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Introduzione

INTRODUZIONE

1.1 La fragola

Originaria dell’Europa e dell'Asia settentrionatiyve cresceva allo stato selvatico,
la fragola Fragaria vescal.) veniva chiamata “Fragans” dai RomaRig.1). Essa e una
pianta erbacea perenne appartenente alla famiglia &Rosacee, geneferagaria; le
piantine sono alte una quindicina di centimetrii @r®pagano sia per via gamica che
vegetativamente, per mezzo di stoloni. Le fogliacstucide sulla pagina superiore, piu
chiare e pelose al livello della pagina inferiocseno trifogliate a foglioline ovali inciso-
dentate. | fiori sono bianchi a cinque petali, ¢hiziano a dischiudersi in maggio e si
rinnovano varie volte nel corso dell'anno a secoteléa specie. Le fragole sono falsi frutti
composti da un ricettacolo carnoso ovoidale, diolrosso, polpa succosa e molto
profumata, su cui sono posizionati i veri fruttii, @cheni. Il suo areale di distribuzione va
dalla Sicilia all’estremo nord dell’Europa. Di qiespecie esistono numerosi biotipi con
caratteristiche molto diverse fra loro: unifereiftorenti (Semperflores), stolonifere o no

(var. Alpina). Essa é una pianta di sottobosco stlaglatta soprattutto ai terreni acidi.

1.1.1 Le cultivar e la distribuzione della fragola

Fino al XVII secolo, in Europa venivano coltivatpesie di fragola selvatiche
autoctonek. vescal., F. viridis L., F. moschataDuch.) e altre introdotte dall’America del
Nord (F. virginianaDuch.).

II contributo piu importante alla coltivazione duegta specie lo forni un ufficiale
francese, A. F. Frasier, che importo dal Cile cenguante pistillifere diF. chiloensisL.
(Duch.) che aveva scelto per i frutti di grossazpamra. Una di queste piante venne per caso
allevata insieme ad altre piante staminifer& .dvirginiana Duch., anch’essa di origine nord
americana. Gli acheni vennero raccolti e seminatidd origine all’odierngFragaria x
ananassauch.

Per una suddivisione schematica la fragola vieassdicata secondo diversi criteri.
Tra di essi vi & quello basato sull'assetto cromaso: la fragola ha come numero base

sette cromosomi. Il primo gruppo comprende le spaldiploidi (2n=2x=14), tra cui
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troviamo laF. vesca In Europa troviamo un’altra specie, meno diffudgloide, che
somiglia molto all&F. vescama che si adatta ai terreni calcareif lairidis.

Fig. 1.Fragaria vescd..
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Al secondo gruppo appartengono le specie tetrap(@m=4x=28), tra cui laF.
orientalis Los.; nella terza classe troviamo, invece, le igpesaploidi, e fra queste R
moschataDuch. (2n=6x=42), diffusa particolarmente in Genmae in Francia, ma anche
in Italia dove il limite meridionale dell’areale dspansione e la Valle Padana. Essa ha fiori
dioci, ma e caratterizzata dall'avere anche clam &ori perfetti, chiamati in Francia
“Capron”, e soprattutto nei cloni diffusi in coltufin Italia, in provincia di Alessandria é
presente ancora la “Profumata di Tortona”), presdnitti piuttosto grossi, 2-3 g, dal
colore che va dal rosa chiaro al rosso, di solittodna arrotondata, caratterizzati da un
penetrante aroma moscato e dal calice molto refledse si distacca abbastanza
agevolmente a completa maturazione. Questa spmuasentava , fino al Settecento, la
sola in grado di fornire, sulle mense dei consumataropei, fragole di grosse dimensioni,
ben diverse, naturalmente, da quelle detiagaria x ananassache é oggi diffusa anche in
quelle aree, come il continente africano e ausinalj in cui la fragola non é presente come
pianta spontanea. Quest’ultima é invece ottopl@he-8x=56), come le due specie da cui
e derivataF. chiloensisF. virginiana

Solo di recente anche un’altra ottoploide, diffuaach’essa nel continente
americano,F. ovalis Rydb., e stata utilizzata per introdurre knagaria x ananassail
carattere d’indifferenza nei confronti del fotopeld (“day neutral”). La quarta specie
ottoploide , F. iturupensisé la sola monoica e la sola rinvenuta al di fulei continente
americano, cioe nell'isola Iturup nelle Kurili: tata segnalata per la prima volta nel 1973,
ma non e stata ancora utilizzata nel migliorameetretico.

Anche se le due specie da cui deriv&iagaria x ananassaono diffuse nelle piu
diverse condizioni climatiche, I'opera dei genetist senz’altro portato a un’adattabilita
piu ampia di quella delle specie di partenza sindo la variabilita in esse esistente.

Grazie alle varie tecniche colturali e all'ibridaze sono state ottenute diverse
cultivar. Il termine cultivar, secondo il Codicetémazionale di Nomenclatura Botanica
(art. 28), indica una varieta o specie di organisegetale, geneticamente selezionata, con
caratteristiche ottimali per la coltivazione, di oon sono conosciute forme selvatiche.

Secondo il progetto finalizzato ‘Liste di orientamb@ varietale’ del Ministero per le
Politiche Agricole, sono state prodotte quattraelisomprendenti le cultivar di fragola
raccomandate per la coltivazione. La prima fu presta nel 1994, le altre, pubblicate negli
anni successivi, ne rappresentavano degli aggienanilrali frequenti aggiornamenti si
rendono necessari perché ogni anno in Italia e a#gl Paesi frutticoli vengono costituite

e introdotte nuove cultivar.
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Le cultivar vengono suddivise nelle quattro listke B, C e D) in base alle loro
caratteristiche valutate in campi sperimentali pemeno due anni; oltre agli aspetti
agronomici e produttivi vengono valutati anche uejualitativi, nutrizionali e
commerciali (Nicotra, 1997).

La lista del 1997 comprende 18 varieta di fragalauidl 10 sono state inserite nella
lista A per le loro caratteristiche pregevoli adatgrandi aree geografiche e sulle quali si
puo puntare per valide produzioni commerciali (F&eBaruzzi, 1997). Le scelte varietali
sono fatte in base all’ambiente e alle tecnichéucali, poiché queste specie frutticole ne

dipendono pienamente.

1.1.2 Importanza Economica

Nonostante la fragola non sia un componente essderdella dieta, il suo gusto e il
suo aroma dolce e profumato, il suo aspetto coHestte e la sua reperibilitd stagionale
fanno di questo frutto una coltura eccellente. theglla fragola e ricca in composti
fitochimici e potenziali anti-ossidanti, principadmte acido ellagico e flavonoidi, che
possono diminuire i rischi di patologie cardiovdadoe I'insorgenza di tumori (Hannum
2004). Tutte queste qualita ne hanno aumentatgdimanza economica nel mondo e,
oggigiorno, € considerata tra le coltivazione diggiar interesse sia dal punto di vista
della ricerca che nella produzione dei frutti. Leangpipali problematiche di natura
aronomica riguardano i trattamenti convenzionak cono ritunuti poco eco-sostenibili
come: la fumigazione del suolo antecedente la masdmnora delle piantine, un largo
utilizzo di plastica per tenere sotto controllociescita indesiderata di erbacce, un’alta
richiesta di acqua e una frequente applicaziongaditicidi (Pritts 2002). Inoltre, la
mancanza di fonti di resistenza alle principali atiz¢ e agli stress ambientali, la qualita
del frutto e il post-raccolta sono tra le maggsaiiile nella produzione della fragola. Molti
programmi di miglioramento genetico sono indirizza dare una risposta a questi
problemi (Faediet al. 2002), ma il sistema convenzionale di incrocio ededone é
ostacolato dalla natura ottoploide e dall’alta @tegosita di queste specie. Inoltre, le
varieta coltivate presentano una base geneticanodto ampia, dovuta al’utilizzo di due o
poche cultivar come progenitori, e la maggior paeegeni nelle cultivar moderne deriva
per lo piu da fonti nucleari e citoplasmatiche (®jand Dale 1987; Dale and Sjulin 1990).

Per queste ragioni, le specie selvatiche sono stségeite nei programmi di miglioramento
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genetico per aumentare la variabilita geneticaadgblecie (Faeddt al. 2002; Hancoclet
al. 2002; Marteet al.2004).

La produzione mondiale della fragola ha mostratgignificativo incremento negli
ultimi 25 anni. Dal 1980 al 2004 gli appezzamentticati con fragola sono aumentati del
25%, mentre la produzione dei frutti € increment®h73%. Nel 2004, vi erano 214,118
ha coltivati, raggiungendo una produzione di 3,liami di tonnellate (FAOSTAT 2005,

http://www.fao.org/waicent/portal/statistics_enJaspinquantasette stati hanno partecipato

a questa produzione, anche se solo nove di quastichcontribuito a piu del 72% del
totale. Durante il periodo che va dal 2000 al 2d@4produzione media mondiale era di
3,17 milioni di tonnellate, le nazioni con la mag@ produzione erano gli USA (830,000 t
annue, 26.2% della produzione mondiale e 8.7% atell mondiale), Spagna (307,000 t
annue, 9.7% e 4.2%), Korea (210,000 t annue, @ @&#8%), Giappone (206,000 t annue,
6.5% e 3.3%), Italia (167,000 t annue, 5.3% e 2,9P6)onia (160,000 t annue, 5.2% e
22.6%), Messico (143,000 t annue, 4.5% e 2.6%)chHiar(136,000 t annue, 4.3% e 5%) e
la Federazione Russa (135,000 t annue, 4.2% e 5lB%onfronto tra questi dati e quelli
riportati da Faedet al. (2002) per il periodo 1995-1999 mostra un lieveremento nella
produzione di molti paesi, specialmente in Corea €urchia, con una lieve flessione in

Italia e in Polonia.

Approssimativamente il 15% della produzione moraidl fragola e esportato
come frutto fresco. Primo paese esportatore € &gyrdp con 212,300 t, '81% della sua
produzione seguita dagli USA con 94,600 t, I'11éb prodotto interno. La California ha
piu dell'85% della produzione della fragola (Sjul2®03). Questa regione, inoltre, ha
all'attivo numerosi programmi d’incrocio di succes#fatti, il programma dell’'Universita
della California ha realizzato diverse varieta papotra cui Camarosa, Chandler,
Seascape, Selva, Pajaro e Oso Grande, che costoboi a piu del 50% della produzione
mondiale di fragola (Faeéi al. 2002).
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1.2 La propagazione in fragola

1.2.1 Aspetti Generali
La fragola viene spesso attaccata da numerosi @aitoghe causano una

diminuzione dal 20 all'80% del raccolto, a secordklla cultivar impiegata. Con la
propagazione vegetativa tradizionale &€ impossitmletrollare i parametri coinvolti nella
diffusione di questi patogeni e spesso l'infezioimeane latente manifestandosi solo dopo
la fioritura della pianta, cosi da provocare noteywoblemi alla produzione e alla
commercializzazione dei frutti. In questi casi solo controllo di tipo preventivo puo
risultare efficace. Quindi, I'applicazione delleltcoe in vitro alla fragola sta avendo un
utilizzo sempre piu elevato per la produzione dnpe sane.

Nei programmi di riproduzione della fragola sonatistampiamente usati la
moltiplicazione clonale (Boxus, 1974), la colturai tessuti applicata alla conservazione
del germoplasma (Mullin and Schlegel, 1976; Damjat®/9; Karthaet al, 1980) e la
coltura di antere, per la produzione di individlb#oploidi e poliploidi (Rosatiet al,
1975; Laneri e Damiano, 1980).

Nonostante le difficolta riscontrate, tra cui l@itosto iniziale, la propagazioie
vitro della fragola ha rappresentato, fin dagli anni,’8@ tecnica piu efficace ed
economicamente piu vantaggiosa; cio € dimostrathexdai numerosi laboratori istituiti in
quegli anni in Europa e Stati Uniti (Damiano, 1980)

Le prime applicazioni delle colturm vitro alla fragola non erano rivolte alla
propagazione clonale, ma al risanamento delleveulattraverso la coltura dei meristemi. |
numerosi lavori condotti in questa direzione (Ballgen and Miller, 1962; Miller and
Belkengren, 1963; Vine, 1968; Mulliet al, 1974) hanno prodotto notevoli risultati,
dimostrando che la fragola vitro si adatta a differenti tipi di miscele di Sali rerali.
McGrew nel 1965 dimostro che I'eliminazione deugrdipendeva fortemente dalla durata
del trattamento termico e dalle dimensioni delkapprelevato. L'utilizzo di apici di 2-6
mm di lunghezza prelevati da piante mantenute pegi@rni alla temperatura di 35 °C,
produce piante prive di virus. Oggi I'individuaz®uli specifici mezzi di coltura permette
I'utilizzo di apici di dimensioni inferiori al milimetro, che avranno cosi ancora minime

possibilita di essere contaminati da funghi o dia parassiti esterni (Boxuet al, 1977).

11



Introduzione

Fattori fisico-chimici importanti per I'ottenimentdi colturein vitro di fragola
sono: la luce (durata, intensita e qualitd), lageratura e la composizione del terreno (tipo
di ormone, pH, concentrazione di zuccheri e diagar

Mullin et al. (1974) propongono l'utilizzo di una lampada a fiescenza bianca a
2000 lux; Boxus (1974), invece, considera suffienn’intensita di 1000-1500 lux.
Belkegren e Miller (1962) mantengono la coltura pemalla luce, mentre Mulliet al.
(1974) riportano un fotoperiodo di 18 ore, ridoétd 6 ore da molti autori. La temperatura
piu idonea si aggira attorno ai 20-25 °C.

La colturain vitro della fragola era utilizzata in origine esclusivante per ottenere
un limitato numero di piante madri prive di malattattualmente rappresenta il piu veloce
e efficiente metodo di propagazione della fragdlal 1974 Boxus diede un contributo
fondamentale alle tecniche di coltuira vitro indicando la possibilita di moltiplicare la
fragola su scala industriale, adottando la misdel&ali proposta da Knop (1865). Questo
metodo si basa sulle proprieta di due ormoni:-keBzilaminopurina (BAP) e l'acido 3-
indolbutirrico (IBA). Con la presenza della BAPdemme dormienti dell’apice vegetativo
sono stimolate a crescere e ad allungarsi, svilugpauovi assi, mentre senza di BAP e in
presenza di IBA, l'auto-riproduzione delle gemmeasiesta e ognuna di esse formera
radici e sviluppera una nuova pianta completa (Betwl, 1984).

I metodo per la propagazion& vitro della fragola, attraverso la coltura di
meristemi proposto da Boxus (Boxus, 1976; Bosual, 1977) e successivamente ripreso
da Damiano (Damiano, 1980), si basa sulle segtesit{Fig. 2):

a) coltura asettica di meristemi apicali di differemiisure;
b) controllo dei virus

C) propagaziondn vitro massale dei germogli;

d) formazione di radici;

e) trasferimento delle piante in campo.

a) Coltura asettica di meristemi apicali di differemiisure

| meristemi di fragola, dopo opportuna sterilizzam, vengono posti su terreno
contenente: i macroelementi di Knop (Knop, 186%5)jc¢roelementi di MS (Murashige and
Skoog, 1962), 1 mg/l di IBA, 0.1 mg/l di BAP e Omg/l di GAs. Dopo 45 giorni di
coltura, per i piccoli apici meristematici, e do@® giorni per quelli piu grandi, si
ottengono delle piantine complete, con poche ragmn le tipiche foglie unifogliate della

fase giovanile.
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b) Controllo dei virus
In questa fase si eseguono le stesse procedureatdemel paragrafo della

propagazionén vitro.

c) Propagazione in vitro massale dei germogli

Ultimato il processo di controllo dei virus, le pta di fragola sane vengono trasferite
nel mezzo di moltiplicazione. Per la formazione migdvi germogli € necessario rinnovare
frequentemente il terreno di coltura. Tuttavia, lense questo tipo di mezzo permette
generalmente un’adeguata proliferazione dei germdidiutte le cultivar, I'efficienza di
propagazione, misurata come numero di piante preger giorni di subculture, varia da
cultivar a cultivar. In primo luogo dipende dallamntare di BAP usata. Anche
l'interazione tra l'auxina e la citochinina € essdate per lo sviluppo dell’espianto:
concentrazioni di 0.25-2.5 mM di citochinina e G285 mM di auxina rappresentano

livelli ottimali.

meristem culture

B et
@ i '*'”*-T'”Fu'%’"

:a o o

roolln?

Fig. 2. Fasi della propagazione (Damiano, 1980)
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d) Formazione di radici

Il mezzo piu adatto per la radicazione delle pramtili fragola prevede I'aggiunta di
solo IBA, mentre restano invariate tutte le altomdizioni di crescita. Appena gli espianti
vengono messi su mezzo di radicazione, le foglerdano piu verdi e le piantine
cominciano ad allungarsi. Dopo il decimo o il dadiitno giorno di incubazione le piante
iniziano a formare radici, che raggiungono la luegga di circa 3-4 cm al venticinquesimo
o al trentesimo giorno. Il mezzo di radicazione @s3ere modificato per permettere una
crescita piu rapida e un maggior allungamento daliéci, 3-5 cm in soli 10-15 giorni. Ad
esempio, si puo aggiungere 0.5-2 gr/l di carbotiecadl mezzo (Damiano, 1978; Boxas
al., 1984).

e) Trasferimento delle piante in campo

Il terreno nel quale le piante di fragola dimostrama migliore ripresa vegetativa e
costituito o da sola torba o da una mistura al B0%rba e sabbia con un pH del mezzo
intorno a 5,5-7,0. Un altro fattore critico € raggentato dall’'umidita relativa, che non
deve essere mai inferiore al 90%. Per assicurarapido sviluppo & necessario fornire un
fotoperiodo abbastanza lungo. In circa 45 giomipiante formano 3-5 foglie trifogliate,
tipiche della fase adulta, e un soddisfacente a@ppaadicale. Da questo momento in poi,
possono essere trasferite in pieno campo (Damia@d7). La fase di trasferimento al
terreno delle piantine di fragola ha una perceetuailsuccesso molto elevata (95-100%)
(Boxus, 1974; Damiano, 1977). A partire da questdgeollo generale, molti autori, per la
coltura dei meristemi di fragola, hanno sperimentaliversi tipi di terreni con
concentrazioni diverse di agar, di carboidrati @i In particolar modo, quello che piu
influenza l'efficienza delle colture di meristemi'&ggiunta al mezzo di determinati tipi di
ormoni e le loro diverse concentrazioni. Nellabella 1 sono riportate le principali

concentrazioni degli ormoni, dei macro e dei mitgoeenti proposti dai vari autori.
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Tab. 1. Terreni e regolatori di crescita utilizzati per &ltura di meristemi di fragola.

NUTRIENTI REGOLATORI
Macro Micro DI CRESCITA MATERIALE BIBLIOGRAFIA
. a . Coltura di BelKengren e
White White IBA 2,46 UM meristemi Miller ‘62
. White Coltura di BelKengren e
White nessuno : ; S
meristemi Miller ‘62
BA 0,44 uM + .
Knop MS® IBA 4,92 M + g‘;'rt;rtgrg'l Boxus ‘74
GA 0,29 uM
BA 4,4 UM + Fase di
Knop MS IBA 4,92 uM + moltiolicazione Boxus ‘74
GA 0,29 uM P
Knop MS BA 4,4 uM Fas_e d'. Boxus ‘74
radicazione
Knop' e nessuno Coltura di Mc Grew ‘80
meristemi
IAA 5,71 uM
Knop Bertholet | © 'AA 14.27uM | Coltura di Mullin et al.‘74
+ meristemi
Kin 0,46
Fase di moltipl. Cossio e Menim
Knop MS nessuno Gorellg, Elvira |,
82
e Redgauntle
Fase di Cossio e Menim
Knop MS IBA 1 mg/l radicazione ‘82

& Mezzo di White, 1963.
®Mezzo di Knop, 1875.
¢ Mezzo di Murashige e Skoog, 1962.
9Mezzo di Knop, 1875, modificato (in mM) Ca @O4H,0 = 2,12; MgSQ 7 HO= 0.5;

KH,PO, = 0,92; (NH,),SQ, = 0.95: KCI = 1,67.

