073) (82??) (3:;51) (gjg) (8:‘;}1) 1(;,77’2)5 (82(8)5) ((3)Zé(1))
ILSH-9¢ 9 7 (%fi) (82?2) (3252) ((2)222) (gjgi) 1(431?3’2)2 (3133) (igg)
ILSH-10b 10 7 GO ©2) (A (5) 0 04D @I (1)
tsiie 10 S sy 62 0o O o4 @9 o) 119
ILSH-10d 10 8 Oi O 03 (i Qo GO) 00 (139
wSHOr 10 T Gy O o @m0 @i o) o8
1LSH-10 L TBY 050 G4 04D 0% el 00 06
ILSH-10h 10 7 (78?33138) (8:(5);) ((3):;2) (%):3(1)) ((5):?31) 1(268};) (8:(8)2) (?:gg)
LSHA0i " 6-7 68,12 046 293 264 551 14633 086 338

(1092)  (0,18) (1,12) (112) (0.84)  (698) (0,05 (1.24)
ILSH-10 10 S Gay o1 O Osh (0 0o 009 ©8b
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Tab. 6a - continua

Genotipo Crom. No. di FW PW TY RY BRX BRY HI BM
repliche

(e (g (kg (kg B (2 (kg)

67,61 036 274 243 631 15281 088 3,10
ILSH-10m 10 8 (1509)  (0,14) (1,000 (0.89) (0,31) (532) (0,04) (1,11)
4687 058 321 230 544 12859 084 3,79
ILSH-11a i 78 (5.67)  (0,12) (1,04) (0.64) (0,37) (3.61) (0,02) (1,14)
6489 039 228 200 540 10421 085 2,67
ILSH-11b 1 4 (8,83)  (0,11) (0,77) (0,74) (1,06)  (2,79)  (0,04) (0,83)
ILSH-11c " 6 4301 043 247 204 555 11409 086 2,90
(13,63)  (0,18) (0,67) (0.84) (0,89)  (504) (0,02) (0.84)

3293 036 1,70 122 562 6931 082 2,07
ILSH-12a 12 6 (5.01) (0,09 (039 (0.38) (0,67) (246)  (0,05) (0.39)
6960 036 262 233 514 12064 088 2,98

ILSH-12b 12 8 (1071)  (0,12)  (0.71)  (0.65) (0.68)  (3.78)  (0.02) (0,81)
5699 043 236 224 556 12281 085 279

ILSH-12d 12 8 (4.84)  (0,11) (045 (0,50) (0,58)  (233) (0,03) (0,53)
8 7211 037 3,00 268 514 13544 089 337

ILSH-12e 12 (119 (017)  (1,03) (104 (072 (552  (0.03) (L15)

FW = peso medio del frutto, PW = peso della parte epigea della pianta, TY = produzione totale, RY = produzione commerciale, BRX
= contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi solubili, HI = indice di raccolta, BM = biomassa della parte epigea
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Tab. 6b. Medie dei caratteri relativi alla produttivita valutati sulle 66 IL di S. habrochaites LA1777
nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel 2011, espresse come variazione percentuale
rispetto al controllo.

Linea Crom. FW% PW% TY% RY% BRIX% BRY% HI% BM%

ILSH-1a 1 -13.81 40,00 -16,36 21,28 24,76 1,72 7,95 9,60
ILSH-1b 1 17,42 28,89 -40,30 -40,20 1,95 38,17 2,27 39,20
ILSH-1c 1 23,94 2,22 -30,30 -36,15 23,59 20,81 4,55 26,93
ILSH-1d 1 21,33 17,78 21,52 2331 16,18 -12,13 7,95 -16,80
ILSH-1e 1 -8,76 35,56 2,12 -6,08 30,60 20,87 -5,68 6,13

ILSH-1f 1 17,98 -20,00 22,73 -17,23 -0,97 -16,77 0,00 22,40
ILSH-1g 1 17,41 0,00 -13,64 9,46 9,94 -1,52 2,27 -12,00
ILSH-1h 1 33,85 71,11 25,15 238,18 31,38 -18.,82 -15,91 -13,60
ILSH-1i 1 -10,92 8,89 220,91 -19,59 19,10 -3,58 4,55 17,33
ILSH-11 1 7,50 13,33 8,18 9,12 14,62 26,84 0,00 8,80

ILSH-1n 1 -15,84 46,67 3333 4122 0,39 31,35 -12,50 23,73
ILSH-2b 2 -36,68 31,11 -40,61 -39,53 14,23 31,94 14,77 -32,00
ILSH-2¢ 2 -20,02 26,67 6,06 2,36 6,24 8,42 2,27 8,53

ILSH-2d 2 31,07 2222 0,91 3,72 6,82 3,58 3,41 1,87

ILSH-2f 2 -48,46 111,11 53,03 -60,14 33,92 -46,12 -30,68 -33,60
ILSH-2g 2 -49.79 146,67 51,52 -66,55 23,98 57,52 -30,68 2747
ILSH-2h 2 -19,66 13,33 5,15 2,70 4,48 5,90 -1,14 6,13

ILSH-3a 3 2422 82,22 2333 -36,49 21,44 2333 -15,91 -10,67
ILSH-3b 3 -10,63 33,33 -18,48 2432 10,72 -16,43 7,95 12,27
ILSH-3c 3 3437 97,78 44,55 -52,03 15,98 4526 26,14 2747
ILSH-3d 3 2,20 80,00 32,12 29,39 9,75 42,15 3,41 37,60
ILSH-3e 3 6,87 8,89 29,09 -8,78 10,72 0,46 2,27 6,93
ILSH-3g 3 46,24 2,22 39,39 41,55 14,42 34,53 9,09 -34,40
ILSH-3i 3 -16,75 31,11 15,76 541 3,51 9,08 -1,14 17,60
ILSH-4c 4 21,54 40,00 2727 25,68 15,01 -14,65 9,09 -19,20
ILSH-4e 4 2,08 31,11 21,82 19,59 7,80 29,89 -1,14 22,93
ILSH-4h 4 -17,10 0,00 -13,64 -14,19 16,76 0,27 2,27 -12,00
ILSH-4m 4 -14,58 117,78 22,42 -30,07 18,13 -15,97 -14,77 -5,60
ILSH-4n 4 42,87 4222 35,45 -40,20 17,74 4937 1,14 36,27
ILSH-5a 5 9,49 28,89 2,73 3,04 5,85 6,10 3,41 5,87

ILSH-5b 5 6,87 -15,56 220,91 21,28 5,46 -16,96 1,14 20,27
ILSH-5¢ 5 421 51,11 26,67 32,43 19,49 -19,02 -10,23 -17,60
ILSH-5d 5 25,08 148,89 2424 54,73 19,69 45,59 22,73 3,47
ILSH-5¢ 5 -6,48 2,22 11,82 21,28 15,79 9,81 227 -10,13
ILSH-6a 6 42,10 13,33 44,55 54,39 13,06 49,44 14,77 -37,60
ILSH-6b 6 24,96 26,67 -34,55 -48,65 11,11 44,40 11,36 27,20
ILSH-6¢ 6 -19,86 20,00 1,82 -3,04 -0,39 23,51 2,27 4,00

ILSH-6d 6 17,13 -8,89 -16,67 -12,84 4,87 -8,02 1,14 -15,73
ILSH-7a 7 4931 2444 -26,06 2534 13,26 17,36 -1,14 25,87
ILSH-7b 7 -10,92 -13,33 -15,76 -14,53 5,07 19,35 1,14 1547
ILSH-7d 7 24,79 75,56 4727 -62,50 26,71 52,82 23,86 32,53
ILSH-7e 7 13,11 15,56 25,45 29,39 721 2531 9,09 20,53
ILSH-7f 7 -39,04 11,11 2,73 -7,09 5,26 -1,06 -1,14 -1,07
ILSH-8a 8 9,37 15,56 23,03 11,82 1,36 9,15 2,27 -0,80
ILSH-8¢ 8 -4.36 -15,56 -20,00 26,69 0,58 2737 -1,14 -19.47
ILSH-8d 8 -19,57 15,56 -15,76 -16,55 5,46 12,92 4,55 -12,00
ILSH-8¢ 8 -9,96 444 5,15 -15,54 1,95 -12,99 0,00 5,07
ILSH-9a 9 -5,06 68,89 22,12 27,70 16,37 16,37 -12,50 11,20
ILSH-9b 9 -18,09 2222 22,73 2736 5,46 22,13 6,82 17,33
ILSH-9¢ 9 -13.81 444 -5,45 -6,08 2,34 -8,02 0,00 5,33

63



Tab. 6b - continua

Linea Crom. FW% PW% TY% RY% BRIX% BRY% HI% BM%

ILSH-10b 10 1,05 4222 -18,48 26,01 16,18 -11,99 11,36 -11,20
ILSH-10c 10 -7,88 -20,00 5,15 -10,47 0,00 -10,01 2,27 6,93

ILSH-10d 10 -13,65 2222 2,73 -9,80 1,56 11,46 4,55 0,27

ILSH-10f 10 -8,07 4,44 -10,91 -18,58 1,95 -16,24 2,27 9,07
ILSH-10g 10 31,97 53,33 25,45 -49.32 9,75 4420 -10,23 -16,00
ILSH-10h 10 5,81 13,33 -4.85 -15,20 6,04 9,81 2,27 2,67
ILSH-10i 10 -8,58 2,22 11,21 -10,81 741 -3,05 2,27 9,87
ILSH-101 10 5,69 2,22 4727 56,76 16,57 51,42 -10,23 4133
ILSH-10m 10 9,26 -20,00 16,97 17,91 23,00 1,26 0,00 17,33
ILSH-11a 11 37,10 28,89 2,73 22,30 6,04 -14,78 -4,55 1,07

ILSH-11b 11 -12,91 -13,33 30,91 32,43 5,26 30,95 3,41 -28,80
ILSH-11c 11 4228 4,44 25,15 31,08 8,19 24,39 2,27 22,67
ILSH-12a 12 -55,80 -20,00 48,48 -58,78 9,55 54,08 6,82 -44.80
ILSH-12b 12 -6,59 -20,00 20,61 21,28 0,19 20,08 0,00 20,53
ILSH-12d 12 23,51 4,44 28,48 24,32 8,38 -18,62 3,41 -25,60
ILSH-12¢ 12 3,22 -17,78 29,09 9,46 0,19 10,27 1,14 -10,13

FW = peso medio del frutto, PW = peso della parte epigea della pianta, TY = produzione totale, RY = produzione commerciale, BRX
= contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi solubili, HI = indice di raccolta, BM = biomassa della parte epigea.
In rosso sono indicate le variazioni statisticamente significative secondo il test di Dunnett (p<0,05).
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Fig. 6. Rappresentazione grafica delle medie dei caratteri relativi alla produzione valutati
sulle 66 IL di S. habrochaites LA1777 nella prova sperimentale condotta Battipaglia nel 2011,
espresse come variazione percentuale rispetto al controllo. Le barre in nero indicano una differenza
statisticamente significativa secondo il test di Dunnett (p<<0,05). FW = peso medio del frutto, PW =
peso della parte epigea della pianta, TY = produzione totale, RY = produzione commerciale, BRX =
contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi solubili, HI = indice di raccolta, BM

= biomassa della parte epigea.
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FW PW TY RY BRX BRY HI BM
ILSH-1a O — O =] - 1 0 0 ILSH-1a
ILSH-1b = = L — [ - i -— ILSH-1b
ILSH-1¢ [ 0 — — - O 0 — ILSH-1¢
ILSH-1d [ ] O O — - ] g ] ILSH-1d
ILSH-1e ] — ! 0 L m| o 0 ILSH-1e
ILSH-1f | O = O ! o i ILSH-1f
ILSH-1g | O O m ! I o ILSH-1g
ILSH-1h [ ] — =] — —_— m] - O ILSH-1h
ILSH-1i O 0 O - L I 0 O ILSH-1i
ILSH-11 0 o o o | O o ILSH-11
ILSH-1n O — — — | = O — ILSH-1n
ILSH-2b ] — —-— ] ) - ] — ILSH-2b
ILSH-2¢ ] (-] 0 i 0 0 I 0 ILSH-2¢
ILSH-2d - O I 0 0 0 0 [ ILSH-2d
ILSH-2f ] I | —— ] - ] — ILSH-2f
ILSH-2g ] I L I ] -_— _— — ILSH-2g
ILSH-2h | m] 0 1 0 0 1 0 ILSH-2h
ILSH-3a ] — [ — - O ] u] ILSH-3a
ILSH-3b O — O — O O O O ILSH-3b
ILSH-3¢ - — ] ———— ] — ] — ILSH-3¢
ILSH-3d 0 — — — | — o T ILSH-3d
ILSH-3e 0 0 o ] O I 1 0 ILSH-3e
ILSH-3g I 1 m— — O =] O — ILSH-3g
ILSH-3i O ™ o o 0 0 1 O ILSH-3i
ILSH-4¢ [ ] — = — O o o J ILSH-4c¢
ILSH-4e I ™ O ] ] O I 3 ILSH-4e
ILSH-4h | o O - ‘ 0 o ILSH-4h
ILSH-4m O — O — - o - g ILSH-4m
ILSH-4n | — — — - — ! —J ILSH-4n
ILSH-5a O = I 1 o Il 0 g ILSH-5a
ILSH-5b 0 m| O — 0 m] 1 - ILSH-5b
ILSH-5¢ i — =] [— - O O O ILSH-5¢
ILSH-5d | I ] ] - - L Il ILSH-5d
ILSH-5e 0 1 u] = - 0 1 O ILSH-5¢
ILSH-6a [ ] a L — O - - —_— ILSH-6a
ILSH-6b [ | ™ — fr— O - ™ — ILSH-6b
ILSH-6¢ [} O I i | I 1 0 ILSH-6¢
ILSH-6d ] 0 O O 0 0 | O ILSH-6d
ILSH-7a — - = — =) O | — ILSH-7a
ILSH-7b O =] O O 0 O 1 O ILSH-7b
ILSH-7d | —— — — -_— - - — ILSH-7d
ILSH-7¢ O O = — 0 O O ) ILSH-7¢
ILSH-7f || 0 I 0 0 | I 1 ILSH-7f
ILSH-8a O O 1 O 1 0 1 | ILSH-8a
ILSH-8¢ i = O — | O 1 | ILSH-8¢
ILSH-8d | 0 O | a] 0 0 O ILSH-8d
ILSH-8e¢ 0 i 0 ) I u] i ILSH-8¢
ILSH-9a I —4 ] — | O ] O ILSH-9a
ILSH-9b | ) ) — 0 O 0 O ILSH-9b
ILSH-9¢ O i 0 0 i i 0 ILSH-9¢
ILSH-10b | — O — - a] u O ILSH-10b
ILSH-10c¢ 0 O 0 O 0 1 0 ILSH-10c
ILSH-10d O O I O 0 0 i I ILSH-10d
ILSH-10f 0 i u] — I O 1 O ILSH-10f
ILSH-10g | — O — O - O O ILSH-10g
ILSH-10h 0 O i [ 5] ] 1 1 ILSH-10h
ILSH-10i O 1 u] O O 1 1 O ILSH-10i
ILSH-101 0 I | [ — | O — ILSH-101
ILSH-10m 0 O O =] - I O ILSH-10m
ILSH-11a [ ] — I — 5] u] 0 | ILSH-11a
ILSH-11b | O — — 0 =) 0 — ILSH-11b
ILSH-11c¢ . i | — O O 1 - ILSH-11c¢
ILSH-12a ] =) ] — O ] n] ] ILSH-12a
ILSH-12b o O ] = | o ] ILSH-12b
ILSH-12d [ ] i = — O m] 0 — ILSH-12d
ILSH-12¢ i = O O | 0 | O ILSH-12¢
5883 fogdz 883 saggs £°88 888 537 4838
Fig. 6.

66



Tab. 7a. Medie e deviazioni standard dei caratteri fenotipici misurati alla raccolta e dei caratteri
relativi alla qualita del frutto, valutati sulle 66 IL di S. habrochaites LA1777 e sul controllo, nella
prova sperimentale condotta a Battipaglia nel 2011.

Genotipo Crom. No. di PER PUFF EC IC FS
repliche

(1-3) (1-3) (1-5) (1-5) (L/D)
ev. E6203 42-43 (?)ﬁ(s)) ((l)ﬁg) ((2)222) ((3):(3)(3)) ((1):(1)451)
ILSH-1a 1 7-8 (522(1)) ((l)jzg) (3:(3);) (3:3461) ((1):8;)
ILSH-1b 1 10 (5332) (éjgg) (3}91451) ((2)22(9)) ((1):(1)2)
ILSH-1c¢ 1 7 (})ﬁg‘) ((1)53) (3222) (3§§> «ligg)
ILSH-1d 1 7 (});;‘2) ((l)ﬁg) (ézgé) (éfé) ((IJ:(l)?;)
ILSH-1e 1 7 (éﬁi) (éjgg) (3:(1);) ((2):(1);) ((1):(2);
ILSH-1f 1 8 (1(5’954) ((1):(5)8) (3222) ((Z)Zgg) ((1):(1);)
ILSH-1g ! 89 (éjgg) (522?) (ﬁﬁﬁ) (3}35) (3282)
ILSH-1h 1 6-7 (});iﬁ) (16,528) (20’,922) ((3)%) ((1):(1)2)
ILSH-1i 1 7 (})ﬁg) (3,313) (3:;;) ((2):;3) ((IJ:E)
ILSH-11 1 6-7 (ﬁjéz) (3323) (é:gé) (g:gé) ((IJ:(I)Z)
ILSH-1n 1 4-5 (éfé) ((1):2(5)) (&ég) (3252) ((1):(1)471)
ILSH-2b 2 8 (3;2) ((])Zg) ((]):(5)3) ((]):(1)2) (8332)
ILSH-2¢ 2 6-7 (éfé) ((‘)ﬁ; (3:(1);) ((3):(3);) ((]):(1)421)
ILSH-2d 2 6 (10’,528) ((l);zé) ((1)288) ((l)f)g) ((1):83)
ILSH-2f 2 7 ((l)jgi) ((]):(1);) ((3):33) ((3):;461) ((]):(1)2)
ILSH-2¢ 2 4-5 029) 027) 0% ©4) @b
(LSH-2h ) 7 0% O ©m 02 0o
ILSH-3a 3 7 (g:gg) (éjgg) ((2):2461) ((3):;?1) ((1):(1)2)
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Tab. 7a - continua

Genotipo Crom. No. di PER PUFF EC IC FS
repliche

(1-3) (1-3) (1-5) (1-5) (L/D)
ILSH-3b 3 6 ((1):;% ((1):;;) (3:%) ((3):43&) (éig)
ILSH-3c 3 6 (éjSZ) ((liig) (3:88) (3232) ((1):(1)%
ILSH-3d 3 6 ((1);8;2) ((Z)Zég) (3:;‘) ((3)222) ((1):85)
ILSH-3e 3 7 (20’,028) ((1);5;2) (3:(2)3) ((3):;2) ((lngg)
ILSH-3g 3 8 (éj?) ((l)ﬁé) (3}7;3) ((Z)Zgg) ((1):82)
ILSH-3i 3 6 ((1):% (é:gg) (Sﬁg) (Sjég) ((1):(1)2)
ILSH-4c 4 8 (538; (éﬁé) (3;25) ((3):451(5)) (5235)
ILSH-4¢ 4 7-8 (?)Z;g) ((l)ﬁg) ((3):(1);) ((3)23;) ((1):(1)2)
ILSH-4h 4 8 (éjgg) (éﬁé) <§j§§) ((3):(1)2) ((1):(1)451)
ILSH-4m 4 8 ((l)ﬁg) éﬁ% éf@) ((3)222) ((1):(1)401)
ILSH-4n 4 6 ((l)ff) ((1):32) éﬁg) (3232) ((I)Z(Ié)
ILSH-5a 5 6 (éﬁi) (é:;g) (3241%) (3:88) ((l):(l)i)
ILSH-5b 5 8 (5;52) (332) (é:gg) ((3):%) ((IJ:(Z)AID
ILSH-5¢ 5 7 (éﬁﬁ) ((1):22) (3:?3) ((3):28) ((1):(1)2)
ILSH-5d 5 7 (5;53) ((])Zéi) (353) ((3):(3);) ((])Zég)
ILSH-5¢ 5 8 (ﬁﬁi) (325) (3:(2)3) ((3)::3) ((]):(1)2)
ILSH-6a 6 7 ((1)223) ((1):2232) ((3):;2) ((3)25) ((1):(1)2)
ILSH-6b 6 7 (3:88) ((]):ig) ((3):4112) ((3)}71;) ((]):(1):)
ILSH-6¢ 6 7 ((1):;1)) (éﬁ% (3:;2) ((3):(3);) ((]): } Z)
ILSH-6d 6 8 (20’?60) (53?2) (3:88) ((3)288) ((1)28421)
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Tab. 7a - continua