€ Micronutrienti di McGrew, 1965.
"Mezzo di Mullin et al., 1974.

Una volta ottenute le piantine di fragola, diveseno le tecniche per la loro
conservazione che permettono di distribuire unifmmante la produzione nel corso
dellanno. Gli espiantiin vitro possono essere conservati per lunghi periodi &ebas
temperature, 1°Z al buio (Mullin and Schlegel, 1976; Boxesal, 1977; Damianet al,
1979). Le piante radicate possono essere consamabe per diversi mesi (Boxes al,
1977), ma il successo della conservazione dipeatlépb e dal vigore della cultivar. Per
alcune cultivar la conservazione si puo prolungarehe fino a 27 mesi; 2 o 3 trasferimenti

sono, pero, necessari prima di riottenere una aapidltiplicazione (Damiano, 1979).
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Mullin e Schlegel (1976) hanno conservato piantdnB0 diverse cultivar di fragola per 6
anni, mantenendole al buio e €4

Un efficace metodo per la conservazione della ssagyenetica delle piante € la
crioconservazione. Kartha&t al. (1980) hanno ottenuto dei buoni risultati con la
crioconservazione dei meristemi di fragola. Yongjieal. (1977) hanno messo a punto un
efficace protocollo relativo alla crioconservaziotelle sospensioni cellulari di fragola,
valutando l'influenza dei vari parametri coinvaititale processo.

| lavori di Swarztzet al. (1981) e di Cameron e Hancock (1986) hanno corsferm
che le piante di fragola, provenienti da colturéedisuti, presentavano un maggior numero
di fasci fiorali, frutti di minor dimensioni, un rggior raccolto, la produzione di un piu
elevato numero di stoloni e un aumentato vigoneeti® alle piante propagate con i metodi
convenzionali. Damianet al. (1980) indicano che, anche se la progenie debetei
micropropagate non € immune dai parassiti del terressa non risulta certamente piu
sensibile alle infezioni rispetto alle piante proage tradizionalmente.

Tra le varie tecniche applicate alle colturevitro € da includere la coltura di
protoplasti. |1 protoplasti sono cellule vegetalingmete private della parete cellule,
pertanto sono molto piu facili da manipolare allivgenetico rispetto alle cellule vegetali
integre. Con i protoplasti e possibile applicamntehe di trasformazione con DNA nudo,
produrre ibridi somatici attraverso la fusione geatoplasti stessi e introdurre organelli o
nuclei eterologhi. La fusione dei protoplasti pbtve rappresentare la soluzione al
problema della introgressioni di specie selvatidhEragaria o di altri generi nella fragola
coltivata per estendere la sua base geneticarf@od Dale, 1987). Pertanto la fusione dei
protoplasti rappresenta un mezzo per ottenerertagmone di cellule ibride somatiche in
quelle specie “recalcitranti”, dove non sempre gsfimle 'ibridazione sessuale.

Per la fragola, in realta, non é stata mai ottenntadeguata fusione di protoplasti.
Tra i vari tentativi effettuati si pud menzionakéavoro di Nyman e Wallin (1988), i quali
pubblicarono un protocollo relativo allisolamendei protoplasti e alla rigenerazione di

fragola.
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1.2.2 La propagazione della fragola attraverso larfogenesi diretta

La fragola € in grado di produrre germogli con afficienza direttamente dai
tessuti dell'espianto, senza passare attraversdoraazione del callo. | germogli
neoformati possono essere a loro volta frammeptatialtre subculture o moltiplicati per
germogli ascellari. Rigenerazione diretta di piadiefragola e stata ottenuta attraverso
I'organogenesi da tessuti fogliari (Liu and Sanfat€i88; Nehraet al, 1992; Gemmalet
al., 1994). InTabella 2 sono riportati i principali terreni e le principaoncentrazioni

ormonali utilizzate nella propagazione per morfaggmliretta.

Tab. 2. Terreni ed ormoni utilizzati per la rigenerazionieatta di fragola.

REGOLATORI DI
NUTRIENTI ESPIANTO BIBLIOGRAFIA
CRESCITA
LS® + KNO3 +|BA2,5mg/l +
. IBA 0,5 mg/l Foglie e stoloni Liu e Sanford, ‘88
caseina
MSP + vitamine| BA 10 uM + _
85 IAA 10 pM Foglie Nehreet al, ‘89
BAS UM + ' . Miller e Chandler
MS NAA 5 uM Cotiledoni
‘90
) BA 1 mg/l +
Macro | Micro . ,
IBA 1 mg/l + Stipole Jemmalet al, ‘92
Knop® | MS
GA 0,1 mg/l

#Mezzo di Linsmaier e Skoog, 1965.
®Mezzo di Murashige e Skoog, 1962.
“Mezzo di Knop, 1865.

Nelle tecniche per morfogenesi diretta € comprasehe la propagazione per
embriogenesi diretta, che prevede la formazionerdbrioni somatici direttamente da
tessuto. Inducendo embrioni zigotici immaturi dagola, in presenza di BA e di NAA,
Wanget al. (1984) hanno ottenuto la rigenerazione direttatdaniche di embriogenesi
somatica rappresentano una potenziale alternativaetodi di micropropagazione e di
propagazione convenzionale; € auspicabile che gteshiche possano essere applicate in

futuro anche alla fragola. Sarebbero necessam, pdteriori approfondimenti sugli effetti
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dei regolatori di crescita, sulle fonti di azotdliecarboidrati e sui genotipi, in maniera tale
da definire i loro ruoli nell’embriogenesi somatica

| vantaggi offerti dal’embriogenesi somatica sanolteplici, ad esempio, mentre,
la micropropagazione permette di ottenere un nglidin piante I'anno, partendo da un
singolo espianto (Boxus, 1974), I'embriogenesi digaa legata con la tecnologia del
“seme artificiale”, potrebbe fornire milioni di “s@ sintetici” di fragola in poche
settimane. Inoltre, i diversi stadi del’embriogenesomatica, molto simili a quelli
dell’embriogenesi zigotica, possono essere otteanutiodo sincrono in grandi quantita e
gli embrioni somatici ottenuti, privi delle protemni presenti nel seme, possono essere

manipolati chimicamente e fisiologicamente (Sehgl, 1984).

1.2.3 La propagazione della fragola attraverso larfogenesi indiretta

Come gia riportato precedentemente, nella morfagjenediretta si ha la
rigenerazione di germogli e di embrioni avventigraverso la proliferazione del callo.
Utilizzando questo tipo di rigenerazione, aumerdapbssibilita di avere variazioni
genetiche nelle piante prodotte. Per la propagazidella fragola, questo tipo di
rigenerazione viene riportata da vari autori aipada diversi tipi di espianti: Rosatt al.
(1975) e Quartat al. (1991) hanno ottenuto la rigenerazione partendle datere; Nehra
et al. (1990) hanno utilizzato il callo derivato da feglimmature; Rugini and Orlando
(1992)hanno riportato un efficace metodo per l@nmayazione da stipole; Damiarb al.
(1995) hanno esaminato la stabilita genetica diquen diverse cultivar di fragole
rigenerate. Nellaabella 3 sono riportati i terreni e le composizioni ormonaillizzate dai
vari autori.

Nel 1995, Monticelliet al. individuarono le parti della foglia di fragola, cana
minima produzione di callo, piu competenti per igenerazione di nuove piante,
sottoposte a determinati stimoli ormonali.

La rigenerazione indiretta a partire da antere eotesla produzione di piante
aploidi, molto utili nelle tecniche di miglioramengenetico. Le piante cosi ottenute sono
prive di variazioni nel numero di cromosomi e mast la stessa capacita di essere
micropropagate rispetto a quelle originate da rems o da apici vegetativi (Laneri and
Damiano, 1980). Owen e Miller nel 1996 hanno otteda rigenerazione di piante aploidi
da colture di antera in tre cultivar americanerdgbla, utilizzando un terreno molto simile

a quello proposto da Boxus nel 1974. Il lavoro pigalo da Blandoet al. nel 1993
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descriveva un efficace metodo per lo coltura dpsasioni cellulari di fragola e per la
successiva produzione di strutture rigenerativelanelltivar “Pajaro” attraverso la

produzione di callo.

Tab. 3. Terreni ed ormoni usati per la rigenerazione indiaedella fragola

REGOLATORI DI
NUTRIENTI ESPIANTO BIBLIOGRAFIA
CRESCITA
Callog.: BA5 uM +
a 2,4D 5 uM . ‘
MS Rigener.: BA 10 uM + Foglie immature Nehray al, ‘90
NAA 1 uM
b Callog.: Kin 23 uM .
GDs3 Rigener.: Kin 15 uM Antera Quartaet al,, ‘91
MS + Gamborg Ba 10 uM + Stipole Rugini e Orlando
et al, ‘68 IBA 2,5 UM ‘92
Callog.: NAA 2 mg/l +
Kin 5 mg/l

Callog.: GO _

) Rigener.: BAP 1 mg/l + _
Rigener.: GIQ o Kin 0.01 ma/ Antera Damianet al, ‘95

in 0,01 m
B5* o
o BAP 0.2 mg/l +
2,4 D 0,5 mgfl

®Mezzo di Murashige e Skoog, 1962.
®Mezzo di Gresshof e Doy, 1973.
“Mezzo di Gresshof e Doy, 1972.
9Mezzo di Gamborg et al., 1968.

In conclusione si pud affermare che la propagazideka fragola attraverso la
colturain vitro, come per le altre specie (Murashige, 1997), ptaseantaggi e svantaggi.
L’aspetto piu importante € rappresentato dalla ipdga di produrre grandi quantita di

piante prive di malattie (milioni in un anno; unargona puo produrre circa 400 piante al
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giorno), in luoghi relativamente ristretti. Si dadato che ogni metro quadrato di spazio é
in grado di “produrre” circa 25000-30000 piante aeno.

Il metodo descritto da Damiano (1980), per la caltdi meristemi di fragola,
permette di produrre piante prive di virus; ingltréubi di coltura contenenti gli espianti
possono essere conservati per un lungo temponaldi permettere una pianificazione
dell'attivita di un laboratorio industriale e laeaizione di un germoplasma di fragola.

E inoltre da considerare il vantaggio economico shettiene dall'utilizzo di
imballaggi ridotti (40000 piante pesano solo 15 kgiuraturi (4-6 settimane) (Boxes
al., 1984). Le colturein vitro permettono di eliminare i ritardi dovuti al peromdli
quarantena imposto dalla maggior parte dei paesi.

| vantaggi fin qui descritti aumentano quando vemgaispettati i seguenti
parametri: 1) i test per evidenziare la presenzaards sono effettuati sul maggior numero
possibile di virus sconosciuti; 2) si ha totaleusézza riguardo la produttivita di un clone o
delle varieta che si propagano; 3) si adottanoilkura piu efficaci contro gli insetti e le
malattie, sia nella acclimatazione in serra che vieai. Tutto cio e di fondamentale
importanza se si considera che le coliargitro non conferiscono nessuna resistenza alle
piante.

Negli ultimissimi anni le tecniche di coltura vitro si stanno dimostrando valide
anche per l'induzione di simbiosi vantaggiose fiante e batteri diazotrofici. Queste
simbiosi artificiali potranno sostituire i fertikanti azotati sempre piu costosi e necessari
per le colture. Preiningeat al. (1997), usando i metodi di coltuma vitro, hanno stabilito
un’associazione stabile traAzomonas insignigun batterio azoto-fissatore) e la fragola.
Poiché I'organogenesi prende origine da un ristratimero di cellule, risulta piu facile
introdurre il batterio all’interno di queste poot@lule che non all’interno di un embrione.
La rigenerazione di questo callo ha dato origingiaate contenenti il batterio e quindi

capaci di fissare I'azoto.
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1.2.4 1l miglioramento genetico della fragola atteaso le colture in vitro

Lo scopo principale di un programma di migliorantegénetico é I'ottenimento di
una variabilita genetica entro la quale seleziorglrendividui migliori per le qualita
richieste. Le vie normalmente seguite sono I'inyacla mutazione, ma la manipolazione
di cellule e tessuti vegetali ha rivoluzionato dquetetodi tradizionali, perché ha permesso
di ottenere una variabilita genetica al di la debgessi per via sessuale. Cido e reso
possibile, ad esempio, attraverso la coltura dbaalla successiva rigenerazione. E stato
accertato, pero, che la probabilita di insorgengiéadsariazione genetica € relativamente
piu bassa nella rigenerazione per embriogenestts@ quella per organogenesi (Ogura,
1990).

Nel caso della fragola questi tipi di approcci, re@ssuali, per il miglioramento
genetico risultano di particolare importanza vide natura ottoploide, I'origine
interspecifica e I'alta eterozigosita della spddelenkovicet al, 1991).

La colturain vitro della fragola permette di selezionare, fin daltenp fasi di
sviluppo, le linee resistenti ai patogeni, previerente fungini, accorciando
notevolmente i cicli di lavoro rispetto ai metodidizionalmente adottati.

La variabilita indotta dalle colturi@ vitro e stata piu volte dimostrata nel caso della
fragola a livello di cellula, di callo e di tessotiganizzati derivati da rigenerazione. Diversi
autori hanno descritto le variazioni genotipichdéerotipiche ottenute con le coltune
vitro di fragola. Nel lavoro condotto da Sansavini (199igne riportato lo studio sulla
stabilita e sulla ereditabilita delle variazioningéiche causate dalla micropropagazione
ascellare di fragola. Quarad al. 1991 riportarono che alcune piante di fragolanegate
da colture di antere mostrano diversi fenotipi etsp alla cultivar originale. Le piante
presentavano foglioline allungate, piccioli accaficie foglioline arricciate, foglie
pubescenti, lamine fogliare spesse, foglie conosioo diversa epoca di fioritura. Anche
nel lavoro di Jemmakt al. (1992) vengono evidenziati casi di variazioni fregitesi dopo
la rigenerazione da stipole di fragola; Nebtal. (1992) analizzarono le variazioni (minor
vigore, piccioli piu corti e foglie piu piccole)sgontrate nella rigenerazione della cultivar
“Redcoat”; la variabilita delle colture in sospeamsicellulari € stata confermata dal lavoro
di Blandoet al. (1993). Damiancet al. (1995), con ricerche su cinque diverse cultivar di
fragola, hanno confermato che la rigenerazione cotapvariazioni sia a livello genotipico
che fenotipici. Le variazioni osservate riguardavéan velocita di crescita, I'efficienza di

rigenerazione e alcuni sistemi enzimatici.

21



Introduzione

Nell'ambito del miglioramento genetico della fragplil miglioramento per la
resistenza alle malattie riveste una notevole it@paa. In particolare, le coltune vitro di
fragola sono state utilizzate per selezionare liogléulari e cloni resistenti al patogeno
Colletotrichum acutatunfDamianoet al, 1986; Corazzat al, 1994).

In generale, le tecnologim vitro, fonte di variabilitd genetica, stanno avendo
sempre maggiore importanza nella salvaguardia deHaabilita genetica, ormai
compromessa dalla uniformita delle specie coltivatdal depauperamento delle specie
selvatiche. | recenti progressi possono esseredipti in provetta e nuove piante e nuove
variazioni genetiche, che non esistono in natuogspno essere ottenute in breve tempo
(Bajaj, 1990).
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1.3 La trasformazione

1.3.1 Aspetti generali

La manipolazione genetica delle piante, utilizzaddotecnica degli incroci, e
praticata dall'uomo da centinaia di anni e ha pgortala introduzione di molte nuove
varieta vegetali con considerevoli e continui ntgdimenti nelle rese e nella qualita delle
coltivazioni (Chrispeels, 2000; Tabe, 1998; Bouwgla®997). Gia nel Neolitico 'uomo
coltivava piante che garantivano una maggiore m@saluttiva fra le diverse varieta
genetiche che la natura offriva, ad esempio olfdevarieta diverse di melo venivano
coltivate ai tempi dei Romani e 43 varieta di iigano presenti in Italia nei primi anni del
1800. Queste tecniche, tuttavia, sono estremantemte e di utilita limitata considerando
il numero esiguo di specie che é possibilile in@Ee Non sono, inoltre, controllabili ed il
risultato rimane piuttosto aleatorio, perché dipeddl trasferimento incontrollabile di geni
per lo piu sconosciuti. La tecnologia del DNA ridoimante odierna, basata su presupposti
noti ed evidenze scientifiche provate, permettengirimere una formidabile accelerazione
al processo della selezione di nuove specie, sog@eraogni barriera di specie e
modificando esclusivamente i geni desiderati (BirtR97). Dal primo trasferimento di
geni eterologhi in piante di tabacco, descrittapeddentemente da tre gruppi di ricerca,
nel 1984, i metodi di trasformazione di cellule &&i si sono perfezionati e sono diventati
sempre piu  affidabili. Ad oggi risultano trasforr@acon successo piu' di 120 specie
vegetali diverse e numerose piante transgenicherivadi di piante transgeniche vengono
regolarmente commercializzate nel mondo (Collir896} Pain, 2005). Nonostante una
diffusa ostilita di larghi strati dell’opinione phlica soprattutto europea riguardo alle
piante transgeniche, € un dato di fatto che letpiaransgeniche si stanno diffondendo
rapidamente: basti pensare che negli USA le cditbra di mais transgenico hanno quasi
completamente sostituito quelle di mais tradizier(kist, 1999; INRAN, 2004). In teoria
la trasformazione vegetale offre I'opportunitardrodurre geni di qualunque origine nelle
cellule vegetali. Queste cellule vengono, quindemerate producendo piante transgeniche
che contengono ed esprimono la nuova informazierestira desiderata (Duval, 1995;
Engelmann, 1977; Betz, 2000).
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Dicotiledoni

Il metodo piu diffuso per trasferire geni esogealla piante, si basa sull'uso di
vettori di trasformazione derivati dagrobacterium tumefaciens daA. rhizogenesdue
batteri normalmente presenti nel suolo che infettancellule di molte piante dicotiledoni.
Questi due batteri infettando le cellule vegetalbvecano, il primo, una formazione
tumorale nota come “galla del colletto” ed il sedorla formazione di radici avventizie
nella zona di infezione. La patologia dovutaAgrobacterium tumefaciensra gia stata
descritta oltre 2000 anni fa e si presenta come farmaa tumorale a volte di notevoli
dimensioni. Tali formazioni sono la conseguenzati@desferimento, da parte del batterio, di
un segmento di DNA, chiamato T-DNA, che é parteidigrosso plasmide (chiamato Ti:
induttore di tumore) presente nella cellula batgerinel DNA nucleare della pianta
(Hooykaas, 1992). | geni presenti all'interno deDNIA, delimitato da due segmenti di
DNA di 25 paia di basi, non soltanto vengono indigstabilmente nel genoma nucleare
della cellula trasformata e successivamente délatg transgenica da essa rigenerata, ma
vengono anche espressi e trasferiti alla progeeiéa pianta transgenica. I T-DNA
contiene geni che controllano la sintesi di enziminvolti nella produzione di auxine e
citochinine, ormoni vegetali che regolano il pramesli divisione cellulare nei tessuti
infettati della pianta. Inoltre, altri geni presem¢l T-DNA determinano la sintesi di alcuni
derivati aminoacidici, chiamati opine (octopina,pabna, agropina), variabili a seconda
del tipo di Agrobacterium e vengono prodotte esclusivamente nelle cell@sfarmate
della pianta e utilizzate dagrobacteriumcome fonte di azoto e di carbonio (Verpoorte,
2000). In origine, utilizzando ceppi &.. tumefaciensli tipo selvatico, era estremamente
difficile poter rigenerare piante trasformate aeduti tumorali. Una serie di manipolazioni
del plasmide batterico Ti ha portato alla costbuz di diversi plasmidi modificati nei
quali le sequenze di DNA responsabili della forroaei tumorale sono state rimosse,
mentre sono state conservate le sequenze che isoofey al batterio la capacita di
trasferire ed integrare il DNA all'interno del DNAucleare (la cosiddetta regionér™).
Per superare i problemi connessi con la espressieingeni esogeni trasferiti nella pianta,
sono stati inoltre costruiti vettori plasmidici chentengono geni chimerici, costituiti cioe
da sequenze di DNA di diversa origine, come adla&sequenza del promotore della
nopalina sintasi (gene "nos") e sequenze codificdat sintesi della neomicina
fosfotransferasi che conferisce la resistenzanélbimtico kanamicina. La presenza del

gene che conferisce resistenza alla kanamicina ecteisdi selezionare le cellule
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trasformate all'interno di una popolazione di delloon trasformate per la loro capacita di
crescere su terreni di coltura contenenti elevateentrazioni dell'antibiotico.

Oggi sono disponibili diversi vettori plasmidici @derivati principalmente dalA.
tumefacienger la trasformazione genetica di cellule vegetaho tra i piu utilizzati e
unvettore "binario” costituito da due plasmidi wde quali (il plasmide helper) contiene le
funzioni geniche necessarie per l'infettivitafgjrobacterium(i geni di virulenza), mentre
il secondo é disponibile per ricevere le sequenzeNdi Bsogeno da trasferire nella pianta.
Una versione di tale vettore contiene anche un geareatore di origine batterica, il gene
della glucuronidasi (GUS) che consente l'ident#ioae delle cellule trasformate mediante
semplici colorazioni istochimiche (Jefferson, 1987)

Il metodo di trasformazione genetica mediataAdpobacteriumé estremamente
semplice, poco costoso ed efficiente in molti sistén cui € disponibile un efficiente
protocollo dirigenerazione di piante da un tesaatidivato in vitro. Consiste nel coltivare
tessuti della pianta in presenzaAgjrobacteriumper alcuni minuti o fino a diverse ore e
quindi, dopo gli opportuni trattamenti per rimuoeegrobacterium nel promuovere la
divisione cellulare, la selezione e la rigeneragiatelle cellule trasformate. Mediante
Agrobacteriumé stato possibile trasformare tessuti di fogliaiaia ipocotili, piccioli,
cotiledoni, embrioni derivati da polline, semi egro piante (Ceccherini, 2003; Chilton,
1977; De Maagd, 1999).

Monicotiledoni

Alcune specie di monocotiledoni economicamente ntgmbi non sono suscettibili
all'infezione di Agrobatteri, vengono percio” Witiate altre strategie di inserzione quali la
microiniezione, l'elettroporazione, la trasformamodi protoplasti o la trasformazione
diretta mediante bombardamento con micro-proid€fditicle-gun).

Piu™ rececentemente sono stati selezionati nuovppiceiper-virulenti di
Agrobacterium tumefaciensapaci di infettare anche le MonocotiledoRra le specie
transgeniche coltivatea scopi commerciali, soia e mais rappresentano diure

geneticamente modificate a piu ampia diffusiones(@u, 2002).

Trasformazione mediante bombardamento con micropraattili.
Un altro metodo molto utilizzato per eludere letnigsoni di specie imposte dallo
spettro d'ospite dA. tumefaciensonsiste nell'introdurre, direttamente in una dalliDNA

mediante il bombardamento di cellule o tessuti owaroproiettili. La tecnica é basata
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sull'accelerazione di microproiettili (generalmedtero o di tungsteno) ricoperti di DNA
contro una cellula o un tessuto vegetale con urmafsufficiente ad attraversare la parete
cellulare e la membrana. Una volta all'interno aleléllula il DNA si dissocia dal suo
supporto e si integra nel DNA della cellula. | nojroiettili possono essere accelerati in
vari modi, ma negli apparati attualmente in us@, avviene per effetto di aria o elio
compressi. | microproiettili penetrano nelle caedlweicolando il materiale genetico senza
compromettere in modo irreversibile l'integrita ldetellule stesse in quanto le lesioni
prodotte sono temporanee. | bersagli finora utiiizzon questa tecnica sono costituiti da
sospensioni cellulari, calli, embrioni immaturi, rponi di embrioni maturi, meristemi,
pezzi di foglie, microspore, polline. Il principal@ntaggio del metodo biolistico consiste
nella possibilita di utilizzare come bersaglio j[p@psespianti intatti riducendo e, in alcuni
casi, eliminando I'impiego di calli e sospensioglidari. Cio ha permesso di superare con
successo le difficolta di rigenerazione esistemtiriolte specie vegetali. Particolarmente
efficace si € dimostrato nei confronti delle spaeiealcitranti alla trasformazione (cereali,
legumi) o che risultano difficili alla rigenerazierutilizzando le tecniche disponibili di
colturain vitro. Un altro esempio é dato dalle specie arboredepguali nella maggior
parte dei casi linfezione coAgrobacterium tumefaciengsulta inefficace quando é
associata a sistemi di rigenerazione non particwate efficienti (Southgate, 1995).

1.3.2 Trasformazione in fragola

La flessibilita delle colturein vitro di fragola ha permesso di ottimizzare i
protocolli di trasformazione per un gran numercultivar commerciali, quali Chandler,
Camarosa, Elsanta e Pajaro. La prima trasformazj@metica della fragola coltivata e
stata registrata nel 1990 da due gruppi indipendé@ameset al. 1990; Nehraet al. 1990b),
entrambi utilizzavano un sistemarobacteriuramediato. Oggigiorno, esso € il metodo di
trasformazione piu impiegato, anche se sono steritte tante altre strategie. Oltre alla
fragola coltivata, la trasformazione € stata spenitata con successo anche sulla fragola
selvaticaF. vescaEl Mansouriet al. 1996; Haymes and Davis 1998; Alshedttal. 2002)

e suF. moschata(Mezzetti et al. 2002). In generale, la trasformazione su fragola e

altamente genotipo dipendente.
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Espianti

Diverse cultivar di fragola sono state trasformeseguendo le infezioni con A.
tumefaciens, con una percentuale di efficienza anadtriabile: dallo 0.1% nella cultivar
Rapella (Jamest al. 1990), al 58% nella cultivar Totem (Mathews al. 1995). Nella
maggior parte degli esperimenti di trasformazicsia,su fragole coltivate che su quelle
selvatiche, sono stati utilizzati i dischi foglimome espianti (Jamet al. 1990; Nehraet
al. 1990b; El Mansouret al. 1996; du Plessist al. 1997; Martinelliet al. 1997; Barcelcet
al. 1998; Puite and Schaart 1998; Wawrzynocegdl. 2000; Alsheikhet al. 2002; Ricardo
et al. 2003; Gruchal&t al. 2004). Barcel@t al. (1998) riportarono che i dischi fogliari dal
semenzale della cv. Chandler erano trasformatincaggior facilita rispetto alle foglie dei
germogli micropropagati in presenza di benziladeniBA), probabilmente grazie alla
maggior capacita rigenerativa dei tessuti giovagibmunque quando la BA era sostituita
con la chinetina la percentuale di trasformazia@esamile a quella ottenuta con le foglie
giovanili. Nella cv. Rapella, i piccioli erano tfasmati con maggior efficienza rispetto agli
espianti di foglia, a dispetto della loro minor gemtuale rigenerativa (Jamesal. 1990).

Al contrario, i dischi fogliari dF. vescadanno una maggior percentuale di trasformazione
rispetto ai piccioli (Alsheikhet al. 2002). Inoltre, anche le stipole di germogli
micropropagati sono state trasformate con sucdessute le infezioni cogrobacterium
(Monticelli et al. 2002; Chalavet al. 2003). Sezioni meristematiche ottenute dalla lolase
piantine proliferantin vitro furono utilizzate come espianto per le cultivaisar e Totem
(Mathewset al. 1995, 1998) . Questi espianti contenevano sia gemine frammenti di
germogli. La percentuale di trasformazione su gsgtianti era compresa tra 13.6 e 58.8
%, significativamente maggiore rispetto a quellermita su espianti fogliari. In questo
caso una selezione continua su kanamicina 25 egtlenziava come un’alta percentuale
di rigeneranti trasformati era costituito da chimerontenenti sia aree transgeniche che
non transgeniche. Grahaet al. (1995) anche utilizzarono tessuto di gambo dadlaeb
delle piante coltivatén vitro di diverse cultivar, sebbene in questi casi lac@atuale di

rigenerazione su kanamicina 10 fhgra bassa.

Precoltura e virulenza di Agrobacterium
La precoltura degli espianti su terreno di rigenenae, prima dell’infezione con
Agrobacterium pud migliorare il processo di trasformazionerémsentando il numero di

cellule competenti per la rigenerazione e l'integyae del transgene (Birch 1997). Nella
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cv Chandler, un periodo di precoltura di dieci giosul terreno di rigenerazione era
ottimale per ottenere germogli resistenti alla kaiténa (Barcelcet al. 1998). Assaet al.
(1997) coltivarono espianti di foglia e picciolorpen giorno in un mezzo liquido prima
dell'inoculazione diA. tumefaciendn F. vescaé stata adottata una precoltura di due giorni
degli espianti sempre su terreno di rigenerazi&dvansouriet al. 1996; Alsheikhet al.
2002). Inoltre, & stato studiato l'aumento dellauldnza di Agrobacterium nella
trasformazione della fragola. Alsheikt al. (2002) trovarono un aumento significativo di
piante GUS positive iR. vesca semperflorenaggiungendo l'acetosiringone (AS) durante
la coltura di A. tumefaciens Un incremento della percentuale di trasformazidne
evidenziato in espianti diragaria x ananassanfettati con batteri cresciuti con AS e acido
indolacetico (IAA) (Gruchalat al. 2004). Al contrario, Jame=t al. (1990) non rilevarono
alcun effetto dellAS sulla percentuale di espiantie produceva callo kanamicina-
resistente dopo cento giorni di coltura. Sforturregate, I'efficienza di diversi ceppi @.
tumefaciensella trasformazione della fragola ha ricevutogattenzione per cui non sono

riportati studi comparativi in questo ambito.

Strategie di selezione

Anche il tipo di vettore utilizzato nella trasformane influenza la percentuale di
rigenerazione. La maggior parte dei vettori bineati per la trasformazione della fragola
derivano da pBIN19 (Bevan 1984) e contengono ikeggstl per la selezione dei germogli
transgenici su kanamicina. In generale, i tessdtagola sono estremamente sensibili alla
kanamicina. La rigenerazione di germogli da disidgliari diminuisce anche a basse
concentrazioni di kanamicina, ad esempio 10th¢HI Mansouriet al. 1996; Barceldet al.
1998; Gruchalat al. 2004), ma di solito viene impiegata una conceidgrezdi 25-50 mg
I”* per evitare il rischio di selezionare germogli rtoansgenici. In molti protocolli, dopo
I'infezione conAgrobacteriumé incluso un periodo di 2-10 giorni senza kanamaipier
permettere a singole cellule trasformate di espeméransgeni e di formare dei gruppi di
cellule che sopporteranno meglio la pressionetsedet

Come precedentemente menzionato, Mathewsl. (1995, 1998) trovo un’alta
percentuale di chimerismo nei germogli rigeneratilad cv Totem, utilizzando una
selezione continuata su kanamicina 25 MgQuesto era probabilmente dovuto ad un’alta
tolleranza all'antibiotico della cultivar, da quanidgermogli non trasformati sono in grado
di crescere e proliferare a questa concentrazioRardmicina. Per recuperare trasformati

non chimerici, questi autori hanno sviluppato uotpcollo di rigenerazione nel quale
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espianti da foglia provenienti da transgenici primarano soggetti a tre cicli di
rigenerazione, incrementando la concentraziona delhamicina da 40 mg'inel primo
ciclo a 80 mg T nel terzo (Mathewset al. 1998). | germogli rigenerati dopo questo
processo erano in grado di crescere e radicardt@dancentrazioni di kanamicina (120
mg ). Monticelli et al. (2002) usarono una strategia simile per ottendemt@
transgeniche uniformi con solo due cicli di rigeamone. Un’alta percentuale di
chimerismo é stata ottenuta anche da Chaltail. (2003), usando stipole come espianti,
sebbene germogli chimerici diventavano bianchi diopa@ quattro subcolture in presenza
di kanamicina. Contrariamente a questi risult@iptesenza di chimerismo nelle fragole
transgeniche, rigenerate da dischi fogliari, natago tuttora descritto e percio sembra che
una continua pressione selettiva, variando la aarazione della kanamicina a seconda
della sensibilita dell’espianto, sia sufficiente fpettenimento di piante transgeniche non

chimeriche.

Eliminazione dei geni marcatori

Un problema sollevato sia dalle autorita compejgyet il rilascio di nuove varieta,
che dai consumatori, per quanto riguarda le piratesgeniche, ha fin da subito riguardato
aspetti legati alla presenza di geni marcatori cdograttutto dai consumatori, vengono
percepiti come portatori di possibili rischi perdalute. Da qui la necessita di rilasciare
piante prive sia di geni marcatori che di sequagereche appartenenti al vettore utilizzato
per la trasformazione genetica.

Oggi sono principalmente due i metodi impiegati pevviare a queste
problematiche: la trasposizione genica e la ricorbone sito-specifica entrambi
utilizzabili per la trasformazione della fragola,quanto propagata per via agamica.

Recentemente piante di fragola transgeniche soate sittenute senza geni
marcatori usando appunto un sistema inducibilecdinmbinazione sito-specifica. E’ stato
messo a punto un vettore binario contenente un dehl& ricombinasi (R), adattato alle
piante ed un marcatore bifunzionale creato dallmlipazione del genaptll per la
selezione con la kanamicina ed il genedA che conferisce la sensibilita alla 5-
fluorocitosina (5-FC) (Schaadt al. 2004). Entrambi i geni erano localizzati adiacenti
flancheggiati da sequenze di ricombinazione rigewitdirette (Rs). Quest'ultime a loro
volta erano inserite tra un promotore forte comesis ed il gen@lidA. L’'espressione del
gene della ricombinasi era indotto dall’applicaeatel dexametasone (DEX), che attiva

I'escissione delle sequenze fiancheggianti le Rs.a@ori provarono due strategie per
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recuperare piante “marker free”. Nella prima, glpianti di foglia erano trattati col DEX
per indurre lattivitd della ricombinasi un mesepdola selezione con la kanamicina e,
successivamente, gli espianti erano coltivati espnza della 5-FC per eliminare le cellule
che ancora contenevano il marcatore di selezioe#la Ntrategia alternativa, i germogli
erano rigenerati in presenza di kanamicina, e gfiiati di foglia di questi germogli
transgenici erano trattati col DEX e successivamendano soggetti ad un secondo ciclo di
rigenerazione nel mezzo integrato con la 5-FC (&the al. 2004). Questa strategia Si
dimostro essere piu efficiente rispetto alla seleeiprecedente, e piu di trenta piante
“marker free” furono selezionate. L’analisi molea@ di diverse di queste linee confermo

che esse non contenevano geni marcatori.

Trasformazione genica diretta

Poiché la fragola era facilmente trasformata tranmifezioni diAgrobacterium i
metodi di trasformazione genetica diretta ricevettpoca attenzione in questa specie.
Nyman e Wallin (1992) riportarono la trasformaziagiefoglie e piccioli di protoplasti
attraverso l'elettroporazione, ottenendo una fregaedi trasformazione 1-5x10-4 calli
selezionati per piastra di protoplasti. Il bombandato biolistico era usato da Waegal.
(2004) per trasformare calli di fragola derivardi eblture di antere. In questo studio, dopo
quaranta giorni di selezione su 10 thdi fosfinotricina, erano registrati 5.4 calli reinti
per piastra di bombardamento. Nel caso di espiiftiglie, Cordero de Meset al. (2000)
trovarono un segnale GUS transiente dopo cinqumigdal bombardamento biolistico,
sebbene non si formasse nessun callo in presenkandimicina. Quest’ultimi autori
svilupparono un nuovo approccio per ottenere wn’pHrcentuale di trasformazione. Essi
sottoposero gli espianti di foglia a bombardamehtolistico usando microproiettili
rivestiti concellule diA. tumefaciengnvece che con il plasmide nudo. La percentuale di
trasformazione aumentava dal 4%, quando venivaausatfezione standard con
Agrobacterium al 15% quando veniva usato il metodo combinAigrobacterium

biolistico.
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1.3.3 Genetica molecolare in fragola

Maturazione del frutto

In questi ultimi anni, diversi gruppi di ricerca sono focalizzati sulla genetica
molecolare della fragola, ed un certo numero di geno stati isolati e clonati. La maggior
parte di queste ricerche sono state dedicate alttiosdella maturazione del frutto, non
solo per I'elevato interesse commerciale di quest@esso, ma anche perché la fragola é
considerata un ottimo sistema modello per studolégici sullo sviluppo di frutti non
climaterici (Manning 1994; Perkins-Veazie 1995)frlitto della fragola si sviluppa dal
ricettacolo fiorale, con il vero frutto, chiamatoh&nio, che invece cresce sulla superficie
piu esterna. Gli acheni regolano la crescita dattacolo attraverso la sintesi di auxine, e
la maturazione & associata ad una graduale dinoinezielle scorte di auxina negli ultimi
stadi della crescita (Perkins-Veazie 1995). Peleionaggior parte dei geni correlati alla
maturazione sono inibiti attraverso trattamentadxina (Manning 1994, 1998). Manning
(1998) isolo 66 cDNA (o geni putativi della matum®e), appartenenti a 26 famiglie di
geni non ridondanti da frutti di fragola maturi @rfchi. Questi geni codificavano per
proteine coinvolte in punti chiave di processi rbetei, quali la sintesi di antociani, la
degradazione della parete cellulare e la respinaziblamet al. (1999) usarond-. vesca
come sistema modello per studiare la maturazioda deagola. Essi costruirono una
libreria di cDNA dai ricettacoli maturi deacheniizahe fu analizzata differentemente con
cDNA provenienti sia da frutti maturi che non matufurono identificati 192 cloni
registrati come attivatori della maturazione o d¢rds repressori, nove dei quali furono
analizzati in dettaglio. Apparentemente, questi 20 geni putativi) erano direttamente
correlati con la maggior parte dei processi di metione e I'analisi delle loro sequenze
indico un ampia gamma di funzioni putative, qualbiosintesi di lipidi e amminoacidi, il
metabolismo secondario e la produzione di arord,resposta difensiva contro i patogeni.
Diversi di questi geni furono anche espressi nillgole commerciali, sebbene il loro
pattern d’espressione fosse leggermente differente.

La tecnologia del DNA microarray fornisce un paéemezzo per poter studiare in
un singolo esperimento il profilo d’espressionemigliaia di geni. Aharonget al. (2000)
utilizzarono i microarray su fragola usando 1701NéD che comprendevano 1100
sequenze EST (expressed sequence tags) e 601 cDiNAequenziati, ottenute da frutti
maturi con acheni. Questi microarray furono utéiizper monitorare I'espressione genica

nel frutto della fragola sotto diverse condiziopesmentali, confrontando gli stadi di
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sviluppo (Aharoniet al. 2000), i tessuti del ricettacolo con quelli deth@nio (Aharoni
and O’Connell 2002), i frutti trattati con quellon trattati con l'auxina (Aharoret al.
2002) e cultivar che differivano nella consistedeafrutto (Salentijret al. 2003). Un gene
che codifica per l'alcol acil-transferasBAAT), coinvolto nel sapore del frutto della
fragola, fu identificato usando questa tecnolodiaaroni et al. 2000). Questo gene fu
introdotto nella petunia per verificare il suo patiale intervento nella produzione di esteri
volatili (Beekwilderet al.2004). Inoltre, furono identificati altri geni clp@trebbero essere
coinvolti nella biogenesi dell’aroma (lannegtiaal. 2004; Moyancet al. 2004).