Genotipo Crom. No. di PER PUFF EC IC FS
repliche

(1-3) (1-3) (1-5) (1-5) (L/D)
ILSH-7a 7 7-8 (éﬁg) ((l)ﬁz) (3135) (36?5()) ((1):(1);)
ILSH-7b 7 7 (532; (éjﬁ) (éfg) ((3):%) ((lngg)
ILSH-7d 7 6 (3:%) ((1):?3) (3135) <3Z§§) ((I)Z(g)
ILSH-7e 7 8 ((2):23) (éjéﬁ) (3:(2)2) (éﬁg) ((lngg)
ILSH-7f 7 6 (5322) (5322) (3:;%) ((2)53) ((1):(1)431)
ILSH-8a 8 8 (ﬁjgi) (3252) (3222) (2()’;556) ((1):(1)2)
[LSH-8¢ 8 7 ((2):2(2)) ((I)Zg) (3:;;) ((3):88) ((IJ:(l)g)
ILSH-8d 8 7 (3:22) ((l)jzé) (3:;) ((3):2(1)) ((1):(1)§)
ILSH-8¢ 8 7 (éﬁg‘) ((1)58) (3333) ((3)25;) ((1):(1)411)
ILSH-9 9 6 (52) (éﬁg) (?,ﬁ% ((3igg) ((ligzo
ILSH-9b 9 8 (éjgg) (3:(5)8) (&ii) (3222) ((I)Z(Ié)
ILSH-9¢ 9 8 (éﬁi) ((1)222) (3223) ((2):?3) ((l):(l)é)
ILSH-10b 10 7 (éﬁg) (éfé) <3333) (3:?;) ((1):(1)2)
ILSH-10c 10 8 ((1);7;2) (3223) (26,556) (3:4612) ((1):8%
ILSH-10d 10 8 (%):g;) ((]):22) (g:;) (ggg) ((]):(1)471)
ILSH-10f 10 6-7 (ﬁjié) ((]i;g) (3:(0)8) ((3):4212) ((1):(1)2)
ILSH-10g 10 7 (10’,62‘; ((1)222) ((3)212) ((3)222) ((1):(1)3)
ILSH-10h 10 7 ((1):;;) ((]):Z;g) ((3):;11) ((3):;:) ((]):8491)
ILSH-10i 10 6-7 (553) ((l)ﬁz) (3288) (325460 ((1):(1)2)
ILSH-101 10 6 (éié) ((liézé) éﬁ% (3:431?) ((1):3)2)
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Tab. 7a - continua

Genotipo Crom. No. di PER PUFF EC IC FS
repliche

(1-3) (1-3) (1-5) (1-5) (L/D)
ILSH-10m 10 8 (éﬁ?) ((1):23) (353) ((3):;2) «112335
ILSH-11a 11 7-8 (éﬂg) ((l):gg) (gég) ((3):41131) ((1):(1)3)
ILSH-11b 11 3-4 (éﬁz) (3353) (32;) (3228) ((1):(1)2)
ILSH-11c 11 6 ((l)fé) ((1)222) (3:451(5)) (3233) «1)28§)
ILSH-12a 12 6 (éjéé) ((1):431_;’) (S:Sg) (3222) ((1):(2)411)
ILSH-12b 12 8 (éﬁ?) ((l)ﬁ) (éﬁg) (éﬁg) ((1):(1)§)
ILSH-12d 12 8 (ﬁﬁg) (é:gg) (3228) ((2):;;) (3233)
ILSH-12¢ 12 7-8 (éﬁg) ((I)ZLS) (3:(1);) (é:;‘t) ((1):(1)2)

PER = spessore del pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del frutto, FS =

forma del frutto.
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Tab. 7b. Medie dei caratteri fenotipici misurati alla raccolta e dei caratteri relativi alla qualita del
frutto, sulle 66 IL di S. habrochaites LA1777 nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel
2011, espresse come variazione percentuale rispetto al controllo.

Linea Crom. PER % PUFF % EC % IC % FS %
ILSH-1a 1 -9,09 -0,79 8,53 11,90 -7,18
ILSH-1b 1 -11,36 -16,67 424 -3,33 -3,93
ILSH-1c¢ 1 -25,32 -28,57 0,96 11,90 -7,70
ILSH-1d 1 -35,06 3,17 -4,09 2,38 -1,76
ILSH-1e 1 -15,58 46,83 -26,80 -30,95 7,03
ILSH-1f 1 -11,93 -16,67 9,45 -14,58 1,85
ILSH-1g 1 -31,82 -12,04 0,12 11,11 -6,22
ILSH-1h 1 -28,03 -12,04 3,06 5,56 -4,62
ILSH-1i 1 -15,58 -0,79 -4,09 -7,14 -0,05
ILSH-11 1 -1,52 -2,78 -14,61 -2,78 -0,30
ILSH-1n 1 6,82 -11,11 -25,80 -26,67 1,68
ILSH-2b 2 -3,41 -37,50 -45,89 -64,58 -14,75
ILSH-2¢ 2 -12,34 -12,70 8,53 2,38 -2,59
ILSH-2d 2 -28,03 -30,56 -47,00 -50,00 -10,35
ILSH-2f 2 25,32 -40,48 16,10 11,90 4,61
ILSH-2¢g 2 -18,18 -33,33 1,59 0,00 -3,97
ILSH-2h 2 -12,34 -40,48 -1,56 4,76 3,13
ILSH-3a 3 -9,09 -16,67 0,96 4,76 3,70
ILSH-3b 3 20,45 2,78 11,90 11,11 1,37
ILSH-3c¢ 3 -24.24 -30,56 6,01 11,11 -1,79
ILSH-3d 3 -13,96 19,05 11,06 19,05 -12,42
ILSH-3e 3 -5,30 -16,67 8,95 11,11 -9,19
ILSH-3g 3 41,56 32,54 -1,56 2,38 25,65
ILSH-3i 3 -17,61 -9,72 3,80 4,17 -0,94
ILSH-4c 4 2424 1,85 14,84 16,67 7,16
ILSH-4e 4 -2,60 -28,57 8,53 7,14 2,67
ILSH-4h 4 -9,09 -30,56 1,59 2,08 -0,64
ILSH-4m 4 -28,98 -13,19 3,80 20,83 -4,62
ILSH-4n 4 -11,36 -22.22 -8,13 -10,00 -2,97
ILSH-5a 5 10,39 -0,79 -14,18 0,00 2,30
ILSH-5b 5 -3,41 -37,50 -7,24 10,42 5,49
ILSH-5¢ 5 -12,34 -6,75 3,48 0,00 -4,09
ILSH-5d 5 -18,83 -36,51 -1,56 2,38 9,05
ILSH-5¢ 5 2,27 18,06 6,01 14,58 231
ILSH-6a 6 -23,30 4,17 12,63 4,17 -1,45
ILSH-6b 6 -9,09 -24,60 11,06 23,81 -12,06
ILSH-6¢ 6 22,08 28,57 16,71 2,38 2,01
ILSH-6d 6 -9,09 -40,97 6,01 16,67 -11,07
ILSH-7a 7 -38,31 -28,57 -4,09 0,00 1,87
ILSH-7b 7 -5,84 20,63 9,14 2,38 7,98
ILSH-7d 7 -5,84 7,14 31,25 28,57 -2,19
ILSH-7e 7 9,09 -37,50 6,01 8,33 8,47
ILSH-7f 7 -16,67 -16,67 -14,61 -13,89 -1,55
ILSH-8a 8 19,32 25,00 -16,08 14,58 -1,06
ILSH-8¢ 8 -9,09 -7,41 -4,09 0,00 -1,85
ILSH-8d 8 7,14 -4,76 -4,09 0,00 -2,91
ILSH-8¢ 8 -2,60 -16,67 6,01 7,14 3,34
ILSH-9a 9 6,06 48,15 14,84 0,00 -7,18
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Tab. 7b - continua

Linea Crom. PER % PUFF % EC % IC % FS %
ILSH-9b 9 -9,09 14,58 1,59 -10,42 -2,92
ILSH-9¢ 9 7,14 -12,70 -6,61 -2,38 -3,78
ILSH-10b 10 3,90 5,16 6,01 2,38 1,16
ILSH-10c¢ 10 -20,45 35,42 -9,45 -10,42 -10,75
ILSH-10d 10 5,11 4,17 -2,83 -8,33 1,37
ILSH-10f 10 -1,52 -16,67 6,01 8,33 -1,93
ILSH-10g 10 -25,32 7,14 21,15 28,57 -3,01
ILSH-10h 10 -22,08 -0,79 11,06 4,76 -4,81
ILSH-101 10 -18,83 -12,70 -11,66 -4,76 -0,18
ILSH-101 10 2045 -30,56 20,49 2222 3,05
ILSH-10m 10 14,77 7,64 14,84 6,25 9,50
ILSH-11a 11 -18,83 -24,60 10,42 4,17 -1,46
ILSH-11b 11 -3,41 -30,56 11,90 16,67 0,61
ILSH-11¢ 11 43,18 -16,67 11,66 0,00 411,30
ILSH-12a 12 -1,52 -25,93 8,95 2,78 5,18
ILSH-12b 12 -14,14 -4,32 -15,59 -20,37 -0,58
ILSH-12d 12 7,14 -8,73 -11,66 -9,52 -1,70
ILSH-12e 12 7,14 -20,63 -26,80 -28,57 0,19

PER = spessore del pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del frutto,

FS = forma del frutto.

In rosso sono indicate le variazioni statisticamente significative secondo il test di Dunnett (p<0,05).

72



Fig. 7. Rappresentazione grafica delle medie relative ai caratteri fenotipici e di qualita
valutati sulle 66 IL di S. habrochaites LA1777 nella prova sperimentale condotta a Battipaglia nel
2011, espresse come variazione percentuale rispetto al controllo. Le barre in nero indicano una
differenza statisticamente significativa secondo il test di Dunnett (p<0,05). PER = spessore del
pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del

frutto, FS = forma del frutto.
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1.3.3  Numero e posizione dei QTL identificati per ciascun carattere

I numero minimo di QTL statisticamente significativi (p<0,05) che influenzano un
determinato carattere nelle IL ¢ stato calcolato sulla base delle seguenti assunzioni: 1) ogni IL che
influenza un carattere quantitativo contiene solo un QTL; 2) due introgressioni che si
sovrappongono ¢ che hanno un effetto significativo sul carattere (nelle stessa direzione
relativamente al controllo) contengono lo stesso QTL. I nomi dei QTL sono definiti
dall’abbreviazione del carattere, seguiti dal numero del cromosoma e da lettere maiuscole che

indicano il BIN sul quale mappano.

1.3.3.1 Prova condotta nel 2010

Nell’anno 2010, per i 15 caratteri analizzati sulle 48 IL di S. habrochaites, nella prova
condotta a Battipaglia, sono stati identificati 140 QTL statisticamente significativi (p <0,05) (Tab.
8) e in Fig. 8 sono riportate le posizioni di ciascun QTL sulla mappa molecolare del pomodoro.
Ciascun QTL ¢ stato assegnato ad un BIN, ossia una regione cromosomica definita da una

composizione unica di linee di introgressione.

Di seguito viene riportata la descrizione dei QTL identificati per ciascuno dei quindici

caratteri analizzati nel 2010 sulle 48 linee di introgressione.

Per il peso medio del frutto (FW) sono stati identificati 11 QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 1, 2, 3,7, 8,9, 10, 11 e 12. In tutti i casi I’allele della specie selvatica ha determinato
una riduzione del peso medio del frutto, con una variazione percentuale rispetto al controllo da un
minimo di 28,0 per il QTL fw./0E, che mappa nel BIN E del cromosoma 10, ad un massimo del
49,1 per il QTL fw.11B, posizionato nel BIN B del cromosoma 11.

Per il peso della pianta (PW) ¢ stato identificato un solo QTL significativo, sul cromosoma
11. L’allele selvatico ha determinato una riduzione del carattere con una variazione, rispetto al

controllo, pari al 65,6%.

Per il carattere produzione totale (TY) sono stati identificati 13 QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 1, 2, 3, 5,7, 8,9, 10, 11 e 12. In tutti i casi 1’allele della specie selvatica
ha determinato una riduzione del carattere, variabile tra il 25,7% del QTL #y.8D e il 79,8% del QTL
t.3C.

Per 'indice di raccolta (HI) sono stati identificati tre QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 1, 3 e 7. L’allele di S. habrochaites ha determinato sempre una riduzione dell’indice,

rispetto al controllo (da 12,7% per il QTL Ai.1C al 49,3% del QTL 4i.3B).
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Per la biomassa della parte epigea (BM) sono stati individuati 12 QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 1, 2, 3,7, 8,9, 10, 11 e 12. In tutti 1 casi 1’allele della specie selvatica ha
determinato una riduzione del carattere, variabile tra 26,6% del QTL bm.8D e il 60,6% del QTL
bm.7B.

Analizzando il carattere produzione commerciale (RY) sono stati individuati sei QTL
significativi, che mappano sugli stessi BIN dei QTL individuati per il carattere produzione totale. In
tutti 1 casi Dallele di S. habrochaites ha determinato una riduzione del carattere (dal 35,2% del QTL

77.9B al 79,3% del QTL 7y.3C).

Per il contenuto in solidi solubili o brix (BRX) sono stati identificati tre QTL significativi:
brx.1B e brx.1F (posizionati sul cromosoma 1) e brx.74 (posizionato sul cromosomi 7). Per brx. I1F
si € registrato un aumento del carattere rispetto al contro del 15,5%; mentre per gli altri due 1’allele

della specie selvatica ha determinato una diminuzione del valore.

Per il carattere produzione di solidi solubili (BRY) sono stati individuati otto QTL
significativi, localizzati sui cromosomi 1, 2, 3, 7, 11 e 12. Fatta eccezione per il QTL by.24 per il
quale si ¢ osservato un aumento del carattere del 37,2% rispetto al controllo, 1’allele della specie
selvatica ha determinato riduzioni della produzione di solidi solubili tra il 34,7% del QTL by./1B e
il 79,2% di by.3C.

Per lo spessore del pericarpo (PER) sono stati identificati tre QTL significativi, localizzati
sui cromosomi 1, 5 e 12, con un aumento del carattere compreso tra il 29,7% del QTL per.12B e il

59,7% del QTL per.IF.

Per la scatolatura del frutto (PUFF) sono stati identificati 14 QTL sui cromosomi 1, 2, 3,
4, 7,9, 10, 11e 12. Tranne che per il QTL puff.9B, per il quale si ¢ verificato un aumento del
carattere pari al 38,9%, in tutti gli altri casi 1’allele della specie selvatica ha determinato una

diminuzione della scatolatura del frutto. La riduzione percentuale variava da un minimo di 28,0 per

il QTL puff.3B ad un massimo di 43,4 per i QTL puff 14, puff-4B e puff.11A.

Per il colore esterno del frutto (EC) sono stati identificati 16 QTL significativi, localizzati
sui cromosomi fatta eccezione per il cromosoma 4. L’allele della specie selvatica ha determinato in
tutti i casi una riduzione dell’intensita del colore rosso del frutto variabile tra il 9,3% del QTL ec.9C

e il 50,5% del QTL ec.2C.

Per il colore interno del frutto (IC) sono stati, invece, identificati 15 QTL significativi,

localizzati sui cromosomi 1, 2,3,5,6,7,8,9, 10 e 12. L’allele di S. habrochaites ha determinato in
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tutti 1 casi una riduzione dell’intensita del colore rosso all’interno del frutto, con una percentuale

variabile tra il 10,8% del QTL ic.9C e il 63,9% del QTL ic.2C.

Per il pH (pH) sono stati identificati sette QTL significativi, sui cromosomi 1,2, 4, 7,9 ¢
11. L’allele della specie selvatica ha determinato in tutti i casi una riduzione di tale parametro,

variabile tra il 4,4% per il QTL ph.9C e 1’8,6% per il QTL ph.2C.

Per la forma del frutto (FS) sono stati individuati sei QTL, posizionati sui cromosomi 2, 3,
4,9 e 11. In tutti 1 casi 1’allele della specie S. habrochaites ha determinato riduzioni del rapporto

lunghezza/larghezza in un range di variabilita compreso tra il 6,4% del QTL f5.2B e 14,2% dei QTL
fs.2Befs.2C.

Per il carattere peso di 100 semi (SW) sono stati individuati 22 QTL significativi,
posizionati su tutti i cromosomi. In tutti i casi 1’allele della specie S. habrochaites ha determinato

riduzioni di tale carattere in un range di variabilita compreso tra 13,4% del QTL sw.74 e 48,7% del

QTL sw.12C.
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Tab. 8. QTL statisticamente significativi (p<0,05) identificati per ciascuno dei 15 caratteri
analizzati sulle 48 IL di S. habrochaites (acc. LA1777) nella prova di campo condotta a Battipaglia
nel 2010. Sono riportati il carattere valutato, il numero di QTL identificati per ciascun carattere, il
nome del QTL e l'intervallo della variazione percentuale osservata rispetto al controllo.