Uno dei piu importanti eventi nella maturaziondlaldragola € il processo di
ammorbidimento della polpa, poiché la rapida perdii consistenza ne limita la
conservazione dopo la raccolta. Generalmente Sigoeime 'ammorbidimento del frutto sia
principalmente dovuto all'azione di enzimi che nimdino la parete della cellula. Diversi
enzimi, coinvolti in questo processo, sono statlal. Le glucanasi, enzimi che
modificano la rete delle emicellulose, sono statdiate in maniera esaustiva. Almeno due
endog-1,4-glucanasi sono sovra-regolate durante la raatme della fragola (Harpstet
al. 1998; Llop-Touset al. 1999; Trainottiet al. 1999; Woolleyet al. 2001). Una di loro,
FaEG] é specifica nel processo di maturazione, merigird gene, FaEG3 viene
espresso anche nel frutto verde e nel tessuto ategegiovane (Trainottet al. 1999). Un
gene specifico del frutto, la cui proteina e I'asgiaa, fu clonato da Civellet al. (1999).

Si pensava che queste proteine rompessero i leghogeno tra le microfibrille di
cellulosa ed emicellulosa, regolando I'accessiildi altri enzimi al loro substrato.
L’espansina della fragola non e sotto il contrallel’auxina e apparentemente la sua
espressione non e determinante nellammorbidiméeatdrutto. Sono stati studiati anche i
geni correlati al metabolismo della pectina. RedsNeévadoet al. (2001) riuscirono ad
isolare un gene frutto-specifico che codifica petendo-poligalatturonasi (PG), espressa
all'inizio della maturazione del frutto. Il suo meltb d’espressione suggerisce un ruolo nel
rilascio delle oligosaccarine, molecole biologicamteeattive coinvolte nella maturazione
del frutto, piuttosto che nella depolimerizzaziatedla pectina. Simili alla PG, le pectato-
liasi anche catalizzano la degradazione delle pecte-esterificate. Nella fragola sono stati
identificati tre geni delle pectato-liasi collegatlla maturazione del frutto (Medina-
Escobaret al. 1997; Benitez-Burrac®t al. 2003), ed € stato osservato che la loro
concentrazione veniva fortemente ridotta nei frataturi conservati in presenza di alte
concentrazioni di Cg) trattamento che ne estende la conservabilita emerementa la

consistenza.
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La produzione di etilene non sembra essere asaoc@t la maturazione della
fragola e, percio, questo frutto & stato clasdificaame non climaterico (Perkins-Veazie
1995). Comunque, alcune evidenze indicano chderetipotrebbe giocare un ruolo nella
maturazione della fragola e che la riduzione ddiiasintesi dell’'etilene potrebbe

aumentare la conservazione dopo la raccolta.

Mathewset al. (1995) trasformarono la fragola con I'S-adenosilorena idrolasi
del batteriofago T3. Questo gene limita la biosintk etilene riducendo il livello del suo
precursore. Sebbene la presenza dei transgeniosi@rmata all'interno delle piante
transgeniche, Mathews e i colleghi non riportaratoun effetto dell’espressione dei geni
sulla conservazione del frutto. Un approccio aléwo per il controllo
del’lammorbidimento consiste nell'inibizione di peme coinvolte nella degradazione
della parete cellulare del frutto. Jiménez-Bermuddzal. (2002) ottennero piante
transgeniche dalla cv Chandler, contenenti unaesegguantisenso del gene della pectato
liasi. La maggior parte delle linee transgenichedpssero frutti significativamente piu
sodi rispetto al controllo allo stadio di massimatunazione. Inoltre, 'ammorbidimento
dopo la raccolta era diminuita nel frutto transgenestendendo la loro conservazione. Per
di piu, la qualita della marmellata di fragola paegta con questi frutti transgenici era piu
alta come risultato di una minor degradazione égsuti del frutto durante il processo di
cottura della marmellata (Sesmeeri al. 2007). Contrariamente a questi risultati,
I'inibizione dei geni della cellulasi non modificarsostanzialmente 'ammorbidimento
della fragola. Woolleyet al. (2001) inibirono I'espressione del gene dellautadli Cell
tramite la trasformazione della sequenza sensotiseano. Questo gene € espresso
specificatamente nei frutti in maturazione, maua sibizione non riduceva né I'attivita
della cellulasi né I'ammorbidimento del frutto. hibizione antisenso diel2non modifico
la fermezza del frutto (Pliego-Alfamet al. 2002).

Altri geni sono stati clonati, incluso una di-ilevonolo-4-reduttasi (Moyanet
al. 1998) coinvolta nella sintesi degli antociani, ubagalaturonase-reduttasi, la cui
espressione e correlata con il contenuto dell’aastmrbico (Agiugt al. 2003), la HyPRP
(Blanco-Portale®t al. 2004), proteina a basso peso molecolare dellagfendelle “heat
shock protein” (Medina-Escobat al. 1998), una proteina legante 'auxina (Lazarus and
Macdonald 1996) e due geni che rispondono agisstambientali. La piu recente € una
proteina kinasica calcio-dipendente (Llop-Taisal. 2002) e una proteina che trasporta i
lipidi (Yubero-Serranet al.2003).
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Oltre alla maturazione del frutto, sono stati &tich livello genetico altri processi
fisiologici. Geni differenzialmente espressi nefliente acclimatate al freddo sono stati
isolati da Ndonget al. (1997). Recentemente sono stati identificati deai ghe sono
coinvolti nella risposta immunitaria in fragola. Niaezet al. (2005) isolarono una fito-
cistatina espressa nelle foglie adulte, nelle faglinegli acheni, che mostrava un’attivita
antifunginain vitro controBotrytis cinereaand Fusarium oxysporumMehli et al. (2004)
hanno riportato la scoperta di un gene codificapgg una proteina inibente le
poligalatturonasi. Questo gene e altamente espmastyutto maturo e viene indotto in

seguito a inoculazione cd cinerea

| promotori

In fragola analisi funzionali su promotori omologono scarse. Spolaoet al.
(2003) studiarono i promotori dei geni delle endeghasi,FaEG1 and FaEG3 usando
I'espressione transiente, metodo che consisteimettare nel frutto una sospensione di
cellule di Agrobacteriumcontenenti plasmidche possono essere analizzati. Agtisal.
(2005) svolsero esperimenti di espressione tratesiger studiare I'attivita del promotore
della D-galatturonasi reduttasi, usando il sistéméstico. Fragole transgeniche sono state
generate per valutare I'efficienza dei promotoerekoghi. Seguendo queste linee, Schaart
et al. (2002) provarono un promotore del ricettacoloalektunia EBP7) per valutare la
sua competenza come promotore frutto-specifico ragdia. Le piante transgeniche
mostrarono attivita GUS nei tessuti riproduttivi man in quelli vegetativi, sebbene nel
frutto rosso il promotore 35S sia piu forte delpatore FBP7. Cordero de Mesat al.
(2004) analizzarono l'espressione del promotore B&iSfiori e nel polline delle piante
transgeniche. Essi trovarono un incremento delligat GUS nel polline maturo e nei
granuli conservati per cinque settimane a 25 °@ndnal fine di raggiungere la tolleranza
alle malattie causate dai fitoplasmi, procariotlizgati per individuare alcuni elementi,
Zhao et al. (2004) testarono un promotore floema specificdatsoda Arabidopsis In

questo caso, l'attivita GUS era ristretta ai tesbagmatici delle piante transgeniche.

Stress hiotici

Resistenze a malattie e infestazioni sono due deicipali problemi della
coltivazione di fragola. Questa coltura ha bisogmeoasi sempre di una completa

sterilizzazione del suolo per assicurarsi una buaccolta dei frutti, che veniva ottenuta
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con fumigazioni di bromiro di metile. Proprio pesuoi effetti negativi sul’ambiente, I'uso
di questo composto & stato proibito nella maggiantep dei paesi con il Protocollo di
Montreal. Una completa mancanza di fumigazioneghite avere un maggior impatto
sulle industrie di fragola, con una perdita sulcadio stimato intorno al 35-50% (Sjulin
2003). Un grande sforzo e stato compiuto in takeegrazie all'introduzione di varieta

resistenti.

Un resoconto sulle principali infestazioni di frégae@ sullo stato delle resistenze
nelle specie coltivate e selvatiche e stato redato Rosskopf (1999). Le piante
transgeniche di fragola con geni resistenti alldattia potrebbero aiutare ad affrontare
guesto problema a lungo termine. Inoltre, questadi®gia potrebbe ridurre l'uso di

pesticidi, a favore della sicurezza e della qualitquesta coltura.

Tra i tanti patogeni della fragola, i funghi sonpiu importanti in termini di danni
alle colture. Le maggiori malattie fungine includomarciumi dell’apparato radicale
(Phytophthora fragariae P. cactoruny, I'avvizzimento fogliare d&erticillium, vaiolatura
fogliare (Mycosphaerella fragaride maculatura rosso-bruna fogliaréiglocarpon
earlianunj, mal bianco $phaerotheca macularfssp.fragariae), la muffa grigia Botrytis
cinered, I'antracnosi Colletotrichumspp.) (Maas 1998; Rosskopf 1999). Poche di queste
malattie sono state oggetto dell'ingegneria geaetihalaviet al. (2003) introdussero un
gene per la chitinasi diycopersicon chilensenella cultivar Joilette, per favorire la
resistenza aVerticillium dahliae Le tre linee transgeniche ottenute mostravanaltm
livello d’espressione dellmRNA della chitinasi enau significativa diminuzione nella
percentuale d’infezione della corona. | sintomil'delizzimento erano leggermente
inferiori in due linee transgeniche rispetto al wolo. Asaoet al. (1997) ottenne una
fragola transgenica con un’elevata resistenzaSphaerotheca humuliattraverso
I'espressione del gene della chitinasi del risoestrazione delle proteine da foglie
transgeniche mostrarono un aumento dell’attivitéadghitinasi tre volte maggiore rispetto
al controllo. Dopo l'inoculazione con le spore furgy la percentuale delle foglie che
presentavano sulla loro superficie i sintomi dettalattia si riducevano dal 40% nel
controllo al 22% nelle piante transgeniche. Apptaeente, c’era una correlazione tra
I'attivita chinasica e le lesioni sulla foglia. Learatteristiche morfologiche, come il
prodotto delle piante transgeniche, erano similicahtrollo e, inoltre, non furono
individuati effetti significativi sul’'ambiente, iparticolare sulla crescita di altre piante e

della microflora (Asaoet al. 2003). La Taumatina Il, prodotta dalhaumatococcus
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danielli, € una proteina patogenesi-correlata mostrantattivita anti-fungina, di gusto
gradevole e ultimamente é stata introdotta neligola cv Firework (Shestibratov and
Dolgov 2005). Le piante transgeniche presentavamelavata resistenza allBotrytis

cinereg saggiate con il test del disco fogliare.

Recentemente, Vellicceet al. (2006) descrissero I'ottenimento di piante
transgeniche che sovra-esprimevano il gene delianasi proveniente daPhaseolus
vulgaris Le piante transgeniche mostravano una notevdistemza aBotrytis ma non
versoColletotrichum acutatumLe piante della cv Camarosa sono state trasfercat un
gene della chitinasi di un fungo del suolo, génchoderma per ottenere la tolleranza al
Colletotrichum(Yubero-Serranet al. 2002). Diverse linee transgeniche presentavano una

riduzione del marciume della corona@alletotrichumrispetto alle piante controllo.

La resistenza agli insetti in fragola € stata pzalia con l'inserzione di geni
“antifeedant”. Jamest al. (1992) e Grahanet al. (1995) ottennero piante transgeniche
esprimenti un gene inibitore di proteasi di CowpeépTi). Questo gene ha effetto su di un
ampio spettro di Lepidotteri e Coleotteri. Come ceto di altri inibitori di proteasi, esso
forma un complesso con le proteinasi, inibenddiVad proteolitica e impedendo percio |l
normale sviluppo larvale (Wagt al. 1999). Le piante transgeniche esprimenpITi sono
state saggiate per la resistenza ai danni causdlie thrve del coleottero della vite
(Otiorynchusspp.) con risultati contrastanti. Quest’ultimo éuwfelle maggiori infestanti
della fragola per il quale non é disponibile alcuesistenza né nelle specie coltivate né in
guelle selvatiche (Rosskopf 1999). Nella relazidhdameset al. (1992), I'analisi di sei
linee transgeniche non mostrava alcuna riduziotie peobabilita di sopravvivenza delle
larve del coleottero della vite. Al contrario, Gaamet al. (1997, 2002) notarono che le
piante transgeniche erano meno danneggiate rispietntrolli quando venivano infettate
con le larve del coleottero in serra ed in campogza significativi impatti su infestazioni
di altro tipo. Anche il gene della lectina dghlanthus nivaliscodificante per una proteina
insetticida, e stato introdotto in fragola, daosolin combinazione co@pTi, sebbene le
piante transgeniche non mostrassero alcuna rezsstagii attacchi del coleottero (Graham
et al.2002).

Nel caso dei virus, Finstad e Martin (1995) deseris la trasformazione della
fragola con un gene codificante per una proteirlacdpside del virus della fragola che
provoca l'ingiallimento del bordo fogliare, sebbemessuna tolleranza al virus sia stata

ancora riportata.
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Piante transgeniche di fragola tolleranti al gl#tms (N-fosfonometil-glicina),
componente attivo dell’erbicida Roundup, e statieratto da Morgaret al. (2002). I
glifosato inibisce la EPSP (enolpiruvil-scichimditsfato-sintasi), un enzima chiave nella
via di sintesi degli aminoacidi aromatici. Quesitai trasformarono gli espianti di foglie
con il gene dellEPSP sintasi, trovato nel ceppat @2 Agrobacterium tumefaciend
quale é risultato essere tollerante al glifosate. diante transgeniche mostrarono una
risposta molto variabile allo spray Roundup in teindi tolleranza, e furono selezionate
30 linee altamente tolleranti per prove di campa. Blessiset al. (1997) ottenne piante
transgeniche resistenti al glufosinato attraveisspressione del gene fosfinotricina acetil
transferasi. Quattro su ventidue linee erbicidastesti assomigliano al fenotipo di

controllo quando sottoposte a prove di campo @ndizioni commerciali.

Stress abiotici

Diverse proteine LEA (Late Embryogenesis Abundadho state introdotte in
fragola per incrementare la tolleranza al congefdames al sale. Wangt al. (2004)
produssero piante transgeniche esprimenti una ipeotdell'orzo, la LEA3. Test di
tolleranza al sale furono condotti su piante prepagn vitro. Essi osservarono che
I'avvizzimento dopo sette giorni di coltura su &To integrato con NaCl 50 e 100 mM era
significativamente minore nelle piante transgenichea percentuale di sopravvivenza
dopo 'esposizione al sale era anche maggiore tiete esprimenti la proteina LEA3. La
sovra-espressione della deidrina acetda@r41Q isolata dal grano, una classe diversa
delle proteine LEA, migliord la tolleranza al cofajaento delle foglie di fragola
acclimatate al freddo (Houdet al. 2004). E’ stato ipotizzato che queste proteine
prevengono la destabilizzazione della membrananatisa che avviene durante il
processo di disidratazione, associato al congelambielle tre linee transgeniche ottenute
che esprimevano la proteina ad alti livelli, lalsgella temperatura che provoca danni da
congelamento scese di 5 °C, da -12 a -17 °C. Coowejnquest’alta tolleranza non fu
osservata nelle foglie non acclimatate al freddoiggerendo che altri fattori potrebbero
essere necessari per attivare le proteine WCOR4d0almente, quando le piante intere
venivano sottoposte a condizioni di congelamengopibnte transgeniche collassavano
durante la fase di recupero a 20 °C, sebbene leeftagsero in salute, indicando che le
proteine WCOR410 non esercitavano alcun effettoefiem sulle radici. Owen®t al.

(2002) ottennero due linee transgeniche sovra+egpti un fattore di trascrizione indotto
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dal freddo, il CBFL La tolleranza al congelamento del disco fogliaeea
significativamente migliorata in entrambe le line@a quest’effetto non fu osservato nei

ricettacoli.

Qualita del frutto e produttivita

Diversi sforzi biotecnologici sono state rivolti elhambito del controllo della
maturazione e nel ritardo del’ammorbidimento deittb. La produzione di etilene non
sembra essere associata con la maturazione datjaldre, percio, questo frutto & stato
classificato come non climaterico (Perkins-Veaz895). Comunque, alcune evidenze
indicano che l'etilene potrebbe giocare un ruolbanmaturazione della fragola, e, che la
riduzione della biosintesi dell’etilene potrebbemmntare la conservazione dopo la

raccolta.

Mathewset al. (1995) trasformarono la fragola con I'S-adenosilorena idrolasi
del batteriofago T3. Questo gene limita la biogsintk etilene riducendo il livello del suo
precursore. Sebbene la presenza dei transgeniosi@rmata all'interno delle piante
transgeniche, Mathews e i colleghi non riportaraiaun effetto dell’espressione dei geni
sulla conservazione del frutto. Un approccio aléwo per il controllo
dellammorbidimento consiste nellinibizione di pemne coinvolte nella degradazione
della parete cellulare del frutto. Jiménez-Bermudzal. (2002) ottennero piante
transgeniche dalla cv Chandler, contenenti unaeseguantisenso del gene della pectato
liasi. La maggior parte delle linee transgenichedpssero frutti significativamente piu
sodi rispetto al controllo allo stadio di massimatunazione. Inoltre, 'ammorbidimento
dopo la raccolta era diminuita nel frutto transgenestendendo la loro conservazione. Per
di piu, la qualita della marmellata di fragola paegta con questi frutti transgenici era piu
alta come risultato di una minor degradazione dssuti del frutto durante il processo di
cottura della marmellata (Sesmeei al. 2007). Contrariamente a questi risultati,
I'inibizione dei geni della cellulasi non modificarsostanzialmente 'ammorbidimento
della fragola. Woolleyet al. (2001) inibirono I'espressione del gene dellawatii Cell
tramite la trasformazione della sequenza sensotiseano. Questo gene € espresso
specificatamente nei frutti in maturazione, maua mibizione non riduceva né I'attivita
della cellulasi né 'ammorbidimento del frutto. bibizione antisenso diel2 non modifico
la fermezza del frutto (Pliego-Alfamet al. 2002).
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Nell'ottica di incrementare la produzione del foyttMezzetti et al. (2004)
trasformarond-. x ananassa F. vescacon il gene chimeric®efH9-iaaM Questo gene e
composto da una regione regolativa del g&@®fH9 di Antirrhinum majus (bocca di
leone), che ne promuove l'espressione nella plaéenili, e la regione codificante
dell'iaaM di Pseudomonas syringaan gene producente auxina. Le piante transgeniche
mostravano un incremento nel numero delle infieese ed, inoltre, piu fiori per
infiorescenza. Per di piu anche la taglia e il pdebfrutto erano aumentati. Infine, la
produzione dei frutti fu incrementata del 180% adthgola coltivata e del 140% in quella
selvatica. Wawrzynczalkt al. (2005), anche, modificarono il metabolismo delKea
nella fragola attraverso la trasformazione con emegdel mais, I'lAA-glucosio sintasi. Le
piante transgeniche presentavano un fenotipo nauesto fu parzialmente correlato ad un
ridotto livello di IAA disponibile.

39



Introduzione

1.4 Il flusso genico

1.4.1 Aspetti generali
L’incorporazione di geni appartenenti a una o pigpglazioni in un’altra

popolazione ¢é alla base del Flusso Genetico (F@palisi delle conseguenze del FG da
popolazioni di piante coltivate a piante selvaticba esse compatibili o0 da piante coltivate
a altre piante coltivate ha assunto nuovo interesad’introduzione nella pratica agricola
delle Piante Geneticamente Modificate (PGM). Sligeie, quindi, tra:

- introgressione di un transgene da piante @ikia piante selvatiche;

- presenza accidentale o tecnicamente inevitablileun transgene in coltivazioni
convenzionali e biologiche per alimentazione umaaaimale;

- presenza accidentale o tecnicamente inevitabila transgene in coltivazioni da seme
convenzionali e biologiche (Arnawd al, 2003).

Il rischio di FG da una PGM a una pianta selvaticéegato al livello di FG
possibile e all’eventuale vantaggio selettivo catdedal transgene in condizioni naturali.
E’ possibile identificare transgeni capaci di produeffettivi positivi, negativi e neutri
sulla capacita riproduttivafifnesg delle piante che ne sono dotati. Come conseguenza
nell'analisi dellimpatto ambientale di un partiaot transgene devono essere presi in
considerazione sia la presenza di piante selvatsgmsualmente compatibili, sia il
potenziale infestante delle piante dotate del gans. La possibilita del verificarsi di
incroci fertili tra piante coltivate e piante seliche € alla base del FG verso le piante
selvatiche; in Europa in alcuni casi tale fluss@m merificarsi (ad esempio per colza e
barbabietola da zucchero), mentre in altri casiigneasoia) I'assenza di piante selvatiche
sessualmente compatibili con le piante coltivatedee impossibile il FG (Messeguer,
2003). In questa seconda situazione I'unica pdgsiba livello puramente teorico, di fuga
dei transgeni dalle PGM e legata al trasferimemizzontale da pianta a micro-organismo.
Il FG da coltivazioni di PGM a coltivazioni conveaaali e biologiche per alimentazione
umana o animale riguarda unicamente la presenZdeatale o tecnicamente inevitabile
del transgene nel prodotto commerciale e non sféramento del transgene a piante
selvatiche o, piu generalmente, allambiente n&ucircostante. Il problema pratico é
quello di definire le distanze tra le PGM e le m@alzioni convenzionali e biologiche capaci
di evitare il rischio di superare il livello di inqnamento da parte del transgene stabilito per

legge (al momento 0,9% per le colture convenzidriginghet al, 2006).
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Alla luce della crescente pressione da parte detlpolazione e le maggiori
aspettative sulla qualita della vita, la complesta del sistema alimentare si sta evolvendo
per andare incontro alle necessita globali. Sia Pessi sottosviluppati che in quelli
industrializzati, I'enorme incremento della popatere ha portato anche ad un aumento
della poverta, insicurezza alimentare e ad un irapgmento dell’alimentazione.

| progressi compiuti dalle scoperte scientifichga#ie tecniche di laboratorio hanno
portato ad un miglioramento in campo vegetale &0 I'utilizzo di biotecnologie e
dell'ingegneria genetica che hanno permesso dipotare le risorse genetiche esistenti.

Le tecnologie transgeniche hanno permesso di magko le prestazioni
agronomiche di molte colture importanti nell'alili@nione umana, animale e a fini
industriali e/o farmaceutici. Contrariamente a duaki tassi d’investimento, c’e molta
preoccupazione per l'impatto delle colture genetieate modificate sull’ambiente. La
possibilita di contaminazione sia dellambiente aiielle catene alimentari ha posto
I'attenzione su come tali colture e le molecole dwse producono possano essere
effettivamente isolate e contenute.

Uno dei passi successivi alla creazione di unataidaransgenica € quello di
valutare i suoi benefici potenziali e i rischi g&ambiente e se questi possano essere
comparati con quelli derivanti dalle pratiche agkc tradizionali. L'approccio
precauzionale nella gestione del rischio delle P@Ne necessario il monitoraggio delle
popolazioni selvatiche ed infestanti che potrebbessere soggette a trasmissione dei
transgeni. La valutazione del rischio effettivo @neccanismi di monitoraggio sono i
requisiti basilari per impostare un’adeguata gtratt legislativa per individuare
efficacemente i rischi presenti e futuri. Diverggemzie in differenti Paesi monitorano |l
rilascio degli organismi GM o formulano linee guigar adeguate applicazioni degli
organismi ricombinanti nelle agro-industrie, cosi assicurare I'utilizzo in sicurezza di
guesti organismi e nello stesso tempo progrediresoveuno sviluppo globale e
responsabile.

Per potenziare la richiesta di cibo, incrementaihgwodotto delle coltivazioni, le
piante sono state sottoposte a modificazioni gelnetianto che oggigiorno esse sono una
nuova realta mondiale ed appaiono in molti prodalitnentari trasformati (Perr 2002).
Negli ultimi quindici anni, infatti, molte tra le olture convenzionali sono state
geneticamente modificate con le tecniche del DNegomibinante e sono state rese
disponibili piante che presentano caratteristicligliari quali: un aumento del periodo di

conservazione, maggiori valori nutrizionali, to#laza agli erbicidi, resistenza ai patogeni
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e agli insetti, e la tolleranza alle piu svariateesere condizioni ambientali (Engell al.
2002; Koniget al. 2004). Secondo i dati fino ad ora raccolti (ISBwsereport 2001),
questi alimenti sono sostanzialmente equivalel@i@ntroparti convenzionali .

Nel 1996, le colture GM furono per la prima volt@rodotte nei mercati degli Stati
Uniti e furono rapidamente adottati dagli agricaltésrande successo fu raggiunto con
'aumento della produttivita agricola per soddisfée necessita delluomo del XX secolo,
dovuto alla loro introduzione (Yan and Kerr 2002pnRmenset al. 2004). Percio, le
colture GM sono state la tecnologia piu rapidameitezzata nella storia dell’agricoltura
e delle biotecnologie alimentari (Huaagal. 2002; Halpin 2005). Comunque, 'attuazione
dell'ingegnerizzazione genetica nelle piante alitagnha portato ad una considerevole
preoccupazione per quanto riguarda i loro effattl'ambiente in termini di stabilita e
sicurezza. E’ risaputo che qualsiasi innovazionendkogica porta rischi e benefici
allambiente e che nessuna tecnologia € assolutanscura. Questo vale anche per le
piante geneticamente modificate, tanto che le nucaeatteristiche incorporate nelle
coltivazioni transgeniche dovrebbero essere vautahendo presente sia la sicurezza
ambientale e alimentare, sia gli aspetti etici.

Le piante GM contengono geni inseriti artificialmerftransgeni), provenienti da
specie correlate o completamente diverse, attraversecniche avanzate dell'ingegneria
genetica (Pereira 2000; Bock and Khan 2004). Usamdioapprocci, recentemente sono
state create diverse varieta di colture GM che baiwevuto I'autorizzazione per il rilascio
nell’ambiente e per un uso commerciale (Tab. 4gp@t al. 2003).

Per valutare il rischio potenziale dell’utilizzo piante transgeniche in agricoltura
importante determinare il destino del transgenéamabiente rispetto alla sua stabilita ed
influenza sullumanita. | dati provenienti da stuglilla sorte del DNA batterico nudo
ingegnerizzato, introdotto in un suolo maturo (lreénd Wackernagel 1987; Khanna and
Stotzky 1992), indicano che il DNA libero puo résie a lungo e mantenere un’attivita di
trasformazione. Questo aumenta la possibilita dheilascio del DNA durante la
coltivazione di specie geneticamente modificatede/@nte la fase di decomposizione di
tessuti vegetali potrebbe stabilizzarsi nelle palteé del suolo e persistere per parecchio
tempo.

Studi recenti in diversi laboratori di tutto il mdm hanno dimostrato che il DNA
eso0geno puo essere trasferito, benché in bassifgmesnze, da varie piante transgeniche
(barbabietola da zucchero, patata, tabacco) aerbatiel suolo (Acinetorbacter sp.,

Pseudomonas stutzeri) (Nielsehal, 2000; de Vriest al. 2003). Comunque, gli autori
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hanno chiaramente indicato che le tante barrisiehi e biologiche possono intralciare il

trasferimento genetico orizzontale tra organismsicdistanti, per cui il rischio di

diffusione dei tratti transgenici (geni o frammeditiDNA) dalle colture GM ai batteri del

suolo sono del tutto trascurabili.

Tab. 4. Alcune delle colture GM rilasciate nellambiente pso commerciale.

Metodo di
Coltura Tratti fenotipici Transgene introduzione
del transgene
Tolleranza all’'erbicida Gene mutante Trasformazione
glifosato EPSPS Agrobacteriurm
Tolleranza all’'erbicida Gene bxn mediata
bromoxynil e ioxynil
Cotone Resistenza ai Gene CrylAc
(_Gossmlum lepidotteri
hirsutumL.)  Tolleranza all'erbicida Gene ALS
sulfonilurea
Tolleranza all’'erbicida Gene bar
fosfinotricina (PPT)
Tolleranza all’'erbicida Gene mutante Bombardamento
glifosato EPSPS con
. Tolleranza all’erbicida Gene bar microproiettili
Mais (Zea mays fosfinotricina (PPT) di cellule o

L)

Patata $olanum
tuberosuni..)

Soia Glicine
maxL.)

Resistenza al baco del Gene CrylAb
grano europeo (Ostrinia
nubilalis)

Resistenza allo
scarafaggio del
Colorado (Leptinotarsa
decemlineata)
Resistenza al virus Y  Gene del capside
della patata (PVY) virale

Gene Cry3A

Tolleranza all’'erbicida Gene mutante
glifosato EPSPS

Alto contenuto nei Un gene acido
semi di acido oleico  grasso denaturasi
Tolleranza all’'erbicida Gene bar
fosfinotricina (PPT)

tessuti vegetali

Trasformazione
Agrobacterium
mediata

Bombardamento
con
microproiettili

di cellule o
tessuti vegetali

In un altro studio viene presa in esamg-glucuronidasi (GUS)Sia I'uomo che

gli animali sono continuamente esposti alle praegdlS provenienti dai batteri residenti

43



Introduzione

nel tratto intestinale e da fonti di cibo non trg@sico, senza dar luogo ad effetti nocivi
alla salute. La proteina dellxglucuronidasi, infatti, viene rapidamente degrada¢lle
condizioni esistenti nello stomaco (Fuchs and Astvb996). Percio, il basso livello di
proteine GUS provenienti dalle piante GM non e das@erarsi un pericolo in termini di
tossicita e allergenicita (Gilissext al. 1998).

Recentemente, € stata osservata la capacita degémai di passare dalle piante GM
alle specie selvatiche. Durante il UK GM ScienceviBe Panel (2003), il governo
concluse che il trasferimento di DNA da piante GMbatteri tra i diversi paesi e
“improbabile che avvenga per una serie di barrtega consolidate” e supportd questa
posizione attraverso evidenze sperimentali. Datsegna inoltre si concluse che il DNA
transgenico non e diverso dagli altri DNA che vergmntrodotti nella dieta giornaliera e
che esso andra incontro ad un destino simile (&pFit2004)Netherwoodet al. (2004)
condussero uno studio nel quale a dodici volonsani e a sette con una patologia
all'lleostoma veniva somministrato un pasto conté@esoia modificata con il gene per la
resistenza al glifosato (EPSPS). Nei volontari s&nDNA proveniente da materiale
vegetale transgenico era degradato completameop®, it passaggio attraverso il colon.
Invece in sei dei pazienti ileostomici fu ritrovdtmtero gene, identificato come prodotto
di PCR; nel settimo, invece, fu stimato che cite#b del DNA transgenico introdotto con
il test si accumulava nel liquido dell’'ileostomaui@di, una discreta quantita di frammenti
di DNA possono sopravvivere al passaggio nello stmnin persone affette da patologie
gastrointestinali. Questo studio aumenta i dubbiimportante questione correlata con la
valutazione del rischio dei transgeni vegetali idestad un uso alimentare.

Sia i metodi tradizionali d’incrocio delle piantbe le tecniche transgeniche creano
nuove combinazioni di geni con caratteristiche irative (resistenza ai patogeni e agli
erbicidi), anche se un piu alto grado di “novitangiica” € maggiormente presente nelle
piante transgeniche che nelle cultivar tradizianapotenziali benefici ambientali di tali
colture transgeniche possono essere classificgtiattro categorie:

(1) Riduzione dei costi di produzione ed incremed&b raccolto. Alcune delle
colture transgeniche, come il cotone, il frumeni¢o, soia e il mais ne sono un esempio
eclatante. Una coltura GM ben conosciuta, sviluppukila Monsanto, € il cotone Bt che
produce una proteina anti-insetto (CrylAc) derieamta un batterio che si trova
naturalmente nel terreno, Bacillus thuringiensisubsp.kurstaki (B.t.k). La produzione
della proteina CrylAc nella pianta del cotone pexe alla protezione contro le

infestazioni da insetti dell’'ordine dei Lepidotténclusi i vermi della capsula del cotone,
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“cotton bollworm” e “pink bollwarm”(Wilson et al. 1994; Betzet al. 2000). | benefici
primari del cotone Bollgard” sono la riduzione dell'uso degli insetticidi, unigtior
controllo delle infestazioni da parte degli insettn aumento del raccolto, riduzione dei
costi di produzione, riduzione dei rischi di allevento, aumento della crescita del cotone e
di conseguenza un aumento del profitto per i caltr di cotone (Edgest al. 2001;
Carpenter and Gianessi 2001; Betzal. 2000). Quest'ultimi negli Stati Uniti ebbero un
incremento della produzione di 117 mila tonnellatenue, che corrispondeva ad un
aumento del profitto netto di 99 milioni di dollgi€Carpenter and Gianessi 2001). Oltre
7200 tonnellate per anno in meno di insetticidi5@3 milioni di tonnellate annue in piu
nella produzione di mais Bt sono state riportaté Mational Center for Food and
Agricultural Policy di Washington, DC, US (Govil @8). Questi risultati illustrano
chiaramente un decremento dell’'uso dei pesticidi oo corrispondente miglioramento
dell'ambiente insieme ad un aumento della proditéti¥ dei costi di produzione.

(2) Riduzione dei composti chimici nellambientea riduzione nell'utilizzo di
composti chimici per il controllo delle infestazio@ uno dei piu evidenti benefici
ambientali della coltivazione di piante transgeric®gni anno circa 436.950 tonnellate di
pesticidi sono stati applicati dai contadini amami¢c che potrebbero avvelenare il suolo,
I'aria, le falde acquifere e l'intero ecosistemay@atico(Brown 2001). La maggior parte
delle colture transgeniche come la soia, il grancgtone e la canola contengono geni per
la resistenza alle infestazioni che corrispondeimdignificativo decremento nell’utilizzo
di pesticidi (Betzt al. 2000).

(3) Monitoraggio ambientale e depurazione. Nedfiimi anni la depurazione o
fitodepurazione dell’ambiente basata sulle piangtaéa ampiamente perseguita come una
tecnologia accreditata e rappresenta un’area d%ateattivita di ricerca. Le piante
transgeniche sono state proposte come strumentdgugificare e trattare I'inquinamento
ambientale(Monciardini et al. 1998). Rugh (2004) riportd che molti taxa di pe&nt
posseggono particolari capacita intrinseche peffitteestrazione di metalli o per la
fitodegradazione di composti organici. Alcune speobnsiderate molto attive nella fito
depurazione sono state caratterizzate a livellmldigico, biochimico e genetico per
identificare i processi specifici per successivenipalazioni di miglioramento genetico.
Nel perseguimento di questo obiettivlxabidopsis thalianae Tabacum nicotianasono
state ingegnerizzate con transgeni non vegetali petenziare [efficacia della

fitodepurazione contro inquinanti prioritari comeesiduiorganomercuriali (Bizilyet al.
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1999), i solventi del tricloroetilene (Do#t al. 2000) e gli esplosivi nitroaromatici (French
et al. 1999).

(4) Biofarmaci estratti dalle piante. La ricercande piante transgeniche offre la
promessa di una produzione su larga scala di petEcure, pure e altamente efficaci dal
punto di vista terapeutico, essenziali per la prashe di un ampio spettro di biofarmaci
come gli anticorpi monoclonali (Mabs), enzimi, mioe del sangue e nuovi tipi di
subunita dei vaccini. | biofarmaci, specialmenteagkicorpi monoclonali Mabs, sono tra i
farmaci terapeutici piu in crescita, con piu di 3@@dotti impiegati nelle terapie cliniche
(Fisheret al. 2003) per il trattamento di malattie mortali e iohe come [artrite, il

cancro, le infezioni, le inflammazioni e le malattiardiovascolari.

1.4.2 Colture GM: regolamentazione

Le colture transgeniche affrontano una campagnanicitoria con richieste di
requisiti di pre-commercializzazione e restrizidnmercato post-commercializzazione che
le colture tradizionali abitualmente non subiscosebbene esse abbiano caratteristiche
fenotipiche simili (Pew Initiative on food and Bemhnology 2004). | costi degli incontri
per discutere delle normative restrittive del merycasono d’intralcio alla
commercializzazione delle colture transgeniche dBnal et al. 2005). Visti gli aspetti
legati alla produzione e alla commercializzazioaemtodotti agricoli, dove non sempre la
zona di produzione coincide con la zona di commaéez@azione, pone l'attenzione sulla
concertazione mondiale riguardo la regolamentazehe legislazione delle coltivazioni
GM. Per l'introduzione delle colture GM, un sisteurhiasicurezza con linee guida chiare,
personale specializzato, procedimenti di revisiadeguati, e un controllo a valle da parte
dei coltivatori e dei consumatori sono da considgraquisiti fondamentali.

Contrariamente ai potenziali benefici di questavautecnologia per migliorare la
qualita e la quantita della richiesta di cibo nelndo, € aumentato I'interesse pubblico e
scientifico sulla sicurezza ambientale ed alimentdelle colture GM. Per affrontare i
cambiamenti delle colture GM molti Paesi hanno mess punto dei sistemi di
regolamentazione per assicurare la sicurezza fettieh valutazione dei rischi connessi

con queste colturerab. 5).
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Tab. 5. Collegamenti internet mondiali sulle colture GMfarmazioni, agenzie regolative
e loro linee guida documentate per la pubblica sezua .

Sito Internet Informazioni correlate

http://www.efsa.eu.int/science/gmo/gmo_guidance/660_en.ht  Eyropean Food Safety Authority
ml

http://www.inspection.gc.ca/english/sci/biotech/tech/soisole.s
html Canadian Food Inspection Agency

FDA/CFSAN—Report on consumer Focus
http://www.cfsan.fda.gov/~comm/biorpt.html Groups on Biotechnology

FDA/USDA US food safety country report
http://www.foodsafety.gov/~fsg/fssystem.html

) ) US regulation of genetic engineering
http://www.geo-pie.cornell.edu/regulation/reg.html

United States Department of Agriculture
http://www.usda.gov/wps/portal/usdahome

Food and Agriculture Organization of the
United Nations ( FAO Corporate document
repository)

http://www.fao.org/documents/advanced_s_result.asp?Query
String=Food%20and%?20agriculture%20and%20policy

UK Food standards Agency—GM and Novel
http://www.food.gov.uk/gmfoods/ Foods

Pesticide Action Network North America
http://www.panna.org/ (PANNA)

Transgenic crops: an introduction and
http://cls.casa.colostate.edu/TransgenicCrops/index.html resource guide

Economic Research Service United States
http://www.ers.usda.gov/Publications/ Department of Agriculture

http://www.foodstandards.gov.au/ Food standards Australia, New Zealand

Agricultural and processed food products
http://www.apeda.com/ export development authority, India

The Agriculture Network Information Center

http://www.agnic.org/ (AGNIC Porta)

Sono in corso di valutazione applicazioni, caso paso, per il rilascio
nell’ambiente, soprattutto per quel che riguardditausione incontrollata, il trasferimento

dei transgeni, gli effetti sul’lambiente naturdke suscettibilita alle malattie ed altri aspetti
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delle colture GM [CAST (Council for Agricultural #mnce and Technology) 2000, 2001].
Nel 1987, il Giappone formuld e pubblico le sueeinguida per quel che riguarda le
applicazioni degli organismi derivati dalla tecngiendel DNA ricombinante in agricoltura,
ambiente forestale, pesca, industria alimentarealeed industrie correlate (MacKenzie
2000).