Carattere valutato N° QTL Nome QTL Intervallo della variazione (%)
identificati
Peso medio del frutto (FW) 11 fw.1B -28,5
fw.iC -27,9
fw.2C -36,1/-36,2
fw.3C -32,20/-35,1
fw.7B -42,8
fw.7D -41,4/-43,5
w.8C -32,8
fw.9C 41,0
fw.10E 28,0
fw.11B 49,1
fiv.12B -48.9
Peso della pianta (PW) 1 pw.11B -65,6
Produzione totale (TY) 13 ty.14 -28,0/-30,2
t.1C 49,2
w.2C -33,4/46,3
.3C -43,3/-79.,8
tv.5E 30,8
t.7B 73,2
ty.8D -25,7/-26,7
ty.9B -40,5
1.9C -29,5
ty.10B -36,3/-38,6
t.114 52,1
t.11B 423
t.12B 455
Indice di raccolta (HI) 3 hi.lC -12,7
hi.3B -49.3
hi.7B -34,1

Biomassa della parte epigea

(BM) 12 bm.14 -31,2/-34,2
bm.1C -43.7
bm.2C -36,1/-45,2
bm.3C -36,7/-60,3
bm.7B -60,6
bm.8D -26,6/-29,5
bm.9B -33,2
bm.9C -30,0
bm.10B -33,9/-36,9

bm.114 -49,7

bm.11B -46,7
bm.12C -28,3/-42,7

Produzione commerciale (RY) 6 m.1C -49.9
ry.3C -42,7/-79,3

ry.7B -74,1

ry.9B -35,2
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Tab. 8 - continua

Carattere valutato N° QTL Nome QTL Intervallo della variazione (%)
identificati
ry. 114 -42.2
ry.12B -40,6
Contenuto in solidi solubili 3 brx.1B -27,6
(BRX) brx. 1F 15,4/15,5
brx.74 -14,9
Produzione di solidi solubili 8 bry. 1B -34,9
(BRY) bry.1C -49,0
bry.24 37,2
bry.3C -37,6/-79,2
bry.7B -70,9
bry. 114 -47,8
bry.11B -34,7
bry.12B -36,6
Spessore del pericarpo (PER) 3 per.1F 28,7/59,7
per.5B 43,7
per.12B 29,7
Scatolatura del frutto (PUFF) 14 puff-14 -30,6/-43.,4
puff-1C -37,5
puff.2D -30,6/-36,3
puff-3B -28,0
puff-4B -43.4
puff-4F -40,8
puff-74 -30,6
puff- 7D -30,6/-38,3
puff-9B 38,9
puff-9C -30,6
puff.10E -35,7
puff-114 -43.4
puff-11B -40,8
puff.12C -33,1/-40,8
Colore esterno del frutto (EC) 16 ec.14 -18,3/-18,5
ec.lE -20,0/-28,9
ec.2C -50,0/-50,5
ec.3D -12,0
ec.5C -9,6/-12,0
ec.5D -9,6/-13,3
ec.5E -13,3
ec.6A -17,3
ec.6B -21,3
ec.7D -17,0/-18,5
ec.84 -33,3
ec.8E -10,7/-12,0
ec.9C 9,3
ec. 104 -21,3
ec.114 -11,1
ec.124 -20,0
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Tab. 8 - continua

Carattere valutato N° QTL Nome QTL Intervallo della variazione (%)
identificati
Colore interno del frutto (IC) 15 ic.14 -15,4/-19,6
ic.lE -14,7/-26,5
ic.2C -51,3/-63.,9
ic.3D -13,4
ic.5E -16,3
ic.64 -14,7
ic.6B -18,6
ic.74 -16,3
ic.7D -12,5/-15,4
ic.84 -32,7
ic.9B -16,3
ic.9C -10,8
ic.10B -14,7/-25,6
ic.124 -17,3
ic.12C 18,6/-19,8
Forma del frutto (FS) 6 f5.2B -6,4/-14,2
fs.2C -8,8/-14,2
fs.34 -10,3
fs.4C -7,0/-7,8
f5.9C -8,7
f5.11B -13,9
pH (pH) 7 ph.1C -6,3
ph.2C -6,1/-8,6
ph.4D 5,1
ph.7B -5,6
ph.9B -5,8
ph.9C -4.4
ph.11B -5,8
Peso dei 100 semi (SW) 22 sw. 14 -27,9/-35,6
sw.1E -15,0/-26,0
sw.2A -19,9
sw.3A4 -25,7
sw.3C -14,3/-17,8
sw.4C -24,2/-30,5
sw.4E -18,5/-24,2
sw.5A -32,4
sw.5E -24,2
sw.0A -14,1
Sw.6B -28,6
sw.7A4 -13,4
sw.7D -27,0/-30,6
sw.84 -28,0
sw.8E -15,2/-21,7
sw.94 -17,7/-22,8
sw.9C -28,8
sw. 10E -23,7
sw. 114 -35,6
sw.11C -32,4/-37,8
sw. 124 -20,3
sw.12C -18,5/-48,7
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Fig. 8. Posizione cromosomica, dimensione ed identita delle 48 IL di S. habrochaites (acc.
LA1777) nel background genetico di S. lycopersicum (cv. E6203), valutate nella prova di campo
condotta a Battipaglia nel 2010. Ciascuna linea ¢ stata genotipizzata con 1 marcatori COSII indicati
alla destra di ciascun cromosoma. Le IL sono rappresentate con barre alla destra dei cromosomi. |
nomi dei QTL sono definiti dall’abbreviazione del carattere, seguiti dal numero del cromosoma, e
da lettere maiuscole che indicano il BIN sul quale mappano. I BIN sono indicati in lettera maiuscola
alla sinistra dei cromosomi. I QTL sottolineati indicano quelli per i quali I’allele della specie
selvatica determina un aumento del carattere. Le posizioni dei marcatori in cM sono riportate alla
sinistra dei cromosomi, mentre alla base dei cromosomi sono indicate le loro lunghezze in cM

(basate sulla mappa genetica EXPEN 2000 www.sgn.cornell.edu). FW = peso medio del frutto, PW

= peso della pianta, TY = produzione totale, HI = indice di raccolta, BM = biomassa della parte
epigea, RY = produzione commerciale, BRX = contenuto in solidi solubili o brix, BRY =
produzione di solidi solubili, pH = pH, PER = spessore del pericarpo, PUFF = scatolatura del
frutto, EC = colore esterno del frutto, IC = colore interno del frutto, FS = forma del frutto, SW =

peso dei 100 semi.
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1.3.3.2 Prova condotta nel 2011

Nell’anno 2011, per 13 caratteri analizzati sulle 66 IL di S. habrochaites, nella prova
condotta a Battipaglia, sono stati identificati 82 QTL statisticamente significativi (p <0,05) (Tab. 9)
e in Fig. 9 sono riportate le posizioni di ciascun QTL sulla mappa molecolare del pomodoro.
Ciascun QTL ¢ stato assegnato ad un BIN, ossia una regione cromosomica definita da una

composizione unica di linee di introgressione.

Di seguito viene riportata la descrizione dei QTL identificati per ciascuno dei 13 caratteri

analizzati nel 2011 sulle 66 linee di introgressione.

Per il peso medio del frutto (FW) sono stati identificati 18 QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 1, 2, 3,4, 6,7, 8, 11, 12. In tutti i casi I’allele della specie selvatica ha determinato una
riduzione del peso medio del frutto, con una variazione percentuale, rispetto al controllo cv E6203,

che variava da un minimo di 17,1 per i QTL fw.44 e fw.6D, ad un massimo di 55,8 per il QTL
fw.12B.

Per il peso della pianta (PW) sono stati individuati tre QTL significativi, sui cromosomi 2
e 3. L’allele selvatico ha determinato sempre un aumento del carattere, con una variazione, rispetto

al controllo, compresa tra 1’82,2% del QTL pw.3H e 146,7% del QTL pw.2A.

Per il carattere produzione totale (TY) sono stati identificati quattro QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 2, 7 e 12. In tutti 1 casi 1’allele della specie selvatica ha determinato una

riduzione del carattere, variabile tra 40,6% ed il 53,0% del QTL #y.2E.

Per V’indice di raccolta (HI) sono stati identificati sei QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 2, 3, 6, 7 e 9. L’allele di S. habrochaites ha determinato sempre una riduzione
dell’indice, rispetto al controllo E6203 (da 11,4% per il QTL 4i.64 al 30,7% per 1 QTL hi.2A e
hi.2FE).

Per la biomassa della parte epigea (BM) ¢ stato individuato un solo QTL, localizzato sul
cromosoma 12, per il quale I’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione del carattere

pari al 44,8%.

Analizzando il carattere produzione commerciale (RY) sono stati individuati sei QTL
significativi, quattro dei quali (ry.24; ry.2E; ry.7B e ry.12B) mappano sugli stessi BIN dei QTL
individuati per il carattere produzione totale. In tutti i casi, comunque, 1’allele di S. habrochaites ha

determinato una riduzione del carattere (dal 39,5% del QTL ry.2E al 66,5% del QTL ry.24).

Per il contenuto in solidi solubili o brix (BRX) sono stati identificati otto QTL significativi,

posizionati sui cromosomi 1, 2, 3, 4, 5 e 7. Per tutti i QTL identificati 1’allele della specie selvatica
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ha determinato un incremento percentuale del parametro in oggetto in un range compreso tra 16,8%

del QTL brx.44 e 33,9% di QTL brx.2C.

Per il carattere produzione di solidi solubili (BRY) sono stati individuati cinque QTL
significativi, localizzati sui cromosomi 2, 6, 7 ¢ 12. L’allele della specie selvatica ha determinato
sempre riduzioni della produzione di solidi solubili, che sono risultate comprese tra il 44,4% del

QTL bry.64 e il 57,5% di bry.24.

Per lo spessore del pericarpo (PER) sono stati identificati tre QTL significativi, localizzati
sui cromosomi 2, 7 e 11 con una riduzione del carattere compresa tra il 25,3% del QTL per.2C e il

43,2% del QTL per.11B.

Per la scatolatura del frutto (PUFF) sono stati identificati cinque QTL sui cromosomi 2, 4,
5 e 9. Tranne che per il QTL puff-9B, per il quale si ¢ verificato un aumento del carattere pari al
48,1%, in tutti gli altri casi 1’allele della specie selvatica ha determinato una diminuzione

percentuale del parametro in discussione, compresa nel range tra 30,6 per il QTL puff-44 e 40,5 per
1 QTL puff.2B e puff.2E.

Riguardo al colore esterno del frutto (EC) sono stati identificati sette QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 1, 2, 6, 7, 8 e 10. Per 1 QTL ec.2C, ec.7B e ec.10A4 1’allele della specie S.
habrochaites ha determinato un aumento dell’intensita del colore rosso del frutto variabile tra il
14,8% del QTL ec.104 e il 31,2% del QTL ec.7B. Per gli altri quattro QTL, viceversa si sono
registrate diminuzioni della colorazione rossa del frutto, comprese nel range di variabilita tra 16,1%

del QTL ec.84 e 47,0% del QTL ec.2G.

Per il colore interno del frutto (1C) sono stati, invece, identificati nove QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 1, 2, 3, 4, 6, 7 ¢ 8. Per 1 QTL ic.34, ic.3C, ic.4F, ic. 6C ¢ ic.7B I’allele
della specie S. habrochaites ha determinato un aumento dell’intensita del colore rosso del frutto
variabile tra il 16,7% dei due QTL posizionati sui cromosomi 4 e 6 ed il 28,6% del QTL ic.7B. Per
gli altri quattro QTL viceversa si sono registrate diminuzioni della colorazione rossa del frutto,

comprese nel range di variabilita tra 14,6% dei QTL ic./B e ic.84 e 64,6% del QTL ic.2G.

Per la forma del frutto (FS) sono stati individuati sette QTL, posizionati sui cromosomi 2,
3,4,6,7,9 e 11. In tutti i casi 1’allele della specie S. habrochaites ha determinato riduzioni del
rapporto lunghezza/larghezza in un range di variabilita compreso tra il 7,2% dei QTL f5.4G e f5.9B
e il 14,7% del QTL f5.2G.
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Tab. 9. QTL statisticamente significativi (p<0,05) identificati per ciascuno dei 13 caratteri
analizzati sulle 66 IL di S. habrochaites (acc. LA1777) nella prova di campo condotta a Battipaglia
nel 2011. Sono riportati il carattere valutato, il numero di QTL identificati per ciascun carattere, il
nome del QTL e l'intervallo della variazione percentuale osservata rispetto al controllo cv. E6203.

Carattere valutato N° QTL Nome QTL Intervallo della variazione (%)
identificati
Peso medio dei frutti (FW) 18 fw.1B -18,0
fw.24 -49,8
fw.2B -19,7/-48,5
Jw.2F -31,1/-48,5
fw.2H -20,0/-36,7
Sw.3F -34,4/-46,2
Sw.3H -24,2/-34 4
fw.44 -17,1
fw4C -42.9
w4G 21,5
fw.64 -25,0/-42,1
fw.6D -17,1/-25,0
fw.7B -24.8
fw.7D -39,0/-49,3
w.8C -19,6
fw.llC -37,1/-42,3
fw.124 -23,5
fw.12B -55,8
Peso della pianta (PW) 3 pw.2A4 146,7
pw.2C 111,1
pw.3H 82,2/97,8
Produzione totale (TY) 4 ty.24 -51,5
ty.2E -40,6/-53,0
ty.7B -47,3
ty.12B -48,5
Indice di raccolta (HI) 6 hi.2A -30,7
hi.2E -14,8/-30,7
hi.3H -15,9/-26,1
hi.6A4 -11,4/-14,8
hi.7B -23,9
hi.9B -12,5
Biomassa della parte epigea
(BM) 1 bm.12B -44.8
Produzione commerciale (RY) 6 .24 -66,5
ry.2E -39,5/-60,1
ry.3F -41,5/-52,0
ry.64 -48,6/-54,4
ry.7B -62,5
rv.12B -58,8
Contenuto in solidi solubili 8 brx.1F 23,6/31,4
(BRX) brx.1G 19,1/31,4
brx.24 24,0
brx.2C 33,9
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Tab. 9 - continua

Carattere valutato N° QTL Nome QTL Intervallo della variazione (%)
identificati
brx.31 21,4
brx.44 16,8
brx.5F 19,5
brx.7B 26,7
Produzione di solidi solubili 5 bry.24 -57,5
(BRY) bry.2C -46,1
bry.64 -44.4/-49 4
bry.7B -52,8
bry.12B -54,1
Spessore del pericarpo (PER) 3 per.2C -25,3
per.7C -38,3
per.11B -432
Scatolatura del frutto (PUFF) 5 puff-2B -40,5
puff2E -37,5/-40,5
puff-44 -30,6
puff.SE -36,5/-37,5
puff-9B 48,1
Colore esterno del frutto (EC) 7 ec.1D -25,8/-26,8
ec.2C 16,1
ec.2G -45,9/-47,0
ec.6EF -16,7
ec.7B 31,2
ec.84 -16,1
ec.104 14,8/21,1
Colore interno del frutto (IC) 9 ic.1B -14,6
ic.1D -26,7/-30,9
ic.2G -50,0/-64,6
ic.3C 19,0
ic.34 19,0
ic4F 16,7/20,8
ic.6C 16,7/23,8
ic.7B 28,6
ic.84 -14,6
Forma del frutto (FS) 7 f5.2G -10,3/-14,7
f5.3B -9,2/-12,4
f5.4G -7,2
f5.6C -11,1/-12,1
f5.74 -8,0
f5.9B -7,2

f.11B 11,3




Fig. 9. Posizione cromosomica, dimensione ed identita delle 66 IL di S. habrochaites (acc.
LA1777) nel background genetico di S. /ycopersicum (cv. E6203), valutate nella prova di campo
condotta a Battipaglia nel 2011. Ciascuna linea ¢ stata genotipizzata con i marcatori COSII indicati
alla destra di ciascun cromosoma. Le IL sono rappresentate con barre alla destra dei cromosomi. I
nomi dei QTL sono definiti dall’abbreviazione del carattere, seguiti dal numero del cromosoma, e
da lettere maiuscole che indicano il BIN sul quale mappano. I BIN sono indicati in lettera maiuscola
alla sinistra dei cromosomi. I QTL sottolineati indicano quelli per i quali ’allele della specie
selvatica determina un aumento del carattere. Le posizioni dei marcatori in cM sono riportate alla
sinistra dei cromosomi, mentre alla base dei cromosomi sono indicate le loro lunghezze in cM

basate sulla mappa genetica EXPEN 2000 (www.sgn.cornell.edu). FW = peso medio del frutto, PW

= peso della pianta, TY = produzione totale, HI = indice di raccolta, BM = biomassa, RY =
produzione commerciale, BRX = contenuto in solidi solubili o brix, BRY = produzione di solidi
solubili, PER = spessore del pericarpo, PUFF = scatolatura del frutto, EC = colore esterno del

frutto, IC = colore interno del frutto, FS = forma del frutto.
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1.4 Discussione

1.4.1 Numero e posizione dei QTL identificati nell’anno 2010 nelle IL di S.
habrochaites LA1777

Diverse caratteristiche delle popolazioni di linee di introgressione (IL) contribuiscono a
renderle uno strumento particolarmente efficiente per identificare QTL, infatti: a) le linee
contengono singole introgressioni definite da marcatori molecolari del DNA, e pertanto tutta la
variazione genetica per il carattere quantitativo ¢ associata al segmento introgresso; b) la natura
permanente delle linee permette di verificare I'effetto delle introgressioni in diversi anni ed in
diversi ambienti; c¢) ¢ piu facile individuare i QTL di effetto minore sul fenotipo, in quanto questi
non vengono mascherati da QTL di effetto maggiore presenti in altre regioni del genoma; d) nelle
linee di introgressione si eliminano le interazioni epistatiche fra QTL non legati; e) l'analisi

statistica ¢ semplice in quanto si basa sul confronto delle linee con un controllo comune.

Nella prova di campo condotta a Battipaglia (SA) nel 2010, sono stati valutati 15 caratteri
sulle 48 IL di S. habrochaites. Queste linee risultano distribuite su tutti i 12 cromosomi del
pomodoro e nel loro insieme permettono una copertura di circa il 75% del genoma della specie
selvatica. Confrontando 1 risultati ottenuti per ciascuna linea ed utilizzando la strategia del “BIN
mapping”, ¢ stato possibile identificare un totale di 140 QTL statisticamente significativi (p<0,05).
Il numero di QTL identificati per ciascun carattere varia da un minimo di un solo QTL identificato
per il peso della pianta (PW) ad un massimo di 22 QTL identificati per il peso medio dei 100 semi
(SW). Il numero di QTL significativi identificati per ciascun carattere deve essere considerato un
numero minimo, in quanto la risoluzione delle IL analizzate, che dipende dalla dimensione delle
singole linee e dal loro grado di sovrapposizione, non permette di stabilire se 1’effetto osservato per
ciascuna IL sui singoli caratteri ¢ dovuto ad un singolo QTL o a piu QTL legati influenzanti lo
stesso carattere (Eshed e Zamir 1995, 1996). Inoltre va considerato che le IL sono state analizzate
solo allo stato omozigote, tale fattore potrebbe aver limitato il numero di QTL significativi
identificati in questo studio; infatti, le analisi condotte sulle IL di S. pennellii LA0716 sia allo stato
omozigote sia allo stato eterozigote (ILH) hanno permesso, di identificare QTL che si esprimono
specificamente allo stato eterozigote, e che pertanto sono di interesse per la costituzione di varieta
ibride (Eshed e Zamir 1995; Gur e Zamir, 2004), nonché per lo studio delle basi genetiche
dell’eterosi (Semel et al. 2006; Schauer et al. 2008).
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Di seguito vengono discussi i risultati ottenuti per i principali caratteri analizzati; allo
scopo sono stati confrontati i QTL individuati nel nostro studio con quelli osservati in altri studi
condotti utilizzando linee di introgressione (Eshed e Zamir 1995; Prudent ef al. 2009), popolazioni
di “Advanced Backcross” (Tanksley et al. 1996, Fulton et al. 1997, 2000, 2002a, Bernacchi et al.
1998a, 1998b, Frary et al. 2004b) o altre popolazioni segreganti convenzionali (Grandillo e
Tanksley 1996b; Labate et al. 2007; Grandillo et al. 2011b). Poiché per sviluppare le rispettive
mappe genetiche sono stati utilizzati diversi marcatori, i QTL individuati nei diversi studi, sono stati
considerati come potenzialmente ortologhi, se associati ad una regione di circa 20 cM in base alla
posizione dei marcatori sulla mappa EXPEN 2000 (www.solgenomics.net). Per il peso medio del
frutto, il confronto ¢ stato esteso ad una gamma piu ampia di studi condotti, cosi come riportato da

Grandillo e collaboratori (1999).

Peso medio del frutto (FW). Analizzando la popolazione di 48 IL di S. habrochaites ¢ stato
possibile identificare 11 QTL per il FW statisticamente significativi (»<0,05), per i quali I’allele

della specie selvatica ha determinato sempre una riduzione del carattere in esame.

Il carattere peso medio del frutto ¢ sotto il controllo di numerosi QTL sia ad effetto
maggiore sia ad effetto minore ed ¢ stato identificato un set di almeno 28 QTL che influenzano la
variazione di questo carattere confrontando 1 risultati di 17 studi QTL basati su popolazioni
segreganti, derivate da incroci tra il pomodoro coltivato e sette differenti specie selvatiche
(Grandillo et al. 1999; Grandillo et al. 2011b). Studi condotti utilizzando popolazioni derivanti
dall’incrocio tra la specie coltivata (S. lycopersicum) e la specie selvatica a frutto rosso S.
pimpinellifolium, hanno consentito di evidenziare 1’esistenza di 18 QTL che influenzano il carattere
in esame (Grandillo e Tanksley 1996a; Chen et al. 1999; Lippman e Tanksley 2001; Saliba-
Colombani et al. 2001; van der Knaap e Tanksley 2003). Cinque QTL (fwl.1, fw2.1, fw2.2, fw3.2 e
fwll.3) sono stati identificati almeno in tre o piu di questi studi. L'effetto di questi QTL, sul peso
della bacca, differisce tra le popolazioni prese in esame, ma il fw2.2 ¢ risultato, in ogni caso, quello

responsabile della variazione fenotipica di maggior rilievo.