In Australia, la Commissione Consultiva sulla Magzione Genetica (GMAC) fu
inizialmente istituita come corpo non statutario garvegliare lo sviluppo e l'utilizzo delle
nuove tecniche di manipolazione genetica. Dal giugd01 esiste un nuovo regolamento,
I'Atto della Tecnologia Genetica (GTA), che regdlate le ricerche, la produzione e
'importazione della tecnologia genetica (MacKern2@§0).

Diversi paesi asiatici sono in procinto di istiustrutture legislative per il rilascio
commerciale e ambientale delle colture GM. L’In¢ha stabilito una Commissione di
Approvazione dell'lngegneria Genetica (GEAC) per nitmrare le applicazioni delle
colture GM. I regolatori devono essere in gradoa@bnoscere le colture GM accettabili e
proporre cambiamenti alle pratiche agricole GMtesis, per ottenere il giusto equilibrio
richiesto dalla societa. Gli alimenti geneticamentedificati sollevano molte questioni
siano esse di natura scientifica che tecnologio®hientale, sociale, etica, economica e
politica (Jones 1999). Le interferenze con i nastemi di produzione alimentare hanno
sempre generato una preoccupazione generale ogtdazione. Il piu grande cruccio dei
consumatori riguarda i rischi. A complicare la takione dei rischi e la considerazione
sulla riduzione delluso dei pesticidi, il decrenerdei costi e 'aumento dei valori
nutrizionali (Ferber 1999). | consumatori sono pipalmente interessati alla composizione
dei loro alimenti ed alla giusta scelta della g@aatiegli stessi. L'unico modo per garantire
in maniera efficiente la gestione della qualitaldaymenti GM da parte dei produttori e
delle autorita e attraverso I'etichettatura edomtrollo della filiera alimentare. All'interno
della regolazione dell’etichettatura, in alcuniicassa viene richiesta solo in presenza di
DNA o proteine esogene nell’alimento; in altri gasbme ad esempio nel caso dell'olio
estratto da soia transgenica o da semi di rapagnm@tessaria alcuna etichettatura, poiché
esso non contiene DNA o proteine. Gli alimenti siganici richiedono I'etichettatura solo
se essi differiscono significativamente nella staz@a, nella composizione o nel contenuto
nutrizionale, rispetto alle loro controparti “nor¥G Inoltre, la FDA richiede ad un
alimento GM di essere etichettato se contenentallargene conosciuto, a meno che non

vi siano elementi che dimostrino che non esistasuirdi allergenicita (Randy 2001).
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NellUnione Europea, il dibattito non si oriental datto che gli alimenti GM
debbano essere 0 meno etichettati, ma sulla maddilietichettatura. Questa Agenda e
incentrata sul diritto del consumatore di esserferimato su tutte le questioni che
riguardano l'alimentazione, prima dell’acquistoudi qualsiasi prodotto, in contrasto con le
direttive americane dove le indicazioni sulla tiabdita di un alimento sono del tutto
parziali. Negli Stati Uniti, la FDA, se necessait@ I'autorita di richiedere informazioni
ulteriori sulla filiera dell’alimento per difendere consumatori dall’essere ingannati o
inavvertitamente intossicati (Degnan 1997). Nel 20@ FDA propose linee guida per
I'etichettatura volontaria degli alimenti, contetien meno ingredienti geneticamente
modificati (Byrne 2004). Comunque, la curiositd densumatori potrebbe rappresentare
una spinta efficace per i produttori, per le indest per i distributori nel fornire
volontariamente informazioni attendibili e non ingavoli sullalimento. La FDA
recentemente si e prodigata nel rendere disporpihi regolativi per impostare linee
guida sulla tracciabilita, per assistere i prodiuttohe desiderano volontariamente
etichettare i loro prodotti, in particolare sullaepenza o meno di ingredienti bio-

ingegnerizati Tab. 5).

1.4.3 Valutazione del rischio delle colture GM

I rischi delle coltivazioni GM riguardano I'ecolagie la tossicologia sul rilascio e
I'uso delle stesse. La valutazione del rischiorth goltura GM include alcuni dei maggiori
argomenti come la sostenibilita, la globalizzazidietica e la socioeconomia.

| rischi potenziali associati con la coltivazionel'eso di piante transgeniche
includono:

(1) Introduzione di proteine allergeniche o pemsa negli alimenti. L’ingegneria
genetica é in grado di introdurre allergeni aléimto delle piante (Nordleet al. 1996).
Testare la tossicita degli alimenti diventa necéssguando una pianta produce composti
endogeni o quando il prodotto transgenico ha uellévdi tossicita riconosciuto. Test di
tossicita sono richiesti per monitorare le proteicbhe non sono state trovate
nell'alimentazione umana come le proteine GFP obxano diversi utilizzi (Leffelet al.
1997). | prodotti genici che normalmente non solergenici potrebbero non diventare
improvvisamente allergenici quando vengono espraesfie piante transgeniche. Se |l

prodotto genico, invece, € un allergene conoscoesso sara un allergene anche nella
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pianta transgenica. Comunque, alcune strategie sbai® sviluppate per prevenire
I'attivazione della risposta immunitaria nelluomdenzima CP4 EPSPS introdotto nella
soia per produrre una coltura erbicida-tollerarfte,testato per valutarne la tossicita
(Harrisonet al. 1996); questo enzima risultava rapidamente degratlaante la digestione

e non mostrava tossicita. Tuttavia questi sempdist di tossicita nhon sembrano chiarire
completamente il problema soprattutto perché s@uessarie ulteriori informazioni sulle

relazioni tra la struttura delle proteine, la fore e l'attivita di sensibilizzazione.

(2) Effetti dannosi su specie non bersaglio e anibiente. Le colture transgeniche
che esprimono transgeni per il controllo delle stdeioni in agricoltura potrebbero anche
colpire organismi non bersaglio (Hilbeekal. 1998; Saxenat al. 1999). | rischi ecologici
di rilascio delle piante transgeniche Bt potrebbdape effetti tossici su organismi non
infestanti, ma che anzi sono i predatori naturaii parassiti delle colture e che percio
portano benefici all'agricoltura stessa. Le laree ctisopidi che si nutrivano di bruchi che
crescevano su una specifica varieta di frumentosgranico (CrylAb), mostrarono un
incremento della percentuale di mortalita rispeitajuelle che si nutrivano di bruchi
allevati su frumento non transgenico (Hilbegkal. 1998). Comunque, questi problemi
potrebbero essere direttamente correlati con liegpione della tossina Bt e non dovuti
alla coltivazione di colture portanti il gene Bipnete evidenziato da studi sugli effetti
dell’irrorazione della tossina Bt sugli organisnmichtarget” o sulle infestazioni (Janmaat
and Myers 2003; Schoendy al.2003; Tabashnikt al. 1997).

(3) Incremento dell'invasivita e dell'infestaziorda erbacce delle colture. La
rilevanza nel valutare le caratteristiche d’invaésivquando si considera l'infestazione da
parte delle colture GM e stata soggetto di mobiattiti (Fitter et al. 1990). E’ possibile
che il rilascio di colture GM potrebbe risultardeastanti e percio potrebbe andare ad
aggravare l'onere degli agricoltori. In alcune oo, comeMedicago sativaBrassica
napus Brassica rapaHelianthus annuug Oryzae sativache hanno alcune caratteristiche
erbacee, potrebbero diventare ancora piu infestairtivasive una volta acquisiti alcuni
caratteri transgenici (Raybould and Gray 1993; Ref#94). Per affrontare questo
problema, potrebbe essere utilizzata una misturariicidi contenenti fino a cinque
principi attivi (Bennetet al. 2004).

(4) La resistenza alle infestazioni. Il rilascitadarga diffusione della coltivazione
di piante GM, resistenti a malattie e infestazidm, accresciuto la preoccupazione che
queste potrebbero imporre un’intensa pressiondtisalesulle popolazioni batteriche e

infestanti tale che queste adottino dei meccanisiniresistenza. Un esempio €
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rappresentato dai broccoBi@assica oleraced..), trasformati per resistere agli attacchi di
un lepidottero (la falena diamante nero) che inugegalla diffusione delle varieta
transgeniche di tipo Bt hanno sviluppato una resxt alle tossine Bt, applicate come
misture microbiche su popolazioni in campo apefabashnik 1994).

(5) Impatto sulla biodiversita. Il timore per largiéa della biodiversita € un punto
cruciale dell'opposizione di diversi gruppi ambigmgti molto influenti contro le
coltivazioni GM. Essi ipotizzarono che la coltivage di mais GM potesse rappresentare
una minaccia per la diversita delle colture sopttdtnelle aree di differenziazione, dove
maggiore era la diffusione di ecotipi locali (Oaaam Messico). Uno studio su larga scala
condotto riguardo alla perdita di biodiversita @egsentata da ecotipi di mais) nella zona
non evidenzio alcuna testimonianza sull'introgressiin ecotipi di mais locali. Questo fu
un importante riferimento per i contadini localper le agenzie governative (Rissler and
Mellon 1993). Lo studio, inoltre, affronta ancheariplicazione socioeconomica ed etica
sull’'uso delle colture GM (Garciat al. 2005).

(5) Il rischio maggiore e rappresentato dalla gobt di flusso genico tra le piante
transgeniche e le specie spontanee o strettammepteentate.

La principale via di dispersione genica dalle e@ltioni alle specie spontanee e
rappresentata dal polline (Kareieaal, 1991, Ellstrand, 1992). La percentuale del flusso
genico da polline puo essere influenzata da fatoologici e geneticiTab. 6). Per
esempio, caratteristiche fiorali come l'auto-incatibpilita, I'alta percentuale di incrocio e
la bio-impollinazione possono incrementare la pbiliia di flusso genico (Fryxell, 1957).

Wang et al. (2004) studiarono la dispersione del polline nd#atuca Festuca
arundinaceaSchreb) con esperimenti di campo. Essi posizionaronadatp transgeniche,
contenenti il gengusAe hph al centro dell'appezzamento predisposto, mermradn-
transgeniche vennero poste tutte intorno in ottezibni diverse, fino ad una distanza di
200 m. | semi prodotti vennero fatti germogliardeepiantine utilizzate per le analisi
molecolari. | transgeni furono individuati in piandlistanti fino a 150 m dal centro dove
erano localizzate le piante transgeniche. Le fregeetransgeniche piu alte furono
osservate a nord dell’appezzamento centrale, kzidine prevalente del vento. Le piu
basse, invece, nelle altre direzioni, particolanteen100 m e a 150 m di distanza. Nessun
transgene fu trovato a 200 m di distanza, in aldirezione. Quindi, il flusso transgenico
puo essere controllato posizionando le piantinesgganiche sotto vento ed incrementando

la distanza da quelle non-transgeniche.
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Tab. 6. Fattori che determinano la probabilita d’introgreese di un gene da una coltura
alle specie correlate.

Barriere pre-zigotiche

. Isolamento spaziale della popolazione parentale

. Sincronia della fioritura

. Direzione dellincrocio (i genitori dai quali il polline e gli ovuli hanno origine)
. Gli specifici genotipi parentali

. Metodo di disseminazione del polline e presenza di vettori del polline

. Competizione del polline dalla popolazione materna

N O 0o~ WN P

. Condizioni ambientali

Barriere post-zigotiche

8. Compatibilita mitotica dei due genomi parentali

9. Capacita dell'’endosperma di supportare lo sviluppo dell’embrione ibrido

10. Direzione dell'incrocio (effetti materni sullo sviluppo del seme/frutto

11. Numero e vitalita dei semi ibridi

Creazione di piante ibride

12. Dormienza del seme

13. Direzione dell'incrocio (effetti materni che influenzano la vigoria della  pianticella)
14. Vigore nella crescita della piante

15. Condizioni del habitat (naturale, rurale, coltivato)

16. Competizione con le altre piante

17. Influenza delle infestazioni, malattie, predatori

Propagazione delle piante ibride

18. Capacita di propagarsi vegetativamente

19. Persistenza, disseminazione e invasivita dei propaguli vegetativi

20. Fertilita del polline e degli ovuli (stabilita meiotica e appaiamento cromosomico)
21. Capacita di produrre sessualmente una progenie (auto/re-incrocio)

22. Capacita di perpetuarsi nelle successive generazioni

23. Numero dei semi, vitalita e dormienza

24. Condizioni del habitat, competizione con le altre piante, infestazioni, malattie e predatori.

In letteratura esistono evidenze sperimentali spdasibilita di flusso genico tra
piante coltivate di fragola e i progenitori naturadd esempio Westmamt al. (2001)
presero in esame una coltivazione di fragola (Ffaga ananassa), situata a sud-est degli
Stati Uniti, confinante con popolazioni di fragalative degli USA (F. virginiana), sue
progenitrici. Essi esaminarono la variazione deraa@ri molecolari nel genere Fragaria,
identificarono i marcatori presenti nella fragolaltivata e assenti/rari nelle popolazioni

spontanee di F. virginiana isolate dalle aziende&alg di fragola. Inoltre, usarono 24 dei
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marcatori specifici della varie cultivar della fadg coltivata per stimare la percentuale di
flusso genico presente e passato tra la fragolavata e cinque popolazioni di F.
virginiana, localizzate a 100 m fino a 7,5 km dampi della fragola coltivata. L’ottanta
percento dei “marcatori delle cultivar” furono awati nelle cinque popolazioni, incluso
anche quei marcatori “esclusivi’ delle cultivar neode. | marcatori erano presenti con
un'ampia varieta di frequenze, suggerendo diffezenella persistenza. L'utilizzo di
marcatori molecolari (AFLP) ha, quindi, permessandiividuare ibridi molto vigorosi e
fertili tra specie coltivate (F. x ananassa) eecgpspontanee (F. virginiana).

Inoltre, molte piante, tra cui anche la fragolaydarcono frutti eduli appariscenti i
cui semi vengono dispersi dagli animali anche glhendistanze. In confronto al flusso
genico tramite il polline, i meccanismi di dispers¢ dei semi potrebbero, quindi,
rappresentare un rischio maggiore (Ellstrand anéfinkém, 1990). Arnaucet al. (2003)
studiarono il flusso genico, tramite la dispersidee semi, tra coltivazioni di barbabietola
da zucchero (Beta vulgaris) e specie parentali tepee. Utilizzando marcatori
cloroplastici (materni) e microsatelliti nucleabigarentali) non osservarono un grande
flusso genico dalle piante infestanti alle barbeiiee tramite dispersione di polline, mentre
ebbero diverse prove di trasmissione di caratiehisterbacee, tramite la dispersione dei

semi.
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I
SCOPO DELLATESI

Lo sviluppo di strategie di miglioramento genetioon convenzionale quale
I'ingegneria genetica ha trovato, negli ultimi anapplicazione sia nella fragola coltivata
F. x ananassa (Duch.) che nella fragolina di bésaesca (L.), rendendo questo genere un
interessante modello di studio tra le specie fer#i perenni. In particolare, la
trasformazione genetica di membri del genere Fragae focalizzata sull’acquisizione di
diversi caratteri, tra cui la resistenza al fred@@wen et al, 2003), la resistenza alle
malattie (Chalavet al, 2003; Finstad and Martin, 1995) e I'incrementdadprodulttivita
(Bachelieret al, 1997; Mathewet al, 1995).

Inoltre, la fragola si presta per le sue carattiehis allo studio della trasmissione di
transgeni ed all'analisi del rischio di flusso gmninell’lambiente. Questo rischio e
considerato alto in specie che, proprio come l@gdia si incrociano facilmente, si
propagano vegetativamente e presentano progesaivatici.

E’ stato dimostrato che i transgeni possono essaséeriti per autofecondazione
dalla generazione RO alla R1 sia in F. x anana¥amdset al, 1990; Monticelli and
Damiano, 2002) che in F. vesca (Haymes and Da983)1

Ma come é stato gia detto nell'introduzione il higc maggiore € rappresentato
dalla possibilita di flusso genico tra le pianggeniche e le specie selvatiche.

La principale via di dispersione genica dalle e@ltioni alle specie selvatiche
correlate é rappresentata dal polline (Karaval, 1991; Ellstrand, 1992). La percentuale
del flusso genico da polline pud essere influenzidofattori ecologici e genetici. Per
esempio, caratteristiche fiorali come l'auto-incatibilita, I'alta percentuale di incrocio e
la bio-impollinazione possono incrementare la phbaiia di flusso genico (Fryxell, 1957).

Inoltre, molte piante, tra cui anche la fragolagdarcono frutti eduli appariscenti
che vengono dispersi dagli animali anche a lungbiamkze. In confronto al flusso genico
tramite il polline, i meccanismi di dispersione deimi potrebbero, quindi, rappresentare
un rischio maggiore (Ellstrand and Hoffman, 1990).

In letteratura esistono evidenze sperimentali spdasibilita di flusso genico tra

piante coltivate di fragola e i suoi progenitoriturali. In America, utilizzando dei
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marcatori molecolari (AFLP), e stata documentatarizssenza di ibridi molto resistenti e

fertili tra specie coltivate e selvatiche (Westneaal, 2001).

Il flusso genico tra specie coltivate e i loro peagori selvatici potrebbero avere

delle conseguenze importanti per la loro invasieifdersistenza nelllambiente. Per questo

si rende necessario un’ulteriore indagine sul resdndispersione dei geni, determinando i

fattori che influenzano I'estensione del flussoigencome la stabilita d’espressione del

transgene di generazione in generazione o la ldigione geografica degli OGM e le

specie selvatiche.

1.

Gli obiettivi perseguiti in questo progetto sonatist seguenti:

Incroci intra- ed inter-specifici con polline prdtto da piante transgeniche di fragola,
messo a disposizione dal CRA-Centro di Ricerca lpeFrutticoltura di Roma, e
valutazione della vitalita degli ibridi.

Caratterizzazione delle piante transgeniche e getigenie per verificare I'ereditarieta
dei geni esogeni e la loro eventuale stabilitatdgnazione nel genoma.

Trasformazione genetica di fragol&régaria x ananassaDuch cv Selva, Egla e
Belora) Agrobacteriummediata: si e utilizzato un costrutto contenehtgene della
Green Fluorescent Proteingf), come gene marcatore, e il gene della
Polygalacturonase Inhibiting Proteipgfp), come gene d’interesse agronomico per la
resistenza alle infezioni fungine, messo a dispose& dall’lstituto di Biologia e
Biotecnologie Agrarie del CNR di Roma.

Si e scelto di utilizzare igfp come gene marcatore, in quanto non distruttivo,
diversamente ad esempio del gershA, la cui espressione viene rivelata da un saggio-
istochimico (saggio GUS), e che quindi consentaadhitoraggio dell’integrazione del
gene stesso in qualunque fase di sviluppo dellatgia

Le PGIPs, invece, appartengono a una super fangdgpeoteine modulari ricche di
leucina ed e stato dimostrato che esse svolgomoala di difesa dai funghi patogeni
in diverse piante, in particolare anche in alcunéar di fragole, come “Elsanta”,
“Korona”, “Polka”, “Senga sengana’e “Tenira” (Mekli al, 2004), per cui sara
interessante provare ad introdurre il gpg® in altre cultivar, come “Belora”, “Selva”

ed “Egla”.
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I
MATERIALI E METODI

3.1 Prove di incrocio

3.1.1 Piante donatrici di polline

Il materiale vegetale necessario per I'espletdmeéegli esperimenti d’incrocio e
stato messo a disposizione dal CRA-Centro di R&erer la Frutticoltura di Roma. |l
polline proviene da piante di fragola trasformatein lavoro antecedente. Le stipole delle
cultivar “Egla” e “Teodora” sono state trasformaten due ceppi diAgrobacterium
tumefaciengFig. 3), rispettivamente LBA4404, contenente il plasmpdd 121 e C58C1,
contenente il plasmide p35S GUS INT, entrambi imgegzati con il gene reporteidA-
int e con il gene per la resistenza alla kanamicipdl. Dalle stipole si sono avute le

rigenerazioni descritte itabella 7 (Monticelli et al, 2002).

Tab. 7. Trasformazione e rigenerazione da stipole

Cultivar | Rigenerazione Il Rigenerazione Ill Rigenerazione |V Rigenerazione

Egla 122 225 226a, 226b -
Teodora 10 10a, 264 228, 230, 247, 252, 430, 437
253, 257
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Fig. 3.Mappa dei plasmidi pBI 121 e p35S GIbT.

Per le impollinazioni & stato utilizzato il pollir un clone transgenico ambientato

in serra (clone ‘10"). Il polline, raccolto in astee stato fatto maturare sotto una lampada

ad incandescenza per circa tre ore per favorifeidauscita dei granuli pollinici e poi
conservato in frigo a 4 °G-(g. 4a, b.

Fig. 4. Fiore di fragola prima dell’emasculaziong) e dopo(b).
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3.1.2 Piante portaseme

Gli incroci sono stati effettuati con diviegenotipi di fragola:
Clone 10trasformato comptll e uidA, autoincrocio
. X ananasséDuch.), ottoploide, cv Capitola
. virginiana (Duch.), ottoploide, un clone
. chiloensigDuch.), ottoploide
. moschatgDuch.), esaploide, cv Capron Royal
. vescgL.), diploide, cv Zimbaro (sud Italia)

. vescdL.), diploide, cv llaria (nord Italia)

m T M M M T m

. vescgL.), diploide, cv Snovit (Nord Europa)

3.1.2 Soluzioni e terreni di coltura

1. Vitalita e germinazione del polline
soluzione di diacetato di fluoresceina allo 0.5%;
estratto di lievito 1 gL', zucchero100 gt, acido borico 100 mgte agar 10
-1
gL

2. Sterilizzazione degli acheni
acqua bidistillata e Tween 80 al 3%,
alcool 70°,
ipoclorito di sodio 2.45%,
acqua sterile
carta bibula sterile

3. Terreno di germinazione:
terreno MS (Murashige and Skoog, 1962)
saccarosio 30 gt
agar 8 g[*
vitamine: acido nicotinico 1 mgt, piridossina 1 mgt, tiamina 10 mgL,
inositolo 100 mgL}, pH 5.6
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4. Terreno di propagazione:
terreno MS,
vitamine MS,
ormoni di crescita; GAO,1 mgL?*, BAP 0,1 mgL*, IBA 0,3 mgL?,
3% di saccarosio,
0,5% di agar (pH 5.7)

5. Soluzioni per saggio GUS (Jefferson, 1987):
Ks[Fe(CN)] (0.1 M)
K4[Fe(CN)] - 3 HO (0.1 M)
Titriplex I (0.1 M)
H.POy
X-gluc (acido glucuronico) 0.5 M
pH 7.5

3.1.3 Prove di vitalitda e germinazione su polline

La vitalita dei granuli di polline e stata saggiatanergendoli in una soluzione di
diacetato di fluoresceina allo 0.5% e osservandlengssione della fluorescenza sotto una
lampada ad UV. Sono stati messi a confronto i camiu vecchi con quelli piu nuovi
per ciascun pianta donatrice di polline.

La germinabilita é stata testata osservando lougpd di tubetti pollinici al

microscopio ottico, dopo l'incubazione su terremge&rminazione.

3.1.4 Impollinazione e raccolta degli acheni

Le impollinazione sono state effettuate nel peviatie va da marzo 2006 fino a
aprile dello stesso anno. | fiori delle piante viesti sono stati preventivamente emasculati,
per impedire impollinazioni incontrollate, fattacezione per alcuni fiori utilizzati come
controllo Fig. 5).
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Fig. 5. Emasculazione dei fiori riceventi.

L'impollinazione e stata effettuata secondo lo seheriportato intabella 8
utilizzando un pennellino, generalmente nelle priore del mattino, avendo cura di
contraddistinguere i fiori impollinatiF{g. 6). L'operazione é stata ripetuta per due giorni

consecutivi e poi, i fiori sono stati coperti perpgedire impollinazioni incontrollate.

Tab. 8. Schema delle impollinazioni.

N. fiori
Pianta donatrice Pianta portaseme Ploidia . o
impollinati
Clone ‘10’ 8n 17
F. x ananass&apitola’ 8n 15
F. virginiana 8n 20
o F. chiloensis 8n 8
clone ‘10 F. moschata'Capron
, 6N 24
Royal
F. vescdZimbaro’ 2n 31
F. vescdllaria’ 2n 21
F. vescdSnovit’ 2n 22

Fig. 6. Frutti derivanti da incrocio.
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Gli acheni sono stati raccolti a maturazione eogpatsti a vernalizzazione (in frigo a
4°C).

3.1.5 Prove di germinazione su semi e micropropagazielle piante

Una parte dei semi raccolti e sottoposti a vermaliione é stata utilizzata per le
prove di germinazione previa sterilizzazione.

La sterilizzazione degli acheni e stata effettus@aondo la procedura di seguito
riportata:

* un lavaggio di 10’ in acqua bidistillata e Tweena3%,

e un lavaggio di 2’- 3’ in alcool etilico 70%,

* un lavaggio di 15’ in ipoclorito di sodio 2.45%,

» tre risciacqui in acqua sterile per 10’ ed infink @cheni sono stati fatti

asciugare su carta sterile.
In seguito, i semi sono stati fatti germinanevitro su terreno di germinazione, e

propagati sempri vitro su terreno di propagazione (vedi paragrafo 3.1.2).

3.1.6 Saggi GUS

Per verificare I'espressione del geunelA, parte degli acheni e delle foglioline,
derivanti dagli incroci, sono stati sottoposti gga istochimico (GUS assay) secondo il
protocollo di Jefferson (1987), modificato.

Il geneuidA codifica per la3-glucuronidasi, enzima dt. coli la cui attivita non e
presente in molte piante; quindi se la pianta viér@sformata con questo gene, la
localizzazione istochimica pud essere effettuatanéngendo i tessuti vegetali in una
soluzione contenente il substrato, il 5-bromo-4«i8-indolil-3-D-glucoronide (X-gluc) e
messi in incubazione tutta la notte a 37°C. Insi@meampioni vengono sempre preparati
anche i controlli positivi e negativi. | campiongtivi assumeranno, dopo decolorazione

con EtOH a 70°, la caratteristica colorazione blu.
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3.1.7 Selezione su kanamicina

Le piantine derivanti dagli incroci sono, poi, tetdestate anche per la resistenza
all'antibiotico kanamicina. Esse, infatti, sonotetan parte propagaie vitro su terreno di
moltiplicazione e in parte trasferite su terreno sgiezione contenente 50 myldi

kanamicina.

Incrocio Kn resistente Incrocio Kn sensibile

Fig. Belezione su kanamicina della progenie.
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3.2 Analisi molecolari delle piante di fragola

3.2.1 Materiale vegetale

Il materiale vegetale utilizzato per le analisi gualari proveniva rispettivamente

da trasformazioneT@b. 9) e da incrocio con polline di piante trasform@tab. 10).

Tab. 9. Rigenerazioni di fragola analizzate mediante Sauthklotting, ottenute da
trasformazione (Monticelli et al., 2002)

Cultivar | Rigenerazione Il Rigenerazione Ill Rigenerazione |V Rigenerazione

Egla 122 225 249, ,226a, 226b
Teodora 10 10a, 264 228, 230, 247, 252, 430, 437
253, 257

Tab. 10. Piante di fragola ottenute da germinazione di sé®iivanti da incrocio con
polline di piante transgeniche

Incroci

N. campioni
(polline da clone ‘107, 8n)

F. x ananasséleodora’ (autoincrocio) 17

F. x ananass&apitola’ (8n) 9

F. virginiana (8n) 16

F. moschata‘Capron Royal’ (6n) 138

F. vescdZimbaro’ (2n) 190

F. vescdllaria’ (2n) 29

F. vescdSnovit’ (2n) 12

F. chiloensig8n) 0

Come controlli negativi & stato estratto il DNA ldatlue cultivar Egla e Teodora

non trasformate.
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3.2.2 Estrazione del DNA

Per I'estrazione del DNA, utilizzato sia per lezieai di PCR che per il Southern

blotting, e stato impiegato il protocollo di DOYL&EDOYLE (1987). E’ stato prelevato 1

gr di tessuto fogliare dei campioni riportatitabella 9 e 10, micro propagatin vitro. I

protocollo prevedeva le seguenti fasi:

1.

Polverizzare i tessuti fogliari con azoto liquido maniera tale da ottenere una
poltiglia omogenea,;

Mettere in ogni provetta 508 di buffer di estrazione (TRIS-HCI pH8 mM, NaCl
1,4 M, EDTA 20 mM, 2% CTAB, 0,4%p3-mercaptoetanolo); posizionare la
provetta alla temperatura di 65°C per 15 min;

Aggiungere un uguale volume di cloroformio-ottand@00ul, (proporzione 24:1),
centrifugare i campioni a 8000 rpm per 5 min;

Recuperare il supernatante e aggiungeraul16i RNAsIA (10 mg/ml) (Sigma),
mettere i campioni a 37°C per 30 min, in manieta the avvenga la digestione
della soluzione;

Aggiungere altri 500ul di cloroformio-ottanolo (24:1) in ogni campione,
centrifugare a 8000 rpm per 5 min;

Recuperare il supernatante e aggiungere isopropatial concentrazione 0,8 vlv,
quindi centrifugare i campioni a 13000 rpm per 1i@,nm maniera tale da indurre
la precipitazione del DNA sul fondo della provepellet);

Aggiungere 20Qul di etanolo ed acetato d’ammonio, alla concentraaidel 75% |,
quindi centrifugare i campioni a 13000 rpm per 2;wio permette il lavaggio del
pellet in fondo alle provette;

8. Mettere i campioni in stufa alla temperatura di@per 1 ora circa;

Il pellet cosi ottenuto viene diluito in 50 di TE buffer (Tris 10 mM pH 8, EDTA
1 mM pH 8).

Una volta estratto il DNA, i campioni sono statiteposti a elettroforesi su gel di

agarosio (Duchefaillo 0,8 % in TBE (Tris Borate EDTA) 0,5X, con unltaggio di 3 V

per cm. per valutarne la qualita. | gel sono gaticolorati in bromuro di etidio (1 mg/ml)

(Sambrooket al.,1989), che permette di visualizzare i frammeetiandosi al DNA per

inserzione tra le basi appaiate; il colorante naostn’intensa fluorescenza arancio/rossa,

quando e illuminata da un fascio di luce ultravitsBieemessa da una lampada UV a 254
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nm e fotografati sotto luce UV utilizzando I'acgtmse d’immagini digitale Gel Logic 100
Imaging System della Kodakig. 8).

Fig. 8. Acquisitore d'immagini digitale Gel Logic 100
Imaging System della Kodak.

La concentrazione dei campioni & stata misuratezzdndo il fluorimetro (DyNA
Quant, Hoefer, CA). Il principale vantaggio delliazo della fluorescenza rispetto alle
misure di assorbimento € la maggiore sensibilita.

L'intensita della fluorescenza é linearmente projpoale alla concentrazione dell'analita.
Determinare la concentrazione dalla fluorescenzasem da un campione richiede la
calibrazione del fluorimetro con uno standardragiego di una curva di lavoro.

Le soluzioni per la quantizzazione sono le seguenti

1. fluoroforo bis-benzimide (Hoechst H 33258), 0.1mly/
2. buffer TNE (0.2 M NaCl, 10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTAHy7.4).
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3.2.3 Analisi PCR

Tutti i campioni da cui & stato estratto il DNAcluasi i controlli Egla e Teodora non
trasformati, sono stati analizzati in PCR per kespnza dei gemiptll e uidA (Hamill et al,
1991).

| primer utilizzati sono stati rispettivamente:

1. pernptll

 5-GAG GCT ATT CGG CTA TGA CTG (forward),

* 5-ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA (revers),

2. peruidA

 5-GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG (forward),

« 5-GTT TAC GCG TTG CTT CCG CCA (revers).

Ogni reazione, per ciascun campione, e stata ctandotun volume finale di 1%l
contenente:

s 25ng di DNA

% 1 mMdi Tris-HCl a pH 9, 5 mM di KCIl, 1,5 mM Mggkthe costituiscono |l

tampone di reazione della Tag.

% 0,5 unita di Taq polimerasi (Invitrogen)

% nucleotidi (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 20 (Invitrogen)

% primer 2uM (Invitrogen)

La DNA polimerasi e ottenuta dal batterichermophilus acquaticusun batterio
termofilo, la cui polimerasi non si denatura akenperature superiori a 94°C, raggiunte
durante il ciclo di denaturazione-rinaturaziond’delplificazione.

La Taq polimerasi usa DNA a singola elica come p@mer la sintesi dell’elica
complementare.

Il ciclo di amplificazione e stato il seguente:

95 °C 5 minuti,

95 °C 1 minuto (denaturazione),

55 °C 2 minuti (appaiamento), 30 cicll

72 °C 2 minuti (allungamento),

72 °C 1 minuto e 30 secondi.
Le reazioni di amplificazione sono state condotéd fiermociclatore T1 della

Biometra.
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| prodotti di PCR sono stati separati elettrofaa@tente su gel di agarosio 1.5% in
TBE 0.5X e visualizzati con una soluzione di Etidgvabile con una lampada ad UV.

3.2.4 Southern blotting

Le fragole transgeniche ottenute da Monticetlal. (2002), sono state sottoposte a
caratterizzazione molecolare, tramite l'ausilio lalelecnica del Southern blotting, che
permette di definirne la struttura genica e il numngi copie inseritesi nel corredo genetico
della piantaTab. 9).

Digestione del DNA, separazione e trasferimento sasembrana

Ogni campione di DNA é stato digerito, separatamecdn due coppie di enzimi
di restrizione: EcoRI/ Pstl e EcoRI/ Hindlll sceiti maniera da tagliare all’esterno dei
geni esogeni. La reazione e stata condotta a 3¥ef@2 ore, in 50 pl totali, contenenti 3
g di DNA, soluzione tampone 10X, 4U di ogni enziend mM di spermidina.
| prodotti della digestione sono stati separatitedoricamente su gel d’agarosio
all'l% in TBE 0.5X per 12 ore, visualizzati traencolorazione in bromuro d’etidio e
fotografati sotto luce UV.
Dopo I'elettroforesi i gel sono stati sottopostiadtrattamento consistente in:
* depurinazione in HCI 250 mM, 10’ a temperatura anta (RT);
* risciacquo in acqua bidistillata;
* denaturazione in NaOH 0.5 M e NaCl 1.5 M, due spiaa RT da 15’;
* risciacquo in acqua bidistillata;
e neutralizzazione in Tris-HCI 0.5 M e NaCl 1.5 Mue sciacqui a RT da 15’;
e equilibratura in SSC 20X ((3 M NacCl, 0.3 M Na-cttvapH 7,0), per 10'.
I DNA digerito & stato trasferito su membrana,icarpositivamente (Roche),
mediante trasferimento verticale con SSC 20X [@eork; in seguito, esso e stato fissato

sulla membrana in stufa, a 80°C per Fly(9).
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Preparazione delle sonde

Le sonde utilizzate per i genptll e uidA, ottenute da reazione di PCR con primer
specifici, sono state marcate con la digossiger{iiig. 10, secondo il protocollo
“Nonradioactive DNA Labeling and Detection Kit” (Bbringer Mannheim). Sono state
fatte diverse prove di marcatura variando il rappddig-dUTP:dTTP (1:3, 1:6, 1:10,
1:20).

this region still

available for

base-pairing
with A

Fig. 1C. Struttura chimica della digossigenina e marcatura
immuno-istochimica delle sonde.
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La reazione e stata condotta in un volume di 10@tali, contenente:

e 10 ng di DNA plasmidico,

« 1 mMdiTris-HCI (pH 9), 5 mM di KCI, 2,5 mM Md&

e 2.6 U di Taq Expand High Fidelity PCR System (RQ¢che

* dNTP(A+G+C) 200uM (Invitrogene)

« Dig-dUTP : dTTP (1:20) (Roche),

e 0,2uM di ogni primer (Invitrogene).

| primer utilizzati sono stati rispettivamente:
pernptll a 428 pb,

* 5-GAC TGG GCA CAA CAG ACA ATC (forward);

« 5-AGCCCCTGATGC TCT TCG TC (revers);
pernptll a 700 pb

* 5-GAC TGG GCA CAA CAG ACA ATC (forward);

* 5-ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA (riverse);
peruidA a 527 pb

*+ 5-GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG (forward);

*+ 5-GGC AGA CTA TCC CGC CGG GA (revers);
peruidA a 1389 pb

*+ 5-GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG (forward);

*+ 5-TGGCGGAAGCAACGCGTAAAC (revers);

Il ciclo di amplificazione, per tutte le sondestato il seguente:
95 °C 5 minuti,
95 °C 1 minuto (denaturazione),
55 °C 2 minuti (appaiamento), 35 cicl
72 °C 2 minuti (allungamento),
72 °C 7 minuti

| prodotti di PCR sono, poi, stati analizzati elgfitricamente su gel d’agarosio

all'l% in TBE 0.5X, colorati in EtBr e quantificathediante confronto con marcatori a

concentrazione nota.
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Preibridazione, ibridazione e rilevamento del segale
Per ogni ibridazione si € utilizzata una quantitaahda di ag. Le membrane sono
state ibridate secondo il metodo della chemiolusiraza (Nonradioactive DNA labeling
and detection kit. Boehringer Mannheim), con aékcarodificazioni:
> pre-ibridazione (5X SSC, 1% Bloking Reagent, 0.1%altoylsarcosine, 0.02%
SDS) a 42°C per 4 h 30’;
» ibridazione a 42°C, per 16 h.;
Dopo l'ibridazione le membrane sono state lavate concentrazioni decrescenti di
SSC: rispettivamente 2X e 0.1X in 0.1% di SDS, &%68
Ogni membrana é stata ibridata separatamente dtm leu sonde marcate, previa
rimozione della sonda con due lavaggi a 37°C carONaCl, 0.1% SDS di 15’ ognuno.
Di seguito sono elencati i passaggi successivi:
» Lavaggi in Washing Buffer (0.1 M Acido Maleico, 6.M NaCl; pH 7.5) per 2’,
cui va aggiunto Tween 20 allo 0.3 %
» Incubare in Blocking Solution (diluire 1:10 il Blking stock 10X con Acido
Maleico Buffer 1X,), per 3 ore a RT, in agitazione
» Incubare con l'anticorpo Anti-Digossigenina-AP, uiih 1:10000 in Blocking
Solution per 30’
2 lavaggi da 15’ a RT con Washing Buffer
Equilibrare con Detection Buffer (0.1 M Tris-HCL10M NaCl, pH 9.5) 3
Incubare con CDP-Star diluito 1:100 con Detectiafif@®, per 5’ a RT

Posizionare la membrana nella pellicola (Saran)

YV V V VYV VY

Esporre su lastre fotografiche per 25 (Lumi-filmhéniluminescent Detection
Film della Roche).
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3.3 Trasformazione

3.3.1 Materiale vegetale

Tre cultivar di fragolaFragaria x ananassaEgla, Belora e Selva, messe a
disposizione dal CRA-Centro di Ricerca per la keaottura di Roma, sono state utilizzate
per le prove di trasformazione, previa microprogagae secondo il protocollo riportato

precedentemente (vedi paragrafo 3.1.2).