La popolazione costituita dalle 50 IL di S. pennellii (acc. LA0716) e delle corrispondenti
50 linee allo stato eterozigote (ILH), che copre I’intero genoma della specie selvatica, ha permesso
di identificare un numero minimo di 18 QTL per il FW (Eshed e Zamir 1995). Recentemente,
Prudent e collaboratori (2009), in uno studio condotto su un set di 20 IL di S. chmielewskii (acc.
LA1840), rappresentanti circa il 50% del genoma della specie selvatica, hanno evidenziato la

presenza di 7 QTL per il FW.
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Utilizzando popolazioni convenzionali segreganti per I’intero genoma, a parita di numero
di ambienti testati, gli studi effettuati hanno permesso di identificare un numero generalmente
inferiore di QTL per il FW (Grandillo e Tanksley 1996b; Grandillo et al. 2011b). Ad esempio, ¢
interessante notare che la popolazione AB-QTL (BC,/BCs) derivata dall’incrocio S. lycopersicum
(cv. E6203) x S. habrochaites (acc. LA1777), da cui sono state ottenute le IL oggetto di analisi
(Bernacchi et al. 1998a), ha permesso di identificare solo tre QTL per il FW, localizzati sui
cromosomi 2, 3 e 4; nessuno dei quali ¢ stato identificato nel presente studio utilizzando le 48 IL di

S. habrochaites (Bernacchi et al. 1998b).

Quasi tutti i QTL identificati, per il carattere FW, in questo studio erano stati individuati in
precedenti lavori (Grandillo et al. 1999; Causse et al. 2004; Prudent et al. 2009; Grandillo et al.
2011b). Ad esempio, i QTL fw.2C e fw.9C co-localizzano con quelli identificati nelle IL di S.
pennellii LA716 da Causse e collaboratori (2004), mentre 1 QTL fw.7B e fw.8C co-localizzano con
quelli identificati nelle IL di S. chmielewskii (acc. LA1840) (Prudent et al. 2009). Inoltre, i QTL
fw.7B e fw.12B, identificati nel nostro lavoro di tesi, sembrano corrispondere ai QTL fw7.1 e fwl2.1
identificati in precedenza nella popolazione AB di S. pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996),
mentre il QTL fw./0E mappa in una regione simile al fw/0.3 identificato da Fulton e collaboratori
(1997) nella popolazione AB di S. arcanum LA1708.

Degli 11 QTL significativi identificati nell’ambito di questa tesi, quelli che hanno mostrato
un maggior effetto sul fenotipo sono stati fw.9C, fw.7B, fw.7D, fw.12B e fw.11B. In corrispondenza
di questi QTL I’allele della specie selvatica ha determinato riduzioni del FW, rispettivamente, fino
al 41,0%, 42,8%, 43,5%, 48,9% e 49,1%. L’identificazione di un numero limitato di QTL con
effetto maggiore sul fenotipo, insieme ad un numero piu elevato di QTL di effetto minore, ¢ in
accordo a quanto generalmente osservato in studi di analisi QTL (Kearsey e Farquar 1998; Brem e
Kruglyak 2005). Il QTL fw.2C, identificato in questa tesi, co-localizza con il QTL fw2.2, il primo ad
essere clonato (Frary et al. 2000, Nesbitt e Tanksley 2002) e che, secondo quanto riportato in
diversi studi, puo spiegare fino al 30% della varianza fenotipica osservata (Grandillo et al. 1999;

2011b).

Contrariamente a quanto riportato per le IL di S. pennelli LA0716 (Eshed e Zamir 1995;
Causse et al. 2004), va osservato che, nel nostro lavoro di tesi, il set di IL di S. habrochaites
utilizzato non ha consentito I’identificazione di alleli selvatici in grado di aumentare la dimensione

del frutto.

Infine, ¢ di particolare interesse rilevare che su 10 QTL identificati sei (fw./B, fw.3C,
fw.7B, fw.7D, fw.9C e fw.12B) risultano essere in comune con quelli identificati nel 2009, nello
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stesso sito di coltivazione, utilizzando un sub-set (40 in tutto) delle IL di S. habrochaites utilizzate

in questa tesi (D1 Dato 2009).

Per la forma del frutto (FS), ’analisi delle 48 IL di S. habrochaites ha consentito di
individuare sei QTL. Questo risultato ¢ soddisfacente, se consideriamo che per il FS, il confronto
dei risultati ottenuti con sei studi che hanno analizzato I’indice di forma del frutto in pomodoro ha
permesso di identificare un set di 11 QTL per il FS (Grandillo et al. 1999). Inoltre, QTL che
influenzano la forma del frutto, ed identificati in popolazioni derivate da incroci tra S. lycopersicum
e la specie selvatica S. pimpinellifolium, che presenta un frutto di piccole dimensioni del tipo cherry,
sono stati identificati sul cromosoma 2 (ovate e Ic) (Ku et al. 1999; Lippman e Tanksley 2001; van
der Knaap e Tanksley 2003; Barrero e Tanksley 2004; Lecomte et al. 2004b; Gonzalo e van der
Knaap 2008), sul cromosoma 7 (sun) (van der Knaap e Tanksley 2001; Brewer et al. 2007; Gonzalo
e van der Knaap 2008), sul cromosoma 8 (fs8.7) (Grandillo e Tanksley 1996a; Brewer et al. 2007;
Gonzalo e van der Knaap 2008) e sul cromosoma 11 (f o fas) (Lippman e Tanksley 2001; Barrero e
Tanksley 2004)

Cinque dei QTL identificati nella presente tesi sembrano essere in comune con quelli
riportati in altri studi. Il QTL fs.2C, ad esempio, mappa nella stessa posizione del QTL fs2.1
identificato nella popolazione AB di S. pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996), nella quale pero
I’allele della specie selvatica determina un effetto opposto (allungamento del frutto) a quello
riscontrato nel nostro lavoro di tesi. I QTL fs5.2B, fs5.34, f5.9C e fs.11B potrebbero essere in comune
con quelli identificati nella popolazione AB di S. neorickii (Fulton et al. 2000); tuttavia, per gli
ultimi tre QTL menzionati, e che coinciderebbero con 1 QTL fs3.1, fs9.1 e fsi1.1 di Fulton e
collaboratori (2000), I’allele della specie selvatica nella popolazione di S. neorickii determina un
effetto opposto (ovvero un allungamento del frutto) rispetto a quanto invece accade nella

popolazione di S. habrochaites, oggetto di studio nella nostra tesi.

Tre QTL (f5.2C, f5.34 e f5.9C), individuati nella prova di campo del 2010, co-localizzano
con quelli trovati da Di Dato (2009) utilizzando un sub-set di 40 IL di S. habrochaites LA1777

allevata nello stesso sito.

Peso della pianta (PW). Per questo carattere ¢ stato identificato un solo QTL, pw.11B, che
mappa sul cromosoma 11, e I’allele della specie selvatica determina una riduzione fino al 65,6% del
peso della parte epigea della pianta rispetto al controllo. Questo carattere ¢ stato analizzato nella
popolazione di IL e ILH di S. pennellii LAO716 (Eshed e Zamir, 1995), ed in questo studio sono
stati identificati un minimo di 16 QTL, per due dei quali 1’allele della specie selvatica aveva un

effetto opposto a quello atteso, determinando una riduzione del peso della pianta rispetto al
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controllo (Eshed e Zamir 1995). Il QTL pw./I/B identificato in questa tesi sembra non co-
localizzare con il QTL individuato sullo stesso cromosoma nelle IL di S. pennellii (Eshed e Zamir

1995).

Produzione totale (TY). Per questo carattere sono stati identificati 13 QTL ed in tutti i casi
’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione della produzione totale rispetto al
controllo (cv. E6203). Questo carattere ¢ stato valutato in molte altre popolazioni, incluso le IL di S.
pennellii (Eshed e Zamir 1995, 1996) e le cinque popolazioni di AB analizzate in pomodoro
(Tanksley et al. 1996; Fulton et al. 1997; Bernacchi et al. 1998a; Fulton et al. 2000; Frary et al.
2004b). Nella popolazione AB di S. habrochaites (LA1777), sono stati individuati 12 QTL
significativi e per 10 di essi ’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione del carattere
rispetto al parentale coltivato (cv. E6203) (Bernacchi et al. 1998a). Anche Fulton e collaboratori
(2000) hanno riscontrato la presenza di 5 QTL per TY nella popolazione AB di S. neorickii
(LA2133), e per la maggior parte di essi (4 su 5) ’allele della specie selvatica ha determinato un
decremento della produzione totale. Analogamente, anche nello studio condotto sulla popolazione
di 50 IL di S. pennellii la maggior parte dei QTL identificati per TY (9 su 11) hanno determinato

una riduzione del carattere, rispetto al controllo.

Sei dei 13 QTL identificati in questa tesi per TY possono essere considerati in comune con
quelli riportati per la popolazione AB di S. habrochaites (LA1777), dalla quale sono derivate le 48
IL analizzate (Bernacchi et al. 1998a; Monforte e Tanksley, 2000a). I QTL, #.2C, ty.3C, ty.5C,
ty.7B, ty.8D e ty.12B, infatti, co-localizzano con quelli riportati per le stesse regioni cromosomiche
da Bernacchi e collaboratori (1998a). Tre di questi QTL, #.2C, ty.3C e ty.7B, in particolare, sono
probabilmente in comune anche con la popolazione AB di S. pimpinellifolium (Tanksley et al.

1996) ed 1 QTL #.9B e ty10.B con la popolazione di S. arcanum (Fulton et al. 1997) .

Tre QTL, #.3C, ty.5E e ty.7B, sembrano invece co-localizzare anche con quelli riportati
per le IL di S. pennellii (Eshed e Zamir 1995). Due QTL #y.11B e ty.11B non risultano identificati in
nessuna delle cinque popolazioni di AB analizzate in pomodoro (Tanksley et al. 1996; Fulton ef al.
1997; Bernacchi et al. 1998a; Fulton et al. 2000; Frary et al. 2004b) e nella popolazione di IL di S.
pennellii (Eshed e Zamir 1995). Infine in questo anno di prova si confermano i QTL #.3C, #.7B e
ty.12B gia identificati per la popolazione di 40 IL di S. habrochaites allevata nello stesso sito di
coltivazione (Di Dato 2009).

Produzione commerciale (RY). Per questo carattere sono stati identificati sei QTL
significativi che mappano tutti in corrispondenza degli stessi BIN nei quali mappano i QTL
identificati per TY. Anche in questo caso ’allele della specie selvatica ha determinato sempre una
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riduzione della produzione commerciale rispetto al controllo. Anche questo carattere ¢ stato
misurato nelle cinque popolazioni di AB analizzate in pomodoro (Tanksley et al. 1996; Fulton et al.
1997; Bernacchi et al. 1998a; Fulton et al. 2000; Frary et al. 2004b), ma non ¢ stato valutato nella
popolazione di IL di S. pennellii (Eshed e Zamir 1995). 1l maggior numero di QTL identificati per
RY ¢ riportato nello studio condotto sulla popolazione di S. arcanum (Fulton et al. 1997), nel quale
10 dei 12 QTL totali, hanno determinato una riduzione del carattere rispetto al parentale coltivato;
mentre nella popolazione AB di S. pimpinellifolium per i quattro QTL identificati I’allele delle

specie selvatica ha causato sempre un decremento del carattere RY (Tanksley et al. 1996).

Quattro QTL individuati (ry.3C, ry.7B, ry.11A e ry.12B) sembrano coincidere con quelli
mappati nella popolazione di AB di S. habrochaites LA1777 (Bernacchi et al. 1998a) e due di
questi (ry.3C e ry.7B) sono probabilmente in comune anche con la popolazione AB di S.
pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996). 11 QTL ry.IC, viceversa non sembra coincidere con
nessuno dei QTL identificati sullo stesso cromosoma per le popolazioni AB di S. habrochaites

(Bernacchi et al. 1998a) e di S. arcanum (Fulton et al. 1997).

Infine si confermano quattro QTL (7.3C, ry.7B, ry.114 e ry.12B) gia identificati per la
popolazione di 40 IL di S. habrochaites allevata nello stesso sito di coltivazione, nell’anno 2009 (Di

Dato 2009).

Contenuto in solidi solubili o Brix (BRX). Il contenuto in solidi solubili del frutto ¢ un
carattere molto importante sia per il prodotto destinato all’industria di trasformazione sia per quello
destinato al mercato del fresco. Per questo carattere 1’analisi condotta sulle 48 IL, valutate nel 2010,
ha consentito di identificare tre QTL statisticamente significativi (p<0,05), dei quali, brx.IB e
brx.74 hanno determinato una riduzione del carattere rispetto al controllo (cv. E6203). Viceversa,
per il QTL brx.1F I’allele della specie selvatica ha determinato un aumento del contenuto in solidi

solubili.

Questo carattere ¢ stato studiato in numerose popolazioni, incluso le cinque popolazioni di
“Advanced backcross” (S. habrochaites LA1777, S. arcanum LA1708, S. neorickii LA2133, S.
pimpinellifolium 1.A1589) (Fulton et al. 2002) e la popolazione di IL della specie S. pennellii
LA716 (Eshed e Zamir 1995; Causse et al. 2004). Lo studio condotto sulle 50 IL e ILH di S.
pennellii valutate in una singola localita, ha permesso di identificare un numero minimo di 23 QTL
per BRX (Eshed e Zamir 1995). Per un solo QTL, identificato sulla IL2-1, Iallele della specie
selvatica ha determinato una riduzione del contenuto in solidi solubili rispetto al controllo (cv.

MS82). Piu recentemente, Causse et al. (2004) hanno valutato la popolazione di 75 IL di S. pennellii
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LA716 per diversi caratteri, incluso il BRX, ed hanno identificato nove QTL per i quali I’allele

della specie selvatica ha determinato sempre un aumento del contenuto in solidi solubili.

I risultati ottenuti in questo lavoro di tesi, sono stati comparati con quelli riportati negli
studi sopracitati ed ¢ stato osservato che il QTL brx./F, identificato per il cromosoma 1, era stato
precedentemente individuato sia da Fulton ef al. 1997, nella popolazione AB di S. arcanum, sia da
Monforte e Tanksley (2000b). Con riferimento a quest’ultimo lavoro, gli autori, analizzando un
numero maggiore di sub-IL di S. habrochaites, avevano delimitato il QTL per il BRX
nell’intervallo definito dai marcatori CT70A e TG237, a monte di TG245. Riguardo invece al QTL
individuato sul cromosoma 7, questo sembra co-localizzare con quello individuato nella
popolazione di S. pimpinellifolium, analizzata da Fulton et al. 2002, dove per9, a differenza, 1’allele
della specie selvatica ha determinato un aumento del contenuto in solidi solubili. Infine, va
sottolineato che il QTL brx. 1B non sembra coincidere con nessuno di quelli individuati analizzando
le 5 popolazioni di AB (Tanksley et al. 1996; Fulton et al. 1997; Bernacchi et al. 1998a; Fulton et
al. 2000; Frary et al. 2004b) e la popolazione di IL di S. pennellii (Eshed e Zamir 1995) e, inoltre,
nessuno dei tre QTL mappati nella popolazione utilizzata in questo lavoro di tesi ¢ stato
precedentemente individuato per le 40 IL di S. habrochaites LA1777, allevate a Battipaglia, nel
2009 (Di Dato 2009).

Produzione di solidi solubili (BRY). Per questo carattere sono stati identificati otto QTL,
dei quali sette hanno determinato una riduzione del carattere, mentre per il QTL bry.24 T1allele
della specie selvatica ha favorito un aumento della produzione di solidi solubili. Questo carattere ¢
stato valutato negli studi che hanno coinvolto le cinque popolazioni di AB sviluppate in pomodoro
ed anche nella popolazione di IL di S. pennellii (Eshed e Zamir 1995). Nel caso delle popolazioni di
AB, il carattere ¢ stato calcolato come prodotto della produzione commerciale per il brix come fatto
in questo lavoro di tesi, mentre nello studio di Eshed e Zamir 1995, questo parametro derivava dal

prodotto tra produzione totale e brix.

Lo studio nel quale ¢ stato identificato il maggior numero di QTL per BRY ¢ quello
condotto sulla popolazione di IL e ILH di S. pennellii, nel quale sono stati riportati un minimo di 14
QTL significativi, e per quattro di essi, 1’allele della specie selvatica ha determinato un aumento di

produzione dei solidi solubili (Eshed e Zamir 1995).

Tra 1 QTL identificati in questo lavoro di tesi, bry.3C e bry.7B sembrano coincidere con
quelli identificati da Tanksley et al. 1996 nella popolazione AB di S. pimpinellifolium, mentre il
QTL bry.12B co-localizza con quello identificato nella popolazione di AB di S. habrochaites
(Bernacchi et al. 1998a)
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pH (pH). In questo lavoro di tesi sono stati individuati sette QTL statisticamente
significativi per i quali ’allele della specie selvatica ha determinato sempre una riduzione del
carattere. Questo risulta particolarmente apprezzabile dal momento che valori di pH bassi della

materia prima sono richiesti per una corretta trasformazione industriale.

10 QTL influenzanti questo carattere sono stati identificati nella popolazione di AB
sviluppata per S. neorickii (Fulton et. al, 2000), sei nella popolazione di S. arcanum (Fulton et al.
1997), due nella popolazione di S. pennellii (Frary et al. 2004b) e 11 nella popolazione di 75 di S.

pennelli, analizzata da Causse et al. (2004).

Confrontando i risultati di questo lavoro di tesi con i lavori appena menzionati, € possibile
dedurre che i QTL ph.4D, ph.9B e ph.11B sembrano coincidere con quelli individuati nel lavoro di
Causse e collaboratori (2004), pur evidenziando per 'ultimo QTL, ph.11B, un effetto opposto,
(aumento di pH), determinato dall’allele della specie selvatica nelle IL di S. pennellii, rispetto a
quanto individuato nel nostro lavoro di tesi. Il QTL ph.9C sembra invece coincidere con ph9.2
individuato da Fulton e collaboratori (2000) nella popolazione AB di S. neorickii. Inoltre, ph.7B
sembra co-localizzare con ph7.1 della stessa popolazione. Tuttavia sembrerebbe che QTL ortologhi
tra le due specie S. habrochaites e S. neorickii producano, nelle due popolazioni, effetti opposti,

ovvero una diminuzione del pH per la prima specie e un aumento per la seconda specie selvatica.

Va infine sottolineato che quest’ultimo QTL (ph.7B) era gia stato identificato utilizzando
le 40 IL di S. habrochaites allevate nello stesso sito di coltivazione, come descritto da Di Dato

(2009).

Spessore del pericarpo (PER). Per questo carattere sono stati identificati tre QTL
significativi ed in tutti 1 casi 1’allele di S. habrochaites ha determinato un aumento dello spessore
del pericarpo. Questo carattere ¢ stato valutato anche in una popolazione BC; derivata da un
incrocio interspecifico con S. pimpinellifolium (Grandillo e Tanksley, 1996b e nei tre studi AB-QTL
condotti sulle specie selvatiche S. arcanum LA1708 (Fulton et al. 1997), S. neorickii LA2133
(Fulton et al. 2000) e S. pennellii LA1657 (Frary et al. 2004b). Nello studio AB-QTL condotto sulla
popolazione di S. neorickii sono stati identificati sette QTL per lo spessore del pericarpo e per due
di essi, entrambi localizzati sul cromosoma 1, I’allele della specie selvatica ha determinato un
aumento del PER (Fulton et al. 2000). Nello studio AB-QTL condotto in S. pennelli sono stati
identificati solo due QTL, e per uno di essi, quello localizzato sul cromosoma 12, Iallele della
specie selvatica ha determinato un aumento del carattere analizzato (Frary et al. 2004b). Dei tre
QTL individuati nel presente lavoro di tesi, nessuno sembra coincidere con quelli rinvenuti nella

popolazione AB di S. neorickii (Fulton et al. 2000).
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Scatolatura del frutto (PUFF). L’analisi condotta sulle 48 IL di S. habrochaites ha
consentito di identificare 16 QTL per la scatolatura del frutto, per 15 dei quali 1’allele della specie
selvatica ha determinato una riduzione del carattere, interessante dal punto di vista agronomico.
Questo carattere ¢ stato valutato in tutti gli studi di analisi AB-QTL condotti in pomodoro
(Tanksley et al. 1996; Fulton et al. 1997; Bernacchi et al. 1998a; Fulton et al. 2000; Frary et al.
2004b). Il maggior numero di QTL identificati per questo carattere ¢ quello di 13 QTL riportati da

Fulton e collaboratori (2000) per la popolazione di S. neorickii.

I risultati riportati in questa tesi se confrontati con quest’ultimo lavoro evidenziano che
quattro QTL (puff- 9C, puff.10E, puff.11A e puff.12C) sembrano coincidere con quelli identificati da
Fulton et al. 2000, nella specie selvatica S. neorickii. Sempre rispetto a questo lavoro, ¢ possibile
sottolineare una co-localizzazione del QTL puff.74, che, tuttavia, ha determinato effetti opposti
causati dagli alleli delle due specie selvatiche, ovvero un diminuzione del carattere per S.
habrochaites e invece un aumento per S. neorickii. Analogamente, il QTL puff. 9B, identificato a
Battipaglia nel 2010, in corrispondenza del quale 1’allele di S. habrochaites determina un aumento
del carattere, sembra coincidere con il QTL puff.9.1 identificato nella popolazione AB di S.

arcanum (Fulton et al. 1997), che, viceversa determina una riduzione della scatolatura dei frutti.

Colore esterno (EC) ed interno (IC) del frutto. Tra 1 caratteri piu importanti per la qualita
organolettica e nutrizionale del frutto di pomodoro va annoverato il colore che ¢ condizionato sia
dal tipo di pigmento e sia dalla sua concentrazione. Allo scopo di analizzare la base genetica della
variazione quantitativa del colore del frutto, sono stati condotti studi di mappatura QTL utilizzando
sia una popolazione intraspecifica (Saliba-Colombani et al. 2001; Causse et al. 2002) sia
popolazioni interspecifiche comprendenti sette accessioni appartenenti a cinque specie selvatiche: S.
pimpinellifolium LA1589 (Grandillo and Tanksley 1996a; Tanksley et al. 1996; Doganlar et al.
2002), S. pimpinellifolium LA722 (Chen et al. 1999), S. habrochaites LA1777 (Bernacchi et al.
1998a, 1998b; Monforte et al. 2001; Yates et al. 2004), S. pennellii LA716 (Monforte et al. 2001;
Liu et al. 2003), S. pennellii LA1657 (Frary et al. 2004a), S. arcanum LA1708 (Fulton et al. 1997,
Monforte et al. 2001; Yates et al. 2004) e S. neorickii LA2133 (Fulton et al. 2000).

Nel nostro caso, questo carattere ¢ stato valutato utilizzando una scala visiva e
considerando sia il colore esterno del frutto (EC) sia quello interno (IC). L’analisi condotta sulle 48
IL di S. habrochaites valutate nel 2010 ha consentito di identificare 16 QTL per EC e 15 per IC; 11
QTL di EC mappano negli stessi BIN di IC.

Confrontando 1 risultati ottenuti in questo lavoro di tesi per IC, con quelli ottenuti per la
popolazione di 76 IL di S. pennellii (acc. LA716), allevata in condizioni di asciutto ed irriguo (Liu
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et al. 2003), ¢ possibile affermare che sei QTL, identificati nel 2010 nelle 48 IL di S. habrochaites
sembrano coincidere tra le due popolazioni. In particolare per i QTL ic.6B, ic.74 e ic.124, del
nostro lavoro di tesi, I’allele della specie selvatica S. habrochaites determina una riduzione del
colore rosso interno del frutto, similmente a quanto avviene nelle IL di S. pennelli; altri tre QTL
ic.2C, ic.9B e ic.10B, invece, pur co-localizzando nelle due popolazioni a confronto, determinano
una riduzione del colore nei frutti della IL di S. habrochaites, mentre si ha un aumento in quelli

delle IL derivanti da S. pennellii.

I due caratteri, EC ed IC sono stati valutati anche negli altri cinque studi di analisi di AB-
QTL di cui si ¢ parlato in precedenza; tuttavia nei diversi studi i caratteri sono stati valutati
differentemente, il che rende difficile un confronto diretto (Grandillo e Tanksley 1996b; Tanksley et
al. 1996; Fulton et al. 1997; Bernacchi et al. 1998a,b; Fulton et al. 2000; Frary et al. 2004b;
Grandillo e Tanksley 2005).

Confrontando i risultati ottenuti in questa tesi con le popolazioni AB di S. pennellii (Frary
et al. 2004b) e di S. neorickii (Fulton et al. 2000) ¢ possibile evidenziare che: il QTL ec.5D mappa
in posizione simile al QTL ec5. ! della popolazione analizzata da Frary e collaboratori (2004b) ed in
entrambi 1 casi 1’allele della specie selvatica determina una riduzione del colore esterno del frutto;
mentre 1 QTL ec.2C, ec.5E ed ec.11A4 presentano posizioni simili ai QTL ec2.1, ec5.1 ed ecll.]
della popolazione AB di S. neorickii, nella quale tuttavia I’allele della specie selvatica, a differenza
di quanto accade nella popolazione analizzata nella nostra tesi, determina sempre un aumento della

colorazione esterna del frutto (Fulton ef al. 2000).

Infine ¢ interessante sottolineare che 1 QTL ec.2C, ec.6B, ic. 2C e ec.9C sono stati gia
identificati nella prova di campo condotta a Battipaglia nel 2009, utilizzando un sub-set di 40 IL di

S. habrochaites LA1777 (Di Dato 2009).

Peso dei 100 semi (SW). I semi del pomodoro coltivato sono molto piu grandi di quelli dei
suoi parentali selvatici (Doganlar et al. 2000). Questo aumento della dimensione dei semi ¢ il
risultato della selezione esercitata, durante 'addomesticamento e il breeding, per caratteri quali la
resa, la germinazione uniforme e il vigore della pianta. Studi di mappatura QTL sono stati condotti
utilizzando sette diverse popolazioni interspecifiche di cinque specie selvatiche (Tanksley et al.
1982; Weller et al. 1988; Goldman et al. 1995; Grandillo e Tanksley 1996a, Doganlar ef al. 2000). I
risultati di questi studi hanno dimostrato 1’esistenza di 24 QTL distribuiti su tutti 1 12 cromosomi

(Doganlar et al. 2000).
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L’analisi condotta sulle 48 IL di S. habrochaites ha consentito di identificare 22 QTL per
questo carattere, per i quali I’allele della specie selvatica ha determinato sempre una riduzione del

carattere.

Confrontando i risultati del nostro lavoro di tesi con quelli riportati da Doganlar e
collaboratori (2000) ¢ possibile evidenziare che otto QTL identificati nelle 48 IL di S. habrochaites
sono stati identificati anche in precedenti studi. Piu specificamente, i QTL sw./4, sw.54 e sw.7D
co-localizzano con 1 QTL swi.2, sw5.1 e sw7.2, identificati in una popolazione di “Inbred backcross
lines” derivante dall’incrocio tra la varieta coltivata E6203 e la specie selvatica S. pimpinellifolium
(LA1589) (Doganlar et al. 2002); i QTL sw.4C, sw.6B sw.94 e sw.12C mappano in posizioni simili
a quelli identificati da Goldman e collaboratori (1995), in una popolazione RIL (specie coltivata x
S. cheesmaniae); infine, il QTL sw.84 sembra essere ortologo al QTL swé&./ identificato nella

popolazione interspecifica S. lycopersicum x S. pimpinellifolium (Weller et al. 1988).

Doganlar e collaboratori (2000) hanno evidenziato che il QTL sw4./, non individuato
comunque nel presente lavoro di tesi, ¢ un QTL ad effetto maggiore che controlla la dimensione del
seme ed ¢, tra 1 QTL influenzanti questo carattere, il piu conservato in pomodoro. Questo suggerisce
che questo QTL ¢ un gene ortologo trovato in tutte le specie selvatiche di pomodoro e

potenzialmente coinvolto nell’evoluzione e nella domesticazione del pomodoro coltivato.
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1.4.2 Numero e posizione dei QTL identificati nelle IL di S. habrochaites LA1777
nell’anno 2011

Nella prova di campo condotta nel 2011, stati valutati 13 caratteri in 66 IL di S.
habrochaites LA1777. Queste linee risultano distribuite su tutti i 12 cromosomi del pomodoro ¢ nel
loro insieme permettono una copertura di circa 1’80% del genoma della specie selvatica. Le 66 IL
definiscono un totale di 77 BIN, con un minimo di 3 BIN per il cromosoma 11 ed un massimo di 12

BIN per il cromosoma 1.

Confrontando 1 risultati ottenuti per ciascuna linea ed utilizzando la strategia del “BIN
mapping”, ¢ stato possibile identificare un totale di 82 QTL statisticamente significativi (p<0,05),
distribuiti su 38 dei 77 BIN. Il numero di QTL identificati per ciascun carattere varia da un minimo
di un solo QTL identificato per la biomassa della parte epigea (BM) ad un massimo di 18 QTL
identificati per il peso medio del frutto (FW).

Di seguito vengono discussi i risultati ottenuti per i principali caratteri analizzati.

Peso medio del frutto (FW). Analizzando la popolazione di 66 IL di S. habrochaites ¢ stato
possibile identificare 18 QTL per FW statisticamente significativi (p<0,05), per i quali I’allele della
specie selvatica ha determinato sempre una riduzione del carattere in esame. Nella prova condotta

nel 2010 con 48 IL erano stati identificati 11 QTL significativi per FW.

Sei QTL, fw.IB, fw.3H, fw.7B, fw.7D, fw.8C e fw.12B, sono stati identificati in entrambi gli
anni 2010 e 2011, mentre otto QTL identificati nel 2011 fw. 1B, fw.2H, fw.3F, fw.4G, fw.6D, fw.7B,
fw.7D, fw.12B sono stati identificati anche nella prova condotta nel 2009 (Di Dato 2009). Va
sottolineato che alcuni dei QTL identificati in piu di un anno presentano denominazioni diverse, in
virtu del fatto che, utilizzando un diverso numero di IL nel triennio 2009-2011, il numero ¢ la

distribuzione dei BIN risultano variati.

Infine, nove QTL sono stati identificati solo nel 2011: fw.24, fw.2B, fw.2F, fw.3F, fw.4A4,
fwA4C, fw.64, fw.11C e fw.12A4. Tutti questi QTL, fatta eccezione per fw.3H, sono stati identificati
in precedenti studi (Grandillo et al. 1999).

Dei 18 QTL significativi identificati nell’ambito di questa tesi, 10 hanno mostrato un
maggior effetto sul fenotipo, in corrispondenza dei quali 1’allele della specie selvatica ha
determinato importanti riduzioni del FW (da 34,4% per il fw.3H al 55,8% per il fw.12B).

Analogamente a quanto osservato nelle prove condotte nel 2010 e nel 2009, anche nel 2011

non ¢ stato individuato alcun QTL in grado di aumentare la dimensione del frutto.
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Per la forma del frutto (FS), I’analisi delle 66 IL di S. habrochaites ha consentito di
individuare sette QTL.

Cinque dei QTL identificati nella presente tesi sono putativamente conservati in altre
specie analizzate in diversi studi. Piu precisamente, i QTL f5.74 e fs.9B sono potenzialmente
ortologhi ai QTL fs7.1 e f5.9.1 identificati nella popolazione di AB di S. arcanum (Fulton et al.
1997), il QTL fs.34 ¢ putativamente conservato anche nella popolazione di AB di S. neorickii
(Fulton et al. 2000), ed infine anche f5.2C sembra potenzialmente ortologo al QTL fs2./ della
popolazione di AB di S. pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996). Tuttavia, con riferimento a
quest’ultima popolazione 1’allele ortologo della specie selvatica S. pimpinellifolium determina un
effetto opposto (allungamento del frutto) rispetto a quanto riscontrato nel nostro lavoro. Due QTL
(fs.2G e fs.3B), individuati in quest’anno di prova, coincidono di fatto sia con quelli identificati nel

2010 da Di Dato (2009), utilizzando un sub-set di 40 IL di S. habrochaites LA1777.

Peso della pianta (PW). Per questo carattere sono stati identificati tre QTL, per i quali
I’allele della specie selvatica ha determinato un aumento considerevole (fino a 111,1% per il QTL

pw.2C) del peso della parte epigea della pianta, rispetto al controllo.

Questo carattere ¢ stato analizzato sulla popolazione di IL e ILH di S. pennellii LA0716 e
sono stati identificati un minimo di 16 QTL, per 14 dei quali I’allele della specie selvatica ha
determinato aumento del peso della pianta rispetto al controllo (Eshed e Zamir 1995). Confrontando
1 risultati ottenuti in questa tesi con quest’ultimo lavoro di ricerca ¢ possibile dedurre che: il QTL
pw.2A4 sembra putativamente ortologo con quello identificato nella IL2-1, tuttavia, in questa linea
I’allele della specie selvatica, determina un effetto opposto (riduzione del carattere) rispetto a
quanto avviene nella popolazione di S. habrochaites LA1777; il QTL pw.2C sembra putativamente
con quello identificato nella IL2-4 di S. pennellii e ’allele della specie selvatica determina lo stesso
effetto sul fenotipo (riduzione del carattere) in entrambe le popolazioni interspecifiche a confronto,
infine il QTL pw.3H, identificato in questa tesi, e gia localizzato nella stessa posizione da Di Dato
(2009), sembra non co-localizzare con nessuno dei QTL identificati da Eshed e Zamir (1995) sul

cromosoma 3 delle IL di S. pennellii .

Produzione totale (TY). Per questo carattere sono stati identificati quattro QTL ed in tutti i
casi I’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione della produzione totale rispetto al
controllo. Di questi il QTL #0.24 co-localizza con il QTL identificato nella stessa regione del
cromosoma 2 delle IL di S. pennellii (Eshed e Zamir 1995), mentre 1 QTL #y.7B e ty.12B risultano
precedentemente individuati sia nel 2010 e sia nel 2009 (Di Dato 2009).
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Produzione commerciale (RY). Per questo carattere sono stati identificati sei QTL
significativi, dei quali quattro (ry.24, ry.2E, ry.7B e ry.12B) mappano in corrispondenza degli stessi
BIN nei quali mappano 1 QTL identificati per TY. Come per quest’ultimo carattere, 1’allele della
specie selvatica ha determinato sempre una riduzione della produzione commerciale rispetto al

controllo.

Confrontando 1 risultati ottenuti in questo lavoro di tesi con quelli ottenuti analizzando
popolazioni di AB di diverse specie selvatiche, ¢ possibile evidenziare, che il QTL ry.2E ¢
localizzato nella stessa regione del cromosoma 2 nelle popolazioni di AB di S. arcanum (Fulton et
al. 1997) e di S. habrochaites (Bernacchi et al. 1998b). Infine 1 QTL ry.7B e ry.12B risultano di
fatto gia individuati negli anni 2009 e 2010.

Contenuto in solidi solubili o Brix (BRX). Analizzando le IL, allevate nel 2011, per questo
carattere sono stati identificati otto QTL e in tutti i casi l’allele della specie S. habrochaites ha

determinato un aumento del contenuto in solidi solubili.

I risultati ottenuti in quest’anno di sperimentazione sono stati comparati con altri studi di
“QTL mapping” ed ¢ stato osservato che cinque QTL coinciderebbero con quanto gia trovato da
diversi autori in altre popolazioni di diverse specie selvatiche. Piu precisamente il QTL ssc2.1,
identificato nella popolazione AB di S. pimpinellifolium da Tanksley e collaboratori (1996),
potrebbe corrispondere al QTL brx.2C (che determina un aumento del contenuto in solidi solubili
pari al 34%), mentre brx.44, identificato nel nostro lavoro di tesi, co-localizza con brx4.1,

identificato da Fulton e collaboratori (2000) in una popolazione di AB di S. neorickii.

Infine, 1 QTL brx.5F e brx.7B risultano mappare nelle stesse posizioni nella popolazione di

40 sub-IL analizzata da Di Dato (2009).

Produzione di solidi solubili (BRY). Per questo carattere sono stati identificati cinque QTL
significativi e in tutti i casi ’allele della specie selvatica ha determinato un decremento della
produzione di solidi solubili. Questo carattere ¢ stato valutato negli studi che hanno coinvolto le
cinque popolazioni di AB sviluppate in pomodoro ed anche nella popolazione di IL di S. pennellii

(Eshed e Zamir 1995).

Tra 1 QTL identificati in questo lavoro di tesi, bry.7B sembra coincidere con quello
identificato nella popolazione di AB di Solanum pimpinellifolium (Tanksley et al. 1996), mentre il
QTL bry.12B co-localizza con quello identificato nella popolazione di AB di S. habrochaites
(Bernacchi et al. 1998b).
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Spessore del pericarpo (PER). Per questo carattere sono stati identificati tre QTL ed in tutti
i casi Dallele di S. habrochaites ha determinato una diminuzione dello spessore del pericarpo.
Questi tre QTL non sembrano di fatto essere stati identificati nei precedenti esperimenti che hanno
utilizzato popolazioni di AB. Invece, il QTL per.7C co-localizza con quello identificato sul

cromosoma 7 da Di Dato (2009).

Scatolatura del frutto (PUFF). Per questo carattere sono stati identificati cinque QTL e per
quattro di essi (puff-2B, puff.2E, puff.44 e puff.5E) V’allele di S. habrochaites LA1777 ha

determinato una diminuzione del carattere.

I risultati riportati in questa tesi, se confrontati con i risultati ottenuti analizzando la
popolazione di AB di S. neorickii (Fulton et al. 2000), evidenziano che due QTL (puff-2E e puff-5B)
sembrano coincidere con quelli identificati proprio in questa popolazione. Anche per quest’anno di
prova il QTL puff.9B, co-localizza con il QTL puff.9.1, identificato nella popolazione di AB di S.
arcanum (Fulton et al. 1997), ma, contrariamente a quanto riportato proprio in quest’ultima specie

selvatica, il QTL puff 9B ha determinato un aumento della scatolatura dei frutti.

Colore esterno (EC) ed interno (IC) del frutto. Analizzando le 66 IL, allevate nel 2011, per
questo carattere sono stati identificati sette QTL significativi per il colore esterno del frutto e nove
per quello interno. L’allele della specie selvatica ha determinato un aumento del colore esterno per

tre QTL ed un aumento del colore interno per cinque QTL.

Riguardo ad altre popolazioni di IL, il colore interno del frutto ¢ stato valutato su una
popolazione di 76 IL di S. pennellii (acc. LA716) (Liu et al. 2003), allevata in condizioni di asciutto
ed irriguo, e diversi QTL identificati per questo carattere sono risultati influenzati dalle condizioni
ambientali. In totale, Liu e collaboratori (2003) hanno mostrato 1’esistenza di 19 QTL per il colore
interno del frutto, e 10 di questi QTL hanno mostrato segregazione trasgressiva, in quanto 1’allele
della specie selvatica ha determinato un aumento dell’intensita del colore rosso dei frutti. Sei di

questi QTL sono risultati significativi in entrambe le condizioni di coltivazione (asciutto ed irriguo).

Cinque dei QTL identificati, in questo lavoro di tesi, per il colore interno del frutto (ic.2G;
ic.3C; iC.4F; ic.7B e ic.84) sembrano coincidere proprio con cinque di quelli riportati da Liu e
collaboratori (2003). Tuttavia, confrontando i nostri risultati con quelli riportati in quest’ultimo
lavoro, ¢ possibile notare che per un solo QTL (quello posizionato sul cromosoma 4) 1’allele della
specie selvatica di entrambe le specie selvatiche (S. habrochaites e S. pennellii) ha prodotto lo
stesso effetto (aumento della colorazione interna del frutto). Per gli altri quattro QTL ortologhi,

identificati nel nostro lavoro di tesi (ic.1B, ic.1D, ic.34 e ic.6C), ’allele della specie selvatica S.
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habrochaites LA1777 ha determinato un aumento del colore nella corrispondente popolazione di IL

ed una riduzione dello stesso carattere nelle IL della specie S. pennellii (Liu et al. 2003).

Con riferimento al colore esterno, ¢ possibile evidenziare che tra i QTL identificati in
questo lavoro di tesi, per i quali I’allele della specie selvatica (S. habrochaites LA1777) ha
determinato un aumento del carattere (ec.2C, ec.7B ¢ ec.10A4), il QTL ec.7B , gia identificato da Di
Dato (2009), sembra particolarmente favorevole in quanto ha incrementato la colorazione rossa del
31,2%. Inoltre, il QTL ec.2¢ coincide con quello individuato da Fulton e collaboratori (2000) nella

popolazione AB di S. neorickii.

In quest’anno di sperimentazione (2011), si confermano i QTL ec.2G, ec.6E ed ec.84,

identificati nel 2010.

Diversi studi di mappatura hanno identificato numerosi QTL, distribuiti su tutti e 12 1
cromosomi, che influenzano il colore rosso dei frutti. Sorprendentemente, i QTL che migliorano
questo importante carattere di qualita, sono stati identificati non solo nelle specie selvatiche a frutto
rosso (S. pimpinellifolium), ma anche nelle specie a frutto verde S. habrochaites, S. arcanum, S.
neorickii e S. pennellii. E’ da notare che alcuni di questi QTL sostanzialmente migliorano 1'intensita
del colore rosso, una volta introgressi nel background genetico della specie. Questo ¢ il caso, ad
esempio, del QTL che mappa nella parte inferiore del cromosoma 4: le NIL 1L4-4, TA1160 e
TAS17, che portano introgressioni, per questa regione, da S. pennellii, S. arcanum e S.
habrochaites, rispettivamente, hanno mostrato un aumento nell'intensitd del colore rosso che ¢
variato dal 52% per 1L4-4 all’84% per TA1160 (Monforte et al. 2001). Questi risultati sono di
particolare interesse in considerazione del fatto che tutte e tre le specie selvatiche producono frutti
verdi e mancano di un enzima attivo nell’ultimo “step” del “pathway” di biosintesi del licopene; gli

alleli selvatici potrebbero pertanto alterare “step” precedenti della via biosintetica del carotenoide.
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CAPITOLO 11

Analisi QTL per caratteri agronomici in una popolazione AB

di S. habrochaites LA1721

2.1 Introduzione

La metodologia AB-QTL ¢ stato proposto come strategia di breeding molecolare mirata ad
una migliore utilizzazione della variabilita genetica conservata nel germoplasma selvatico delle
specie coltivate (Tanksley e Nelson 1996; Tanksley ef al. 1996). 11 metodo AB-QTL ¢ stato
ampiamente utilizzato in pomodoro, dove ¢ stato applicato a sei differenti popolazioni derivanti da
incroci tra il S. lycopersicum (cv. E6203, cultivar da industria) e cinque specie selvatiche: S.
pimpinellifolium (acc. LA1589) (Grandillo e Tanksley 1996a; Tanksley et al. 1996; Fulton et al.
2002b), S. arcanum (acc. LA1708) (Fulton et al. 1997, 2002b), S. habrochaites (acc. LA1777)
(Bernacchi et al. 1998a, 1998b; Fulton et al. 2002b), S. neorickii (acc. LA2133) (Fulton et al. 2000;
2002b), S. pennellii (acc. LA1657) (Frary et al. 2004b). Tutte le popolazioni sono state
genotipizzate ed allevate in prove di campo replicate in diverse localita e valutate per numerosi
caratteri importanti per il pomodoro da industria. In ognuno di questi studi ¢ stato possibile
identificare QTL derivanti dalle specie selvatiche con effetti favorevoli per numerosi caratteri di
interesse agronomico, incluso caratteri per 1 quali le specie selvatiche mostravano fenotipi

sfavorevoli (Grandillo et al. 2008, 2011a).

L’obiettivo di questo progetto di ricerca ¢ stato quello di applicare il metodo di analisi AB-
QTL ad un’altra accessione selvatica di pomodoro, S. habrochaites LA1721, per valutare le sue

potenzialita come fonte di QTL utili per caratteri influenzanti la produzione e la qualita del frutto.

Questo studio ¢ il risultato di una collaborazione tra la Dr. Silvana Grandillo del CNR-
IGV, Portici ed il Dr. Steven D. Tanksley e la Dr. Theresa Fulton della Cornell University (CU),

USA.
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2.2 Materiali e metodi

2.2.1 Materiale vegetale

Una singola pianta della specie selvatica S. habrochaites (acc. LA1721) ¢ stata incrociata
con S. lycopersicum TA496 (cv. E6203 + Tm2a) e successivamente una singola pianta F; ¢ stata
reincrociata per ottenere la generazione BC;. La popolazione BC; di circa 200 piante ¢ stata allevata
presso le serre della Cornell University, NY. Il marcatore CAPS, TG279, ¢ stato utilizzato per
genotipizzare la popolazione BC; al fine di selezionare gli individui omozigoti al locus “self-
pruning” (SP) , del cromosoma 6 per gli alleli del parentale coltivato. il genotipo sp/sp conferisce
un habitus di crescita determinato, carattere importante per il pomodoro da industria. Il marcatore
TG279 ¢ posizionato a circa 3 ¢cM dal locus SP (Grandillo e Tanksley 1996b). Le piante BC,
selezionate sono state incrociate con S. lycopersicum TA496 per produrre la generazione BC,. Un
totale di 19 piante BC; sono state allevate presso le serre della Cornell University, NY ed incrociate
con la linea TA496 di S. lycopersicum per produrre 199 famiglie BC,F; da sottoporre a valutazione
fenotipica in campo. Le 199 piante BC, sono state analizzate con marcatori molecolari SSR e

CAPS.

2.2.2 Analisi molecolare della popolazione

L’estrazione del DNA genomico dei parentali S. lycopersicum (acc. TA496) e S.
habrochaites (acc. LA1721) e delle 199 piante BC, ¢ stata effettuata come descritto da Fulton ez al.
(1995). T marcatori CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) sono stati sviluppati a
partire da marcatori RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e sequenze EST
(Expressed Sequence Tag) (Fulton et al. 2002a) disponibili presso i database dell’SGN (Mueller et
al. 2005, http://solgenomics.net/). I primer per i marcatori CAPS sono stati disegnati utilizzando il
software PRIMER3 (Rozen e Skaletsky 1997). Le reazioni di PCR sono state eseguite in un volume
totale di 25 pL, contenente 50 ng di DNA templato, 2,5 pmol di ogni primer forward e reverse,
dNTP ad una concentrazione di 0,2 mM, 2,5 puL di tampone PCR 10X (50 mM KCI, 10 mM Tris-
HCIL pH 8.3, 1.5 mM MgCl,) e 0,2 unita dell’enzima Taq polimerasi. La reazione di amplificazione
consisteva di una denaturazione iniziale per 5 min. a 94°C, seguita da 35 cicli di amplificazione con
denaturazione a 94°C per 60 sec., annealing a 55°C per 90 sec. ed elongazione a 72°C per 2 min.

Alla fine del 35° ciclo ¢ stato effettuato un ulteriore ciclo a 72°C per 8 min. Dopo 1’amplificazione,
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i prodotti PCR sono stati visualizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio all’1% in buffer TAE
1X, utilizzando un voltaggio di 100V per circa un’ora a temperatura ambiente. Le reazioni PCR
sono state effettuate utilizzando una macchina PCR MJ Research Peltier Thermal Cycler (PTC-
225; Waltham, Mass). I prodotti dell'amplificazione sono stati, in seguito, sottoposti a digestione
enzimatica con endonucleasi di restrizione specifiche. Per ogni campione sono stati utilizzati, in un
volume finale di 15 mL, 10 mL di DNA amplificato, 1,5 mL di tampone 10X specifico dell’enzima
usato ¢ 0,2 pl del relativo enzima di restrizione (10U/ul). La reazione ¢ stata incubata alla
temperatura appropriata per 2-3 ore e I’individuazione dei polimorfismi ¢ stata effettuata mediante
elettroforesi su gel di agarosio al 2-3% dei campioni digeriti. Per le regioni del genoma dove non
sono stati trovati marcatori CAPS polimorfici, sono stati utilizzati marcatori SSR “Simple Sequence
Repeats” messi a punto secondo il protocollo di Tautz del 1989. Per i microsatelliti (SSR o Single

Sequence Repeats) ¢ stato utilizzato lo stesso profilo termico dei marcatori CAPS.

Le sequenze dei primer utilizzati per i marcatori SSR e CAPS sono disponibili sul sito

http://solgenomics.net. I marcatori risultati polimorfici fra i parentali sono stati utilizzati per

genotipizzare la popolazione costituita da 199 piante BC,.

2.2.3 Valutazione fenotipica della popolazione
Al fine di identificare QTL per i caratteri che controllano la produzione, le caratteristiche
morfologiche e la qualita della bacca di pomodoro sono state utilizzate le famiglie BC,F, derivate
da 199 piante BC,. Le piante sono state cresciute in due differenti localita della California (localita
1 =P, e localita 2 = H). La sperimentazione ¢ stata effettuata adottando un disegno sperimentale con

parcelle randomizzate di 15 piante ciascuna, insieme a sei parcelle della linea controllo TA496.

Per la valutazione fenotipica sono stati presi in considerazione i seguenti 13 caratteri

agronomici:

Produzione potenziale (YPOT). La produzione potenziale ¢ stata stimata visivamente
considerando tutte le piante presenti in una parcella, utilizzando una scala da 1 (produzione bassa) a

10 (produzione alta).

Ulteriori misurazioni sono state fatte alla raccolta su un minimo di 10 frutti per parcella per
1 seguenti caratteri: peso medio del frutto, consistenza, colore interno del frutto, spessore del

pericarpo e scatolatura.

Peso medio del frutto (FW). 1l peso medio del frutto espresso in grammi, ed ¢ stato

determinato utilizzando un campione di almeno 10 frutti maturi per parcella.

111


http://solgenomics.net/

Consistenza del frutto (FIR). La consistenza del frutto ¢ stata valutata in modo soggettivo
mediante pressione manuale di almeno 10 frutti maturi ed ¢ stata utilizzata una scala numerica da 1

(poco consistente) a 10 (molto consistente).

Colore interno del frutto (IC). 1l colore interno ¢ stato rilevato visivamente, analizzando la
sezione trasversale del frutto ed utilizzando una scala di punteggio che va da 1 (colore tenue) a 10

(colore intenso).

Spessore del pericarpo (PER). Lo spessore del pericarpo (o parete) ¢ stato valutato sulla
sezione trasversale del frutto utilizzando una scala visiva da 1 (pericarpo sottile) a 10 (pericarpo

Spesso).

Scatolatura del frutto (PUF). La scatolatura indica la quantita di spazio vuoto osservato nei
loculi di frutti freschi tagliati trasversalmente. Il carattere ¢ stato valutato utilizzando una scala

visiva da 1 (senza scatolatura) a 10 (frutti molto scatolati).

In entrambe le localita, per ogni parcella sono stati campionati 1,36 Kg di frutti rossi
maturi su cui sono stati misurati i seguenti parametri: contenuto in solidi solubili e viscosita della
polpa e del succo come riportato da Yates et al. (2004). Inoltre, aliquote congelate del succo dei
frutti sono state usate per misurare il contenuto di acidi totali ed acidi organici totali, il pH ed il

contenuto in licopene come riportato da Yates et al. (2004).

Contenuto in solidi solubili del frutto o brix (BRX). Il contenuto totale in solidi solubili (o
brix) nei frutti di pomodoro comprende gli zuccheri ed in misura minore gli acidi organici; questo
carattere ¢ un parametro importante per il pomodoro da industria. Il brix ¢ stato misurato in

entrambe le localita utilizzando un rifrattometro (°Brix) come descritto da Tanksley ef al. (1996).

Viscosita della passata (PBOS). Il consistometro di Bostwick ¢ stato utilizzato sulla
passata, e la misura della viscosita ¢ stata espressa in cm di migrazione in 30 secondi a 25°C. Un

valore basso di questo parametro indica alta viscosita (desiderabile).

Viscosita del succo del (JBOS). La viscosita del succo del frutto ¢ stata misurata come

riportato per la passata. Un valore basso di questo parametro indica alta viscosita (desiderabile).

Acidi totali (TA), acidi organici totali (TOA) e pH (pH) sono stati misurati come descritto
da Yates et al. (2004).

Licopene (LYC). 1l licopene ¢ stato misurato in parti per milione come descritto da Yates

et al. (2004).
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2.24 Analisi dei dati

La segregazione di ciascun marcatore ¢ stata analizzata mediante il test chi-quadro per
valutare il grado di deviazione della frequenza di eterozigoti osservata ad ogni locus rispetto a
quella attesa per una popolazione BC, (25%), utilizzando il programma statistico QGene (QGene

software, Nelson 1997).

I coefficienti di correlazione di Pearson tra i caratteri sono stati calcolati per ciascuna

localita utilizzando il programma statistico QGene.

Per I’identificazione di QTL ¢ stato seguito 1’approccio standard basato sull’analisi
statistica (ANOVA, regressione) dell’associazione tra carattere e genotipi, ad ogni locus (“single-
point analysis”), ed utilizzando lo stesso programma statistico. Un QTL viene riportato solo se
osservato in entrambe le localita con un p<0,05, oppure se viene riportato in almeno una localita
con p<0,01. La percentuale di varianza fenotipica spiegata (%PV) da un dato QTL corrisponde
all’R? dell’analisi di regressione, espressa in %. Ai livelli di significativita di ogni QTL sono stati
assegnati dei segni +/— che indicano se 1’allele selvatico contribuisce, rispettivamente, ad aumentare

o a ridurre il carattere.

2.3 Risultati

2.3.1 Analisi di segregazione

Un totale di 88 marcatori basati sulla PCR (43 SSR e 45 CAPS) sono stati utilizzati per la
genotipizzazione delle 199 piante BC,. Questi marcatori sono distribuiti su tutti 1 12 cromosomi del
pomodoro (Tabelle 10 e 11), con una distanza media tra i marcatori di ca. 16 cM. Per sei regioni,

definite “gap” e distribuite sui cromosomi 1, 3, 4, 5 e 7, la distanza tra marcatori ¢ risultata >30 cM.

29 (33%) marcatori mostrano una deviazione statisticamente significativa (p<0,01) della
frequenza di eterozigoti rispetto a quella attesa del 25% (Tab. 10), con una percentuale media di
eterozigoti per locus del 19%. In tutti i casi, fatta eccezione per i marcatori T1738 e CT114 alla base
del cromosoma 7, la distorsione della segregazione risulta a favore dell’allele del parentale coltivato
S. lycopersicum (L/L). La segregazione distorta interessa loci distribuiti su tutti 1 cromosomi fatta
eccezione per 1 cromosomi 3 e 10. 15 (17%) marcatori, localizzati sui cromosomi 4, 6, 8,9, 11 e 12,
mostrano una segregazione distorta rispetto a quella attesa a p<0,0001. La regione del locus self-

pruning (SP) localizzato sul cromosoma 6 tra i marcatori TG275 e TG279 mostra una forte
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deviazione della segregazione a favore dell’allele del parentale coltivato (SL), che conferisce un

habitus di crescita determinato.
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Tab. 10. Deviazioni dalla frequenza attesa degli individui eterozigoti nella popolazione BC, per
l'incrocio S. lycopersicum x S. habrochaites acc. LA1721 (L = allele S. lycopersicum, HB = allele S.
habrochaites).

Locus Crom. Posizione Genotipo® Frequenza
di mappa® Eterozigoti
cM L/L L/HB (%)
TGS8 1 21,5 158 34 17,7
SSR51 1 39,5 164 33 16,8 **
SSR134 1 433 157 36 18,7
T1409 1 77 123 48 28,1
SSR222 1 97,5 143 50 25,9
CT267 1 114 111 37 25,0
SSR308 1 121 136 56 29,2
SSR117 1 138 150 48 24,2
SSR65 1 159 148 46 23,7
cLEC-7-P21 2 0 167 28 14,4 **x*
SSR40 2 22 158 39 19,8
SSR356 2 44 146 40 21,5
SSR349 2 47,5 141 43 23,4
SSR605 2 48,5 153 44 22,3
T0562 2 71 113 48 29,8
SSR26 2 71,5 145 51 26,0
FW2.2 2 117 141 46 24,6
T1480 2 106 135 44 24,6
T0634 2 130 134 41 23,4
TGS585 3 40 148 48 24,5
cLPT-2-E21 3 61 148 39 20,9
SSR111 3 73,9 149 34 18,6
SSR22 3 99 156 36 18,8
T0794 3 120 149 44 22,8
SSR320 3 158 160 36 18,4
SSR11 3 164 156 40 20,4
SSR27 3 169 157 42 21,1
T707 4 0 179 18 9,1  kxxk
SSR310 4 58 193 4 2,0  kEEE
T1405 4 77 189 7 3,6 R
SSR146 4 102 168 30 152 **
SSR188 4 135,5 156 29 15,7 **
cLEX-13-I3A 5 13 147 47 24,2
SSR115 5 35 156 41 20,8
cLEX13G5 5 79 165 33 16,7 **
TG23 5 99 151 32 17,5
T633 5 119 157 37 19,1
T892 6 14 155 37 19,3
T507 6 25 158 35 18,1
SSR128 6 35 160 38 19,2
SSR578 6 44 172 25 12,7 =
TG275 6 68,6° 196 - 0,0  HxEx
TG279 6 80 155 3 1,9 e
SSR350 6 101 183 15 7,6  RREE
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Tab. 10 — continua

Locus Crom. Posizione Genotipo® Frequenza
di mappa® Eterozigoti
cM L/L L/HB (%)
SSR241 7 0 166 27 14,0 ***
SSR52 7 3 177 21 10,6 ok
SSR45 7 60 128 58 31,2
T1738 7 72,5 118 68 36,6 F**
CT114 7 96 123 68 35,6 F**
SSR344 8 4 193 4 2,0  eREE
SSR244 8 7 199 - 0,0  FH*x
SSR327 8 22,5 199 - 0,0  FF**
TG302 8 37 158 30 16,0 **
SSR38 8 55 165 34 17,1
SSR594 8 55 163 34 17,3
T1359 8 73 146 38 20,7
CT68 8 87 149 43 22,4
TGI8 9 14 141 51 26,6
T1617 9 39 132 22 14,3 **
SSR70 9 42 174 22 11,2 ****
SSR383 9 57,3 176 7 3,8 wwEE
T1190 9 77 146 41 21,9
T1519 9 90 146 40 21,5
T1065 9 116 135 52 27,8
TG230 10 0 147 43 22,6
TG303 10 11 150 46 23,5
SSR34 10 25,3 155 44 22,1
SSR218 10 33,7 158 40 20,2
SSR318 10 34,5 141 56 28,4
SSR248 10 35 145 46 24,1
SSR85 10 55 149 47 24,0
T1682 10 66 140 54 27,8
SSR223 10 75 131 54 29,2
TG497 11 1 149 34 18,6
SSR80 11 20 166 29 14,9 **
SSR67 11 24 156 20 11,4 *xk*
SSR46 11 40 172 19 9,9  wxAX
TG400 11 57 159 33 17,2
cLEC-24-C3 11 76 155 34 18,0
T302 11 89 154 38 19,8
TG393 11 103 143 42 22,7
TG180 12 9 146 27 15,6 **
TG68 12 21 171 8 4,5  wEEx
cLET-8-K4 12 41 161 34 17,4
SSR44 12 60 145 21 12,7 ***
T801 12 74 157 33 17,4
T1305 12 90 148 31 17,3
T800 12 118 146 46 24,0

ok ek xEsx ivello di significativita per p< 0,01, 0,001 e 0,0001.
*1a posizione dei marcatori ¢ relativa alla mappa Tomato-EXPEN 2000 (http://solgenomics.net), fatta eccezione per i casi

indicati con (§) che si riferiscono alla mappa EXPEN 1992;
numero degli individui L/L e L/HB della popolazione BC,
nd: non disponibile
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2.3.2 Correlazioni tra caratteri

Correlazioni statisticamente significative (p<0,01) sono state riscontrate fra molti dei
caratteri analizzati nelle due localitd. Buone correlazioni positive (p<0,01) sono state osservate in
entrambe le localita fra TA e TOA (r=0,95 per la localita P e r=0,9 per lalocalita H), tra PBOS e
JBOS (r=0,58 per H e r=0,56 per P) e tra PBOS e BRX (r=0,65 per H e r=0,66 per P). Correlazioni
positive meno forti sono state osservate fra BRX e TA nella localita P (r=0,35), fra FW ¢ YPOT
(r=0,34 per H e r=0,45 per P), fra FW e PER (r=0,41 per H e r=0,34 per P). Al contrario buone
correlazioni negative sono state rilevate fra TA e pH (=-0,51 per H e r=- 0,42 per P), fra TA e FW
(r=-0,47 per H e r= - 0,35 per P), IC e FIR nella localita P (r=-0,44), fra BRX e FW (r=-0,37 in
entrambe le locailitd), fra TA e YPOT (r=-37 in entrambe le localita), e fra TOA e YPOT (r=-0,31
per H e r=-0,32 per P), fra FIR e JBOS (r=-0,29 per H e r=-0,25 per P), fra BRX e JBOS (r=-0,29
per H e r=-0,25 per P).
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2.3.3 QTL identificati per ciascun carattere

Per i 13 caratteri analizzati in entrambe le localita sulle famiglie BC,F; di S. lycopersicum x S.
habrochaites (acc. LA1721) sono stati identificati 99 QTL statisticamente significativi (con un
2<0,05 in entrambe le localita, oppure con p<0,01 in almeno una localitd), con un minimo di tre
QTL significativi mappati per il carattere FIR ed un massimo di 15 QTL per il carattere FW. I QTL
sono stati identificati su tutti i 12 cromosomi con il numero piu alto di loci trovati sul cromosoma 2
(17 QTL) ed il piu basso sul cromosoma 7 (1 QTL). Un totale di 55 (56%) QTL significativi sono
stati identificati in entrambe le localita. I QTL identificati per ciascun carattere sono elencati e

descritti in Tab. 11, e le loro posizioni sulla mappa genetica sono mostrate in Fig. 10.
Di seguito viene riportata la descrizione dei QTL identificati per ciascuno dei 13 caratteri.

Per la produzione potenziale (YPOT) sono stati identificati 10 QTL significativi, localizzati
sui cromosomi 2, 4, 5, 6, 8,9, 10 e 12. In tutti i casi I’allele della specie selvatica ha determinato
una riduzione del carattere. I QTL con D’effetto maggiore ypot2.2 (PV = 11,6 %) mappa sul
cromosoma 2, ¢ quello con effetto minore, ypot6.1 (PV=3,3%) mappa sul cromosoma 6. Gli altri
otto QTL hanno valori di PV minori di 9,5%. Sei (60%) QTL sono risultati significativi in entrambe

le localita.

Per il peso medio del frutto (FW) sono stati identificati 15 QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 2, 3,4,5,6,7,9,10, 11 e 12. In tutti 1 casi, I’allele della specie selvatica ha determinato
una riduzione del carattere. I1 QTL con effetto maggiore fw2.3 (PV=14,7%) mappa alla base del
cromosoma 2, ed altri cinque QTL con PV>10% sono localizzati sui cromosomi 4, 7, 9 e 10. Gli
altri nove QTL hanno valori di PV compresi tra 4,9% e 8,8%. 12 (80%) QTL sono stati identificati

in entrambe le localita.

Per la consistenza del frutto (FIRM) sono stati identificati tre QTL significativi sui
cromosomi 1, 2 e 4. In tutti i casi, ’allele di S. habrochaites ha determinato un aumento della
consistenza del frutto, con PV del 9% (firl.1), 6,4% (fir4.1) e 6,1% (fir 2.1). Il QTL del cromosoma

4 ¢ stato identificato in entrambe le localita.

Per il colore interno del frutto (IC) sono stati identificati cinque QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 1, 8, 9, 10 e 12. In tutti i casi, 1’allele del parentale selvatico ha
determinato una riduzione dell’intensita del colore rosso. Il QTL con effetto maggiore sul fenotipo ¢

stato ic8.1 (PV=12,8 %), e quello con effetto minore ¢ ic/.! (PV=4,8%). Gli altri tre QTL hanno
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mostrato valori di PV compresi fra 7,2 e 8,6%. Quattro (80%) QTL sono risultati significativi in

entrambe le localita.

Per lo spessore del pericarpo (PER) sono stati identificati sei QTL significativi sui
cromosomi 2, 4, 6, 10 e 11. In tutti i casi, 1 valori di PV sono < 10% e I’allele di S. habrochaites
LA1721 ha determinato una riduzione dello spessore del pericarpo. Un singolo QTL (17%),

perl0.1, ¢ stato identificato in entrambe le localita.

Per la scatolatura del frutto (PUFF) sono stati identificati cinque QTL sui cromosomi 2, 3,
10 e 11. Per sei QTL I’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione della scatolatura. In
tutti 1 casi 1 valori di PV sono risultati <8 %, ed un singolo QTL, pufi1.1, ¢ stato mappato in

entrambe le localita.

Per il contenuto in solidi solubili o brix (BRX) sono stati identificati nove QTL significativi
posizionati sui cromosomi 1, 2, 3,4, 9, 10 e 11. In tutti i casi, 1’allele di S. habrochaites ha portato
ad un aumento del carattere. Il QTL con effetto maggiore sul fenotipo ¢ stato brx4.1 (PV = 11,9%).
Gli altri otto QTL hanno valori di PV compresi fra 4,2% (brx2.1) e 9,8% (brx3.1). Quattro QTL

(44,4%) sono risultati significativi in entrambe le localita.

Per il carattere contenuto in licopene (LYC) sono stati individuati quattro QTL significativi,
localizzati sui cromosomi 1, 8, 9 e 12, con valori di PV<6%. In tutti i casi, I’allele della specie
selvatica ha determinato una riduzione del carattere. I quattro QTL sono risultati significativi in una

singola localita (p<0,01).

Per la viscosita del succo (JBOS), misurata in centimetri Bostwick, sono stati identificati
sette QTL significativi, localizzati sui cromosomi 2, 4, 6, 8, 9 e 12. In tutti i casi, fatta eccezione per
il QTL jbos4.1 (PV=18,1%), ’allele della specie selvatica ha determinato una diminuzione di tale
carattere, ossia un aumento della viscosita. Il QTL con effetto maggiore e positivo sul carattere ¢
stato jbos6.1 (PV=11,7%); gli altri cinque QTL per i quali I’allele di S. habrochaites ha determinato
un aumento della viscositda hanno mostrato valori di PV compresi tra un di 4,6% (jbos4.2) ed un

massimo di 7,0% (jbos2.1). Tre QTL (43%) sono stati identificati in entrambe le localita.

Per la viscosita della passata (PBOS), sono stati identificati sei QTL significativi, localizzati
sui cromosomi 3, 4, 6, 10, 11 e 12, con PV<8,2%. Per i QTL pbos6.1 (PV=6,2%) e pbosi2.1
(PV=6,0%) I’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione dei centimetri Bostwick, e
pertanto un aumento della viscosita. Quattro QTL (66,7%) sono risultati significativi in entrambe le

localita.
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Per il pH (pH) sono stati identificati cinque QTL significativi, sui cromosomi 2, 10 e 11. In
tutti i casi, fatta eccezione per il QTL del cromosoma 11, phll.1, V’allele di S. habrochaites
determina una riduzione del pH. Il QTL con effetto maggiore, ph2.3, mappa alla base del
cromosoma 2 e spiega il 24,2% della varianza fenotipica totale. Questo QTL ¢ risultato altamente
significativo (p<0,0001) in entrambe le localita. Sul cromosoma 2 ¢ localizzato un altro QTL con
effetto maggiore sul fenotipo, ph2.2 (PV= 14,6%). Gli altri tre QTL hanno valori di PV compresi
tra 4,3 ¢ 6,3%. Tre QTL (60%) sono stati identificati in entrambe le localita.

Per gli acidi organici totali (TOA) sono stati identificati 11 QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 1, 2, 3,4, 6, 9, 10 e 11. In tutti 1 casi, 1’allele della specie selvatica ha determinato un
incremento degli acidi organici totali. Tre QTL spiegano piu del 10% della varianza fenotipica
totale: toa2.1 (PV=12,9%), toa2.2 (PV=12,7%) e toa6.2 (PV=11,3%). Per gli altri otto QTL i valori
di PV variano dal 4,6% per foal.l al 9,6% per toa3.1. Sei (54,5%) QTL sono stati mappati in

entrambe le localita.

Per gli acidi totali (TA) sono stati identificati 13 QTL significativi, localizzati sui
cromosomi 1,2,3,4,6,9, 10 e 11. In tutti 1 casi, I’allele di S. habrochaites LA1721 ha determinato
un incremento del carattere. Anche in questo caso, analogamente a quanto osservato per TOA, i due
QTL con effetto maggiore sul fenotipo, ta2.2 (PV=20,3%) e ta2.1 (PV=15%), sono stati identificati
sul cromosoma 2. L’altro QTL con effetto maggiore, ta3.1 (PV = 10,1%) mappa sul cromosoma 6.

10 dei 13 QTL (77,0%) sono risultati significativi in entrambe le localita.
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Tab. 11. QTL statisticamente significativi (p<0,05) identificati per ciascuno dei tredici caratteri
analizzati nelle famiglie BC,F, di S. lycopersicum x S. habrochaites (acc. LA1721). I nomi dei QTL
sono definiti dall’abbreviazione del carattere, seguiti dal numero del cromosoma; un secondo
numero ¢ utilizzato per distinguere diversi QTL che mappano sullo stesso cromosoma. P=localita 1,
CA, USA; H=localita 2, CA, USA. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. ns = non
significativo, "+/-" indicano che I’allele selvatico aumenta o diminuisce rispettivamente il carattere.
%PV= indica la percentuale di varianza fenotipica spiegata. I riquadri indicano la localita per la

quale ¢ stata calcolata la %PV.

Posizione
Carattere QTL Crom. Marcatore di mappa P H %PV
(cM)

Produzione potenziale ypot2.1 2 SSR40 22 HEL oAk 7,1
(YPOT) ypot2.2 2 FwW2.2 117 *o Ak 11,6
ypotd.1 4 T1405 77 ns ok 5,7

ypot5.1 5 cLEX13G5*TG23  79-99 ok ok 9,4

ypot6.1 6 SSR578 44 *o *o 3,3

ypot8.1 8 T1359 73 ns | ** | 55

ypot9.1 9 TGI8 14 | ** | ns 5,1

ypot9.2 9 T1519 90 ns [ % | 49

ypotl0.1 10 SSR223 75 ok % 4,9

ypotl2.1 12 SSR44 60 *o *- 5,2

Peso del frutto fw2.1 2 SSR40 22 *EL wE 6,6
(FW) fw2.2 2 FW2.2 117 ok ok 73
fw2.3 2 T0634 130 *E HAAE 14,7

cLPT2E21-

fw3.1 3 SSRI111* 61-73,9 ok ol 7,8
fwd. 1 4 SSR146 102 HHEE HoAE 10,0

fws. 1 5 cLEX13I3A 13 *ok_ *- 6,6

fw6.1 6 SSRI28-SSR578*  35-44 £ | e | gy
fw7.1 7 SSR45 60 HHEE HoAE 11,2

fw9.1 9 T1617 39 *ok_ ns 7,7

w9.2 9 T1519 90 ok ok 10,8

fw9.3 9 T1065 116 *o HAEE 11,8

fwlo.1 10 TG303 11 * ok 6,3
fwll. 1 11 T302 89 Ak Ak 11,2

fwl2. 1 12 cLET8K4 41 Ak ns 8,7

fwi2.2 12 T801 118 ok ns 4,9

Consistenza del frutto firl.1 1 SSR134 433 ns | Hkk | | 9,0
(FIR) fir2.1 2 FW2.2 117 [ *+ ] ns 6,1
fird.1 4 SSR146 102 w4 | Hk | 6,4

Colore interno del frutto icl.l 1 CT267 114 *. | *. | 4.8
(IC) ic8.1 8 TG302-SSR38* 37-55 [ | o 128
ic9.1 9 SSR70 42 *E oAk 7,4
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Tab. 11 — continua

Posizione
Carattere QTL Crom. Marcatore di mappa P H %PV
(cM)
icl0.1 10 SSR223 75 [ *~ ] ns 7,2
icl21 12 SSR44 60 ik wkx. |86
Spessore del pericarpo per2.1 2 SSR26 71,5 | HEL I ns 53
(PER) perd.1 4 SSR310 58 ns | x| 75
perd.2 4 SSR188 1355 | = | ns 6,7
per6.1 6 SSR578 44 ns | |79
perl0.1 10 TG230*-TG303 0-11 | =~ | * 3,6
perll.] 11 T302 89 ns | ok | 5,9
Scatolatura del frutto puf2.1 T0562 71 ns HA 7,7
(PUF) puf3.1 3 SSR22 99 | = | ns 6,2
pufl0.1 10 TG230 0 ns [ %% | 68
pufl0.2 10 T1682 66 oy ns 4,9
pufll.l 11 cLEC24C3 76 ok ok 6.4
Contenuto in solidi solubili brxl.1 1 CT267 114 Hok ns 5,7
(BRX) brx2.1 2 T1480 106 i iy 42
brx3.1 3 SSR111 73,9 ik ns 9,8
brx3.2 3 T0794 120 ok kg 72
brxd.1 4 SSR188 135,5 Hok sk 4 11,9
brx9.1 9 T1065 116 ns | Feer |82
brxl0.1 10 TG230 0 Hokp ns 5,9
brxll.1 11 cLEC24C3 76 oy 4 5,1
brxll.2 11 TG393 103 ok ns 9,1
Licopene lycl.l 1 CT267 114 * ns 5,6
(Lyc) Iye8.1 TG302 37 ns ok 4,7
Iyc9.1 SSR70 42 ns o 5,7
ycl2.1 12 SSR44 60 ns ok 6,3
Viscosita del suc jbos2.1 2 FwW2.2 117 * HE 7,0
(JBOS) Jjbos4.1 4 SSR310 58 [Foees | weee g
jbosd.2 4 SSR146 102 ns | **- | 46
Jjbos6.1 6 T507 25 ok ns 11,7
Jjbos8.1 8 TG302 37 ok ns 5,7
Jjbos9.1 9 SSR70 42 Hok ns 5,9
jbosi2.1 12 T800 118 ok ok 6,4
Viscosita della passata pbos3.1 3 SSR111 73,9 *E4 *+ 6,1
(PBOS) pbosd.1 SSR310 58 4 iy 43
pbos6.1 6 T892 14 *E ns 6,2
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Tab. 11 — continua

Posizione
Carattere QTL Crom. Marcatore di mappa P H %PV
(cM)

pbos10.1 10 TG303 11 | =+ | *+ 52

pbosll.1 11 T302 89 ns Hoaky 8,2

pbosi2.1 12 T800 118 ok ok 6,0

pH ph2.1 2 SSR605 48,5 ok ns 4.4
(pH) ph2.2 2 SSR26 77,5 ok o 14,6
ph2.3 2 FW2.2 117 sk [k |04 )

phl0.1 10 SSR223 75 * *. 43

phll.l 11 SSR80 20 ok g ns 6,3

Acidi organici totali toal.l 1 SSR308 121 ns *E4 4,6
(TOA) toal.1 2 SSR26 77,5 ns wrkkp [ 129
10a2.2 2 T1480 106 -t L R b

toa3.1 3 TGS585-cLPT2E21*  40-61 ok kg 9,6

toad.1 4 SSR188 135,5 oy g 72

toab6.1 6 T507 25 *+ Hk 4,7

10a6.2 6 SSR578 44 ns wrkrg 113

t0a9.1 9 T1617 39 ns kg 7,7

10a9.2 9 T1519 90 ok -+ 8,1

toal0.1 10 SSR85 55 -t -+ 7,1

toall.l 11 TG400 57 oy ns 6.8

Acidi totali tal.l 1 SSR222 97,5 ot kg 5,1
(TA) ta2.1 2 SSR26 77,5 ok skt | 150
ta2.2 2 T1480 106 ok wxkxt | 20,3

ta3.1 3 TG585 40 sy [kl |01

tad.1 4 SSR146 102 oy g 54

ta4.2 4 SSR188 135,5 rp kg 6,1

ta6.1 6 T507 25 | oy | *4 4,8

ta6.2 6 SSR578 44 ns Hkk | 7,7

ta9.1 9 T1617 39 ns ok 9,5

ta9.2 9 T1065 116 ok ok 8,7

tal0.1 10 SSR85 55 ok o 58

tal0.2 10 SSR223 75 =+ [ =] 62

tall.l 11 TG400 57 | =+ | ns 6,9
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Fig. 10. Localizzazione dei QTL significativi sulla mappa genetica del pomodoro. Le posizioni dei marcatori, in cM,

sono indicate alla sinistra dei cromosomi e sono basate sulla mappa Tomato-EXPEN 2000 (http://solgenomics.net/). Le

barre grigio chiaro e grigio scuro indicano le regioni delimitate dai marcatori con segregazione distorta verso 1’allele di
S. lycopersicum, rispettivamente a p<0,001 e p<0,0001. Le barre tratteggiate indicano le regioni delimitate dai marcatori
con segregazione distorta verso 1’allele di S. habrochaites a p<0,0001. I QTL identificati sono mostrati sulla destra dei
cromosomi. I QTL sottolineati indicano quelli per i quali 1’allele della specie selvatica determina un aumento del
carattere; in grassetto sono indicati i QTL per i quali il valore di PV ¢ >10%. (P) = QTL significativo nella localita 1,
CA, USA; (H)= QTL significativo nella localita 2, CA, USA; (2)= QTL significativo in entrambe le localita. I QTL che
co-segregano sono indicati con una linea verticale, con un “<” per indicare il marcatore piu significativo. QTL

localizzati fra due marcatori sono indicati con una linea verticale che definisce I’intervallo fra i marcatori.

125


http://solgenomics.net/

2.4 Discussione

2.4.1  Analisi di segregazione

Ventinove degli 88 marcatori (33%) utilizzati per genotipizzare le 199 piante BC, derivate
dall’incrocio tra S. lycopersicum (TA496) e S. habrochaites (acc. LA1721) presentano una
segregazione significativamente distorta (p<0,01). Per il 93% di questi loci si osserva una

segregazione a favore dell’allele del parentale coltivato.

La segregazione distorta ¢ un aspetto comune delle popolazioni interspecifiche di piante,
ed ¢ stata osservata in molti incroci interspecifici di pomodoro. Ad un dato livello di significativita,
I’entita della distorsione puo variare in funzione di diversi fattori quali: le relazioni filogenetiche tra
1 parentali dell’incrocio, il tipo di popolazione utilizzata per la mappatura (Sharma et al. 2008), la
direzione dell’incrocio (Chetelat et al. 2000) e la presenza vs. I’assenza di selezione fenotipica o
MAS applicata durante lo sviluppo della popolazione (Zhang et al. 2002). Sebbene non sia possibile
delineare un trend generale, I’entita della distorsione ¢ spesso maggiore in incroci fra specie
filogeneticamente distanti, ¢ generalmente maggiore in popolazioni F, rispetto a popolazioni di
reincrocio ed inoltre aumenta passando dalla generazione F, alla popolazione RI da essa derivata
(Paran et al. 1995; Paterson ef al. 1988, 1991; de Vicente and Tanskley 1993; Grandillo e Tanksley
1996b; Bernacchi e Tanksley 1997; Chen e Foolad 1999; Chetelat ef al. 2000; Saliba-Colombani e?
al. 2001; Zhang et al. 2002; Villalta et al. 2005; Jiménez-Gomez et al. 2007; Sharma et al. 2008).

I1 verificarsi della segregazione distorta in incroci interspecifici di pomodoro ¢ stata
attribuita a varie cause incluso: la selezione gametofitica e zigotica in popolazioni segreganti, la

autoincompatibilita e la incongruita unilaterale (Sharma et al. 2008).

La severa segregazione distorta osservata nella popolazione BC, di S. habrochaites
LA1721 in corrispondenza della regione del locus SP pud essere spiegata dalla MAS negativa
esercitata durante lo sviluppo della popolazione sui genotipi sp/sp+ caratterizzati da un habitus di
crescita indeterminato. Segregazione distorta per marcatori localizzati in questa stessa regione
cromosomica ¢ stata precedentemente riportata in altri incroci interspecifici di pomodoro, nei quali
la selezione negativa, fenotipica o basata sull’uso di marcatori molecolari ¢ stata utilizzata per
eliminare dalla popolazione le piante a crescita indeterminata (Fulton et al. 1997, 2000; Bernacchi

et al. 1998a; Pnueli ef al. 1998; Zhang et al. 2002; Frary et al. 2004).
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2.4.2 QTL condivisi in diverse popolazioni e specie selvatiche

Molti dei caratteri analizzati in questo studio per la popolazione AB di S. habrochaites
LA1721 (SH2) sono stati analizzati negli altri cinque studi di AB-QTL condotti in pomodoro
utilizzando come parentale ricorrente S. lycopersicum cv. E6203, e come parentale donatore una
delle seguenti cinque accessioni selvatiche: S. pimpinellifolium LA1589 (PM1) (Tanksley et al.
1996), S. arcanum LA1708 (PV) (Fulton et al. 1997), S. habrochaites 1.LA1777 (SHa) (Bernacchi et
al. 1998a), S. neorickii LA2133 (PF) (Fulton et al. 2000), S. pennellii LA1657 (PN2) (Frary et al.
2004). Pertanto, per questi caratteri ¢ stato possibile confrontare direttamente i risultati ottenuti nei
sei studi AB-QTL condotti, ed identificare quei QTL che con maggiore probabilita sono conservati
fra le specie. Dato che nei diversi studi le popolazioni sono state genotipizzate utilizzando diversi
subset di marcatori, QTL per due o piu specie selvatiche verranno definiti potenzialmente ortologhi
se mappano nella stessa regione di 20 cM, con distanze determinate sulla base della mappa EXPEN
2000 (http://solgenomics.net/). Per il carattere TA le posizioni dei QTL sono state confrontate con
quelle riportate da Fulton et al. (2002b), per le prime quattro popolazioni AB. Per diversi caratteri il
confronto ¢ stato esteso anche alle IL di S. habrochaites LA1777 analizzate nel 2009 (Di Dato
2009) (SHb09) e nell’ambito di questa tesi nel 2010 e 2011 (vedi Cap. I) (SHb10,11). Per il
carattere FW il confronto ¢ stato esteso ad un maggior numero di studi QTL (Grandillo et al. 1999),
che includono la popolazione di IL di S. pennellii LA0716 (Eshed e Zamir 1995) (PN1a). Per il
carattere LYC, 1 risultati sono stati confrontati anche con quelli descritti da Liu et al. (2003) per la
popolazione di IL di S. pennellii (PN1b), mentre per i caratteri YPOT e BRX il confronto ¢ stato
esteso allo studio condotto da Eshed e Zamir (1995) (PN1a).

Produzione potenziale (YPOT). Questo carattere ¢ stato misurato in modo diverso da
quanto fatto nei precedenti studi di AB-QTL e nelle IL di S. pennellii LA716. Tuttavia, sono stati
trovati QTL potenzialmente ortologhi per otto dei 10 QTL mappati nella popolazione AB di S.
habrochaites LA1721 (SH2): ypot2.1, ypot2.2, ypot5.1, ypot6.1, ypot8.1, ypot9.1, ypotl0.1 e
ypotl2.1. Ad esempio, ypot2.2, il QTL con il valore di PVE piu elevato (11,6%) ¢ risultato
potenzialmente ortologo ai QTL identificati nella stessa regione cromosomica nelle popolazioni AB
di S. pimpinellifolium LA1589 (PM1) e di S. arcanum LA1708 (PV), e nelle IL di S. habrochaites
LA1777 (SHb09,10,11). Anche in questi casi I’allele della specie selvatica ha determinato una
riduzione del carattere. Invece, il QTL ypor9.1 ¢ risultato putativamente conservato con un QTL
identificato nella popolazione di IL di S. pennellii (PNla); tuttavia ’allele di S. pennellii ha
determinato un effetto opposto (ovvero un aumento del YPOT) rispetto a quanto osservato nella

popolazione SH2 oggetto di studio della nostra tesi. E’ interessante sottolineare che sei dei 10 QTL
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per YPOT mappati nella popolazione SH2 sono risultati potenzialmente ortologhi a quelli

identificati nelle IL di LA1777 (SHb09,10,11).

Peso medio del frutto (FW). Per questo carattere sono stati identificati 15 QTL
significativi, localizzati su dieci dei dodici cromosomi del pomodoro, ed in tutti i casi, 1’allele della
specie selvatica ha determinato una riduzione del carattere. Per sei QTL la percentuale di varianza
fenotipica spiegata ¢ maggiore del 10%. Confrontando le posizioni di questi QTL con i QTL
mappati per lo stesso carattere negli studi sopra citati (Eshed e Zamir 1995; Grandillo et al. 1999;
Frary et al. 2004b) e nelle IL di S. habrochaites LA1777 (SHb09,10,11), si deduce che tutti i 15
QTL identificati nella popolazione SH2 sono stati gia identificati in altre popolazioni interspecifiche
di pomodoro. In particolare, ¢ interessante notare che ben 11 dei 15 QTL identificati per FW nella
popolazione SH2 sono risultati potenzialmente ortologhi a quelli mappati nelle IL di S.

habrochaites LA1777 (SHb09,10,11).

Consistenza del frutto (FIR). Dei tre QTL identificati per FIR nella popolazione SH2, il
QTL identificato sul cromosoma 1, fir2.1, ¢ risultato potenzialmente ortologo ad un QTL per FIR
identificato in una posizione simile nella popolazione AB di S. habrochaites LA1777 (SH).
Tuttavia, 1’allele di LA1777 ha determinato un effetto opposto (ovvero una riduzione del carattere)

rispetto a quanto osservato nella popolazione SH2 oggetto di studio della nostra tesi.

Colore interno del frutto (1C). Quattro dei cinque QTL mappati per IC nella popolazione
SH2 sono putativamente conservati in altre popolazioni. Ad esempio, 1 QTL icl.l e icl0.1 sono
risultati potenzialmente ortologhi a QTL identificati nella popolazione AB di S. neorickii (PF) ed
icl.1 ¢ stato mappato anche nelle IL di S. habrochaites LA1777 (vedi Cap. I). Tuttavia, va
sottolineato che mentre gli alleli di S. neorickii hanno determinato un aumento di IC, quelli di S.

habrochaites (LA1721 e LA1777) hanno portato ad una riduzione del carattere.

Spessore del pericarpo (PER). Uno solo dei sei QTL identificati per questo carattere,
perll.l, ¢ stato gia mappato in un’altra popolazione, e precisamente nelle IL di S. habrochaites

LA1777 analizzate nel 2011 nell’ambito di questa tesi.

Scatolatura del frutto (PUF). Tutti e cinque 1 QTL identificati per PUF nella popolazione
SH2 sono risultati potenzialmente ortologhi a QTL mappati in altri studi. Ad esempio, puf3.1,
puf10.2 e pufil.1 mostrano posizioni di mappa simili ai QTL identificati per PUF nelle IL di S.
habrochaites LA1777 (vedi Cap. I). I QTL mappato sul cromosoma 11, pufil.1, ¢ risultato
potenzialmente ortologo anche al QTL identificato nella popolazione AB di S. neorickii (PF); in

tutti 1 casi, I’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione della scatolatura del frutto.

128



Contenuto in solidi solubili (BRX). Quindici QTL sono stati identificati per BRX nella
popolazione SH2, ed in tutti i casi 1’allele di S. habrochaites LA1721 ha determinato un aumento
del contenuto in solidi solubili. Tutti i 15 QTL sono risultati potenzialmente ortologhi a QTL
mappati in altre popolazioni. Ad esempio, brx3.1, ¢ stato identificato anche nelle popolazioni AB di
S. pimpinellifolium (PM1) e S. habrochaites LA1777 (SH) e nella popolazione di IL di S. pennelli
LA716 (PN1a); in tutti i casi, I’allele della specie selvatica ha determinato un aumento del carattere.
I due QTL, brxl.1 e brx3.2 sono stati entrambi identificati anche nelle IL di S. habrochaites
LA1777 (Di Dato 2009; vedi Cap. I). QTL putativamente conservati sono stati trovati anche nella

popolazione AB di S.arcanum (PV) per brxli.1 e nella popolazione PN1a per brx3.2.

Licopene (LYC). Per questo carattere sono stati identificati quattro QTL significativi. In
tutti 1 casi ’allele della specie selvatica ha determinato una riduzione del carattere, e nessuno di essi

risulta mappare in posizioni simili a QTL identificati per questo carattere in altre popolazioni.

Viscosita del succo (JBOS) e viscosita della passata (PBOS). Nella popolazione AB di S.
habrochaites LA1721 (SH2) sono stati identificati sette QTL per JBOS e sei per PBOS. L’allele
della specie selvatica ha determinato un aumento della viscosita per tutti i QTL identificati, fatta
eccezione per jbos4.1 e pbosi2.1. Tre QTL per JBOS, jbos4.1, jbos6.1 e jbosi2.1, sono risultati co-
localizzare con QTL identificati per PBOS. Il carattere viscosita ¢ stato analizzato anche nei
precedenti cinque studi di AB-QTL condotti in pomodoro, tuttavia in alcuni casi la viscosita ¢ stata
misurata come JBOS ed in altri come PBOS. Confrontando i risultati ottenuti nei vari studi, il QTL
jbos9.1 ¢ risultato potenzialmente ortologo ad un QTL mappato per PBOS nella popolazione PV; in
corrispondenza di questo locus gli alleli di entrambe le accessioni selvatiche hanno determinato un
aumento della viscosita. E’ comunque interessante sottolineare che diversi QTL per JBOS e/o JBOS
sono risultati co-localizzare con QTL per la consistenza del frutto (FIR), identificati nella stessa

popolazione o in popolazioni diverse.

pH (pH) e acidi totali (TA). Dei cinque QTL identificati per pH nella popolazione SH2, i
tre QTL ph2.1, ph2.2 e ph2.3 sono risultati potenzialmente ortologhi a QTL mappati in altre
popolazioni interspecifiche di pomodoro. Piu specificamente, ph2.1 ¢ stato identificato anche nella
popolazione SH, ph2.2 nella popolazione PV, e ph3.2 nella popolazione AB (SH) e nelle IL di S.
habrochaites LA1777 (SHb10,11).

Per il carattere TA, nella popolazione SH2, sono stati identificati 13 QTL, ed in tutti i casi
I’allele di LA1721 ha determinato un aumento dell’acidita totale. Nessuno di questi QTL ¢ risultato

potenzialmente ortologo a QTL mappati nelle prime quattro popolazioni AB (Fulton ef al. (2002b).
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Tuttavia, va sottolineato che in alcuni casi QTL per TA sono stati osservati in posizioni

cromosomiche simili a quelle di QTL identificati per il carattere pH.

2.4.3  Co-localizzazione di QTL

Analogamente a quanto osservato in altri studi di mappatura di QTL condotti in
pomodoro, ma anche in altre specie vegetali (Edwards et al. 1987; Tanksley et al. 1996; Bernacchi
et al. 1998a; Fulton et al. 1997; 2000; Causse et al. 2002; Frary et al. 2004b), anche in questo
studio ¢ stato possibile osservare numerose regioni del genoma in corrispondenza delle quali 1 QTL
per caratteri diversi co-localizzano. Il gruppo piu numeroso di QTL si trova alla base del
cromosoma 2, dove una regione di circa 11 cM (delimitata dai marcatori T1480 e FW2.2) ¢ risultata
influenzare otto dei 13 caratteri analizzati. Gruppi simili di QTL sono stati osservati anche sul
cromosoma 6 (cinque QTL associati al marcatore SSR578), sul cromosoma 7 (sei QTL associati ad
1 marcatori T1617 e SSR70), e sul cromosoma 10 (cinque QTL associati ad 1 marcatori TG230 e
TG303 che delimitano una regione di circa 11 ¢cM). Gruppi meno numerosi di QTL sono stati
identificati su tutti i cromosomi, fatta eccezione per i cromosomi 5 e 7, sui quali sono stati mappati,

rispettivamente, solo due ed un QTL.

Come atteso caratteri simili o relazionati tendono a co-localizzare nel genoma. Ad
esempio, nove (82%) degli 11 QTL identificati per TOA mappano nelle stesse regioni
cromosomiche di QTL per il carattere TA, e tre (60%) dei cinque QTL identificati per pH co-
localizzano con QTL di TA e/o TOA. Analoga co-localizzazione di QTL ¢ stata osservata per altre
combinazioni di caratteri quali JBOS/PBOS, FW/YPOT, BRX/PBOS, IC/LYC FIR/JBOS. In
particolare, tre (50%) dei sei QTL identificati per PBOS mappano in posizioni simili a tre QTL di
JBOS, quattro (40%) dei 10 QTL per YPOT mappano nelle stesse o in simili posizioni di QTL per
FW, mentre tre (33,3%) dei 9 QTL del BRX mappano vicino a QTL per FW. I QTL identificati per
IC, co-localizzano tutti con QTL per il carattere LYC; infine due (67%) dei tre QTL identificati per

FIR mappano nelle stesse posizioni di QTL per JBOS.

Partendo dall’assunzione che caratteri relazionati dovrebbero avere anche QTL in comune,
nel presente lavoro di tesi ¢ stato effettuato il confronto, mediante coefficienti di correlazione, dei
gruppi di QTL che influenzano caratteri diversi. Ad esempio, la co-localizzazione di QTL per i
caratteri TOA, TA e pH ¢ in accordo con I’elevata correlazione positiva osservata tra i due caratteri
TOA e TA (r=0,90 per la localita H e r=0,95 per la localita P), e la buona correlazione negativa
riscontrata tra i caratteri TA e pH (r=-0,51 per H e r=-0,42 per P). Per i due caratteri FIR e JBOS ¢
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stata osservata una lieve correlazione negativa (r=-0,29 per H e r=-0,25 per P). Poiché valori bassi
di Bostwick indicano elevata viscosita, la correlazione negativa indica che un aumento di viscosita ¢

associato ad una consistenza del frutto piu elevata.

Questi gruppi di QTL possono essere o il risultato di un legame casuale di piu QTL,
oppure la conseguenza di effetti pleiotropici di un singolo QTL che controlla due o piu caratteri. Al
fine di poter distinguere tra le due possibilita, ¢ necessario una mappatura a risoluzione piu elevata
delle regioni cromosomiche interessate dalla co-localizzazione dei QTL (Eshed and Zamir 1995;

Monforte and Tansley 2000b).

2.4.4 QTL conservati nelle due localita

Tutti i 13 caratteri analizzati sono stati valutati in entrambe le localita. Dei 99 QTL
significativi identificati per i 13 caratteri, 55 (56%) sono risultati statisticamente significativi
(p<0,05) in entrambe le localita. Questi risultati indicano che una buona parte dei QTL identificati
in questa popolazione sono conservati nelle due localita, il che suggerisce una bassa interazione tra
QTL ed ambiente. Questi risultati sono in accordo con quelli riportati in altri studi di AB-QTL
condotti in pomodoro (Tanksley et al. 1996; Fulton et al. 1997; Bernacchi et al. 1998a; Fulton ef al.
2000; Frary et al. 2004b).

2.45 QTL con alleli favorevoli derivanti dalla specie selvatica

L’analisi QTL condotta utilizzando la popolazione AB di S. habrochaites LA1721 ha
consentito I’identificazione di numerosi QTL in corrispondenza dei quali 1’allele della specie
selvatica ha determinato un effetto favorevole sul carattere. In totale, 47 loci (48%) corrispondenti a
sette caratteri (54%), hanno presentato alleli della specie selvatica con effetto favorevole sul
carattere analizzato. In questo conteggio sono stati considerati come favorevoli anche alleli che
aumentano 1’acidita e diminuiscono il pH. In particolare, la percentuale piu elevata (pari al 100%)
di alleli favorevoli di origine selvatica ¢ stata osservata per i1 caratteri BRX, TOA, TO e FIR.
Percentuali relativamente alte sono state riportate anche per JBOS (86%) e pH (80%). Un numero
inferiore di alleli selvatici favorevoli ¢ stato, invece, identificato per i due caratteri PUF (60%) e
JBOS (33,3%). Per i caratteri YPOT, FW, IC, PER, e LYC non sono stati identificati QTL con alleli

favorevoli derivanti da S. habrochaites LA1721.
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Alcuni di questi QTL favorevoli, incluso brx3.2, brxll.1, brxll.2, toall.l, tall.l e
pufll.1, sono risultati particolarmente interessanti in quanto mappano in regioni cromosomiche che
non sembrano avere effetti negativi sugli altri caratteri analizzati. Tuttavia, per poter valutare
I’utilita di questi QTL per programmi di breeding assistito, sara necessario sviluppare le IL

corrispondenti, valutarle in prove di campo replicate in differenti ambienti e per un numero di

caratteri maggiore.
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CONCLUSIONI

I1 presente lavoro di dottorato ¢ volto al miglioramento di importanti caratteri agronomici
e qualitativi del pomodoro, attraverso 1’utilizzo della biodiversita naturale presente nelle specie
selvatiche di Solanum sect. Lycopersicon. Questo obiettivo rientra negli scopi generali del progetto
internazionale EU-SOL “High Quality Solanaceous crops for consumers, processors and producers
by exploration of natural biodiversity” e del progetto nazionale GenoPOM “Laboratorio di

genomica per l’innovazione e la valorizzazione della filiera pomodoro”.
I risultati della presente tesi possono essere cosi riassunti:

- Sono state sviluppate quattro nuove IL di S. habrochaites 1LA1777 per i cromosomi 6 ¢ 9
in grado di coprire parte dei rispettivi “gap”.

- L’analisi QTL condotta sulla popolazione di IL di S. habrochaites LA1777 (48 IL nel
2010 e 66 IL nel 2011), ha permesso di identificare, rispettivamente, 140 QTL per 15
caratteri studiati nel primo anno e 82 QTL per 13 caratteri studiati nel secondo anno.

- L’analisi QTL condotta nella popolazione AB derivata dall’incrocio S. lycopersicum x AB
di S. habrochaites (acc. LA1721) (199 famiglie BC2/BC2F1) ha consentito di identificare
99 QTL per 1 13 caratteri analizzati nelle due localita.

- In entrambi gli studi volti all’identificazione di QTL, ¢ stato possibile identificare loci in
corrispondenza dei quali 1’allele della specie selvatica ha comportato un effetto positivo
sul carattere analizzato, anche nei casi in cui il fenotipo della specie selvatica era inferiore
rispetto al parentale coltivato.

In conclusione, 1 risultati ottenuti nell’ambito di questo lavoro confermano 1’utilita di utilizzare
strategie di breeding molecolare quali I’’Advanced Backcross QTL” e le popolazioni di IL derivanti
da incroci interspecifici per 1’identificazione e 1'uso di QTL favorevoli proveniente dalle specie

selvatiche.
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