3.3.2 Ceppi batterici

| ceppi batterici dA. tumefaciensitilizzati nelle prove di trasformazione sono istat
forniti dall’Istituto di Biologia e Biotecnologie grarie del CNR di Roma.
Essi erano costituiti da:
* ceppo GV3101 e ceppo C58C1 entrambi contenentadnpide pCAMBIA
1302 con il gene codificante per la proteina GFP,
* ceppo LBA4404 contenente il plasmide pCAMBIA 130&@ncil gene
codificante per la proteina PGIP
In Fig. 11 é riportata la mappa generale del plasmide pCAMBIA

CaMV 3535 promaoter

Meolil) Reporter gene [s)
|| EgHll (%) e 1729
Lac Z alpha ‘Histidine tag
/ Pl 1(T52)
Multiple Cloning Site BHEI(761)
- 7 KH o5 poly-A
M F
' T-Bord
CaliVviss promoter Border (righy
" e S .
Plant selection gene General structure of VST sta

PCﬂI‘l‘Blﬁ vectors
T-Border (left)

-
Bacterial s election gene DVS1 rep

pBR322 oni
pBR322 hom

Fig. 11.Mappa generale del plasmide pCAMBIA
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3.3.3 Terreno di coltura per batteri

% Luria Bertani broth (LB), 10 gLt di peptone, 5 gt di NaCl, 5 gl* di estratto di
lievito, pH 7.5 (Luria S. Eet al, 1957)

3.3.4 Infezione mediante Agrobacterium tumefaciens

| batteri sono stati messi a crescere in LB conn®gL' di kanamicina per

selezionare solo i batteri resistenti, 0,4 Mgliacetosiringone per aumentarne la virulenza
e 4 mgL* di prolina per favorirne la proliferazione. Esshs stati fatti crescere a 28°C in
agitazione per tutta la notte fino ad una denditi#gaodi 0,6 a 600 nm. Dopodiché, sono
stati centrifugati 20 minuti a 6000 rpm e rimessirascere in LB senza antibiotico, alle
condizioni prima menzionate. A questo punto, sotai Prelevati espianti di stipole e
foglie dalle varie cultivar, prodotto delle feriben il bisturi e messe in immersione nella
soluzione di infezione in leggera agitazione a 2g&€20 minulti.

Una parte del campione non é stata infettata, cmmtrollo negativo.

3.3.5 Rigenerazione e selezione dei rigenerantisganici

Gli espianti, poi, sono stati asciugati su cartaul@ sterile e adagiati sul terreno di
rigenerazione (MS, vitamine MS, 1 m§BAP, 3% di saccarosio 0,55% di agar, pH 5.6) e
messi al buio in co-coltura, le stipole per duemie le foglie per due settimane.

In seguito, gli espianti sono stati sciacquati ayuwa sterile con cefotaxime 500
mgL?, asciugati su carta sterile e rimessi su terrémigenerazione MS-R con cefotaxime
500 mgL?, alla luce. Le subcolture sono state effettuate dgeisettimane.

Dopo un mese dalla prima coltura tutti gli espiawio stati sottoposti a selezione
su terreno MS con antibiotico: i ceppi GV3101 e Ch&ono stati posti su igromicina 10

mgL?, mentre il ceppo LBA4404 su kanamicina 50 gL
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IV
RISULTATI

4.1 Incroci

4.1.1 Vitalita e germinabilita del polline

Il polline raccolto in antesi dalle fragole transgdne, derivanti dalle rigenerazioni

della cultivar TeodordF. x ananassaDuch., 8n), ha mostrato una vitalita pari all’'85%

(Fig. 12.

Fig. 12.Polline transgenico in fluorescenza.

Tab. 11.Percentuali vitalita del polline.

Pianta donatrice Epoca di raccolta % vitalita
10 del 09.03.06 20%
10 del 16.03.06 95%
10 del 24.03.06 95%
10 del 26.03.06 95%

1
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Inoltre, la sua germinabilita valutata come deskcprecedentemente (par. 3.1.3) &

stata testata osservando lo sviluppo di tubettinal al microscopio otticoKig. 13). La

conta ha rilevato un numero minimo di circa 400hgfapollinici germinabili.

Di seguito sono elencate le percentuali di germinaldurante il periodo delle

impollinazioni (Tab. 12):

Tab. 12.Percentuali di germinabilita del polline.

Pianta donatrice

Epoca di raccolta

% germinabilita

10
10
10
10
10
10
10
10

del 09.03.06
del 16.03.06
del 18.03.06
del 23.03.06
del 24.03.06
del 26.03.06
del 29.03.06
del 05.04.06

0.7 %
50 %
52.3%
50 %
55.7 %
50 %
51.2%
4.3 %

Fig. 13.Polline transgenico al microscopio ottico

Le impollinazioni sono state effettuate nell'arcosei settimane. Durante questo

periodo, si & osservato un decadimento progresilia vitalita e della germinabilita del

polline. Gli incroci sono stati realizzati con poé avente una percentuale di germinabilita

> al 50%.
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4.1.2 Germinazione dei semi

In tabella 13 sono riportati i risultati della germinazionei dgemi, previa

vernalizzazione e sterilizzaziongab. 13, Fig. 14

Tab. 13.Germinazione semi di fragola in vitro.

N. semi
Incroci (polline clone '10°) Ploidia sterilizzat % germinazione

Pianta donatrice clone ‘10’ 8n 98 17.4
(autofecondazione)

F. x ananassé&apitola’ 8n 14 64.3
F. virginiana 8n 65 24.6
F. moschata‘Capron Royal’ 6N 320 41.3
F. vescdZimbaro’ 2n 214 88,8
F. vescdllaria’ 2n 114 254
F. vescdSnovit’ 2n 71 16.9

F. chiloensis 8n - -

Come si puo facilmente osservare, i piu alti tdsgierminazione sono stati ottenuti
daF. vesca“Zimbaro”, con il 88,8 % dei semi sottoposti attamento, mentre quello piu
basso e stato registrato Bavesca“Snovit”, con il 16,9 % . Dall#&. chiloensisnon é stato

possibile raccogliere frutti.

Fig. 14.Acheni su terreno di germinazione.
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4.1.3 Espressione GUS in semi e in foglie

Qui di seguito vengono riportati i risultati otteéndai saggi GUS condotti sui semi
(Tab. 143 e sulle foglioline Tab. 14b), provenienti dagli incroci tra piante di fragola

transgeniche con diversi genotipi di fragolalf. 14a, b; Fig. 15a, b, ¢

Tab. 14a.Saggio GUS su semi.

N. semi Semi GUS

Genotipo Ploidia saggiati + %
s doneti cone 10 o a4
F. virginiana 8n 86 51 59.3
F. moschataCapron Royal’ 6n 52 0 0.0
F. vescdZimbaro’ 2n 45 0 0.0
F. vescdllaria’ 2n 128 14 10.9
F. vescdSnovit’ 2n 74 6 8.1
F. X ananass&apitola’ 8n 21 8 38.1
F. chiloensis 8n - - -

Tab. 14b.Saggio GUS su foglie.

Genotipo Ploidia '255';2:2 gﬁgti %
s donetie cone 10 T
F. virginiana 8n 16 8 50
F. moschataCapron Royal’ 6n 133 0 0.0
F. vescdZimbaro’ 2n 211 1 0.5
F. vescdllaria’ 2n 24 0 0.0
F. vescdSnovit’ 2n 12 0 0.0
F. X ananass&apitola’ 8n 8 2 25
F. chiloensis 8n - - -
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c)

Fig. 15.Saggio GUS su semi provenienti dagli incroci (a), s
foglie delle piante transgeniche (b) e degli irar().

Nell'autofecondazione del clone 10 (transgenicandlisi dell’espressione GUS e
risultata positiva nel 100% dei semi germinati, tnremmuando gli acheni stessi venivano
sottoposti direttamente al saggio GUS, questo eséipo solo nel 48.6 % dei campioni.

Per gli incroci tra polline transgenico e piantat@seme non trasgenica, la risposta
dell’analisi istochimica (GUS) variava in relaziom tipo di incrocio: nel caso dt.
virginiana il saggio GUS é positivo nel 59.3% dei semi nhomyeati e nel 50% di quelli
germinati; per laF. moschatacv Capron Royal I'analisi dell’espressione GUStatas
negativa sia per i semi non germinati che per ggeliminati. Nel caso dell'incrocio con
F. vesca risultati sembrano discordanti all'interno detite cultivar prese in esame. Infatti
nella cv Zimbaro si otteneva una risposta GUS-megader tutti i semi non germinati e
solo in un caso (0.5%) si aveva una pianta GUStigagber i semi germinati. Le varieta
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llaria e Snovit presentavano entrambe risposta @Gelfativa nei semi germinati, mentre
davano risposta GUS-positiva in quelli non germjrépettivamente pari al 10.9 % e al
8.1%. Infine, per la cultivar Capitola Bi x ananassaolo il 38,1% dei semi e risultato GUS-

positivo, contro un 25% dei semi germinati.

4.1.4 Selezione con kanamicina della progenie date/da incrocio

Le pianteottenute da incrocio con polline proveniente danicttansgenici della cv
Teodora sono state saggiate su terreno selettivibeicente kanamicina 50 mg/l. 1 risultati
ottenuti, riportati intabella 15 hanno confermato quelli dell'indagine istochimica
dell’'espressione GUS. In un caso dell'incrocioitrédone transgenico ‘10’ con ‘Zimbaro’
si e verificata clorosi fogliare, nonostante in qggéenza abbia dato risposta positiva al

saggio GUS.

Tab. 15.Selezione su kanamicina.

Genotipo E(Ie?g;ieore repslizgiti v
o donetice e 10 2 oo
F. virginiana 16 8 50
F. moschataCapron Royal’ 133 0 0.0
F. vescdZimbaro’ 211 0 0.0
F. vescdllaria’ 24 0 0.0
F. vescdSnovit’ 12 0 0.0
F. X ananass&apitola’ 8 2 25
F. chiloensis - - -

82



I\Risultati

4.2 Analisi molecolare

4.2.1 Analisi molecolare in PCR

In tabella 15sono riportati i risultati sulla valutazione defieesenza dei geniidA
e nptll, effettuata con tecnica PCR, cosi come descridopar. 2.2.4. Come era lecito
attendersi, nell’autofecondazione tutte le piaritermite dalla germinazione dei semi sono
risultate positive alla PCR, sia per il gemeA che per il genaptll. Nel caso dei semi
derivanti da incrocio tra polline transgenico e npga portaseme non transgenica, le
percentuali di semi contenenti i trasgenici variasiopassa dal 50% dell'incrocio cén
virginiana al 25% dellincrocio corf. x ananassaultivar Capitolamentre non sono stati
individuati semi contenenti i transggrer quanto riguarda gli incroci conffa moschatav

Capron Royal (6n) e le cv Zimbaro e SnoviEdvesca2n).

Tab. 16.PCRgusAenptll.

. .- N. piante PCR PCR
Genotipo Ploidia saggiate LidA + nptl 1 + %
Pianta donatrlce_ clone ‘10 8n 20 20 20 100
(autofecondazione)
F. virginiana 8n 16 8 8 50
F. moschataCapron Royal’ 6n 133 0 0 0.0
F. vescdZimbaro’ 2n 211 1 1 0.8
F. vescdllaria’ 2n 24 0 0 0.0
F. vescdSnovit’ 2n 12 0 0 0.0
F. x ananassé&apitola’ 8n 8 2 2 25

Le figg. 5a e 5b mostrano esempi di amplificazionBCR rispettivamente per i geni

nptll e uidA
- M+ 12 345 678 -1 23456 7 8910+ M
B -
700 pb
— - = e p———__J 400 pb
; - - . - l—
a) b)

Fig. 1€. Amplificazione in PCR dei geni nptH) e uidA(b). -/+ controllo
negativo/positivo, M marker, 1-2-3-4-5-6-7-8 incréd.
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4.2.2 Southern blotting

Dalla digestione del DNA genomico estratto datiglie delle piante transgeniche

donatrici di polline, si sono ottenuti i seguemduitati (Fig. 17a, b:
1. Per quanto riguarda le membrane ibridate con lalaomA e la coppia di enzimi

EcoRI-Hindlll si e ottenuta una banda a circa 8p& una a circa 2799 pb (I, IlI),
mentre con quella pewptll si e ricavata una banda a circa 3000 pb e uneca ci

5000 pb (11, IV).

T M 23C247 25.253 257 264 430 4

8576 pl
: <«
=
——
e
—
279¢ pk
— 4_
1)
uidA
M T 122 225 10 10a 226a:
C
279¢ pk

1)
uidA

E 122 225 226a226b230 247 252 25!

o 300(C pk
. —
Il
nptll
M E 257264430 437 228 10
500( pk
4_

nptll

Fig. 17a.lbridazioni con le sonde per uidA e nptll. M markMA VII Dig-labeled, T/E
Teodora ed Egla non trasformate.
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2. Per l'altra coppia di enzimi, EcoRI-Pstl, si € ottea una banda a circa 8576 pb e

un'altra a 2799 pb con la sonda p&tA (V, VII), mentre pemptll si sono ottenute

guattro bande (8600, 8576, 4899, 2799 pb) per paamderivanti da rigenerazioni

della 10 e due bande (6106, 3639 pb) per i camgemyanti dalle rigenerazioni della

122 (VI, VIII). Tutte le sonde hanno fornito risatit specifici, tranne la sondpsAa

1200 pb.

T 22823( 247 252 253 257264 430 437

T 22823(C 247 252 253 257264 430 437

860( pb
<4
8576 pl 1857f pl
489¢ pk
- 279¢ pk
2799phb X
— <+
=
Vi) —
uidA nptll
M T E 12225 226a226b101 M T E 10 10a 122 225 226a 226b
8576 pl - 8600 pb
« = == - 8576 pb
-— - 6106 pb
— - - 4899 pb
ey - 3639 pb
2799pb V|||) - - 2799 pb
uidA nptll

Fig. 17b.Ibridazioni con le sonde per uidA e nptll. M mark#A VIl Dig-labeled, T/E

Teodora ed Egla non trasformate.
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4.3 Trasformazione

Per quel che riguarda le infezioni e le rigenergizialle stipole e dalle foglie delle tre
cultivar di fragola (Belora, Selva ed Egla), i Hati sono riportati nelle tabelle e nelle figure
seguentiTab. 17 a, b;Figg. 18 a,b,c e 19 a, bc

Tab. 17a.Infezioni e rigenerazioni da stipole.

N° N° %
CULTIVAR  CEPPO STIPOLE RIGENERAZIONI RIGENERAZIONI
A 228 36 15.8
Belora B 90 20 22.2
C 163 23 14.1
A 87 10 11.5
Selva B 154 26 16.9
C 41 8 19.5
A 111 32 28.8
Egla B 84 23 274
C 72 22 30.6

Tab. 17b.Infezioni e rigenerazioni da foglie.

N° N° %
CULTIVAR — CEPPO FOGLIE RIGENERAZIONI RIGENERAZIONI

A 194 0 0

Belora B 117
C 193 0 0
A 120 0 0
Selva B 158 0 0
C 84 0 0
A 72 0 0
Egla B 123 0 0
C 93 0 0

A) LBA4404 pCAMBIA 1302-PGIP
B) GV3101 pCAMBIA 1302-GFP
C) C58C1 pCAMBIA 1302-GFP

Per quanto riguarda gli esperimenti di trasformazisu espianti di stipole, si sono
raggiunti discreti risultati nella cultivar “Eglaton il 30.6 % di rigenerazioni, utilizzando il
ceppo batterico C58C1 pCAMBIA 1302-GFP. Nella ealti “Selva” la percentuale di
rigenerazione piu elevata é stata del 19.5 %, sewqm il ceppo C58C1 pCAMBIA 1302-
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GFP, mentre nella cultivar “Belora” si & raggiunktaisultato piu alto con il 22.2 % di
rigenerazioni utilizzando il ceppo batterié¥3101 pCAMBIA 1302-GFP.

Fig. 18.Rigenerazioni da stipole infettate con Agrobactertumefaciens:
a) Belora LBA4404 pCAMBIA 1302 PGIP,$lva GV3101 pCAMBIA 1302 GFP,
c) Egla C58C1 pCAMBIA 1302-GFP.
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Nel caso delle infezioni su espianti di foglia, tpoppo, non si sono ottenute
rigenerazioni, nonostante Iimpiego di diversi palli individuati in letteratura. Con il
passare dei giorni, le foglie andavano incontreerasi progressiva e irreversibileid. 19
a,b,0.

Fig. 19.Rigenerazioni da stipole infettate con Agrobacteriumefaciens:
a) Belora LBA4404 pCAMBIA 1302 PGIP,$3lva GV3101 pCAMBIA 1302 GFP,
c) Egla C58C1 pCAMBIA 1302-GFP.
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Dopo un mese dalle infezioni gli espianti rigenéraono stati sottoposti a pressione

selettiva su antibiotico, ma nessun trasformastate, ad oggi, individuatd-ig. 20 a,h.

Fig. 20.Selezione degli incroci su kanamicif@; dopo un mese dall'inizio della
selezion€b).
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Vv
DISCUSSIONE

L’incorporazione di geni appartenenti a una o piopglazioni in un’altra
popolazione € alla base del Flusso Genetico (F@palisi delle conseguenze del FG da
popolazioni di piante coltivate a piante selvaticbhe esse compatibili o da piante coltivate
ad altre piante coltivate ha assunto nuovo interees l'introduzione nella pratica agricola
delle Piante Geneticamente Modificate (PGM). Imltresso potrebbe avere delle
conseguenze importanti per invasivita e persisteefiambiente delle PGM. Per questo si
rende necessario un’ulteriore indagine sul rischidispersione dei geni, determinando i
fattori che influenzano I'estensione del flussoigencome la stabilita d’espressione del
transgene di generazione in generazione o la ldigione geografica degli Organismi
Geneticamente Modificati e le specie selvatiche.

Lo sviluppo di strategie di miglioramento geneticon convenzionale quale
I'ingegneria genetica ha trovato, negli ultimi anapplicazione sia nella fragola coltivata
F. x ananassa(Duch.) che nella fragolina di bosé¢a vesca(L.) (Jameset al., 1990;
Haymes and Davis, 1998).

La trasmissione dei caratteri transgenici e statdizzata in differenti specie quali
arachide (Chenget al, 1997), canna da zucchero (Butterfiedt al, 2002), frumento
(Rooke et al, 2003), mais (Milleret al, 2002; Zhanget al, 2005) con lo scopo di
studiarne sia I'ereditarieta sia il tipo di segragae nella progenie. Infatti, o sviluppo e il
successo del miglioramento genetico attraversgdgmeria genetica dipende tanto dalla
stabilita quanto dalla possibilita di poter prewedkespressione del gene inserito (Demeke
et al, 1999).

La principale via di trasmissione genica dalle feaagrarie alle specie selvatiche
correlate é rappresentata dal polline (Karaval, 1991; Ellstrand, 1992). La percentuale
del flusso genico da polline pud essere influenzigafattori ecologici e genetici. Per
esempio, l'alta percentuale di incrocio e la bigotinazione possono incrementare la
probabilita di flusso genico (Fryxell, 1957). Imelt molte piante, tra cui la fragola,

producono frutti eduli appariscenti che vengongoelisi dagli animali anche a lunghe
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distanze (Westmaret al, 2001). In confronto al flusso genico tramite blime, i
meccanismi di dispersione dei semi potrebbero,djumappresentare un rischio maggiore
(Ellstrand and Hoffman, 1990).

La fragola coltivata, specie a propagazione veiyatathe oltretutto si incrocia
facilmente, si presta allo studio della trasmissialn transgeni e all’analisi del rischio di
flusso genico nell’'ambiente. Questo rischio € cd@sito alto in specie che, proprio come
la fragola, presentano progenitori selvatici e lmamostrato la possibilita di flusso genico
tra specie coltivateFfagaria x ananassae specie affini comé€. virginiana Uno studio
condotto attraverso marcatori di tipo AFLP ha rdtevla presenza di marcatori molecolari
caratteristici diFragaria x ananassan una popolazione spontaneadvirginiana, che si
trovava a 100 m da essa, fino ad una distanza massi 7.5 km (Westmaet al, 2001).
Quindi lo scambio genico interspecifico kmagaria € possibile e rende questo genere un
interessante modello di studio tra le specie feri perenni. InFragaria spp diverse
evidenze sperimentali dimostravano che era possibio scambio genico: if. X
ananassgJamest al, 1990; Monticelli and Damiano, 2002) edRnvesca(Haymes and
Davis, 1998); i transgeni possono essere trasfegitiautofecondazione dalla generazione
RO alla R1.

In questo lavoro si sono portati avanti esperimetiticrocio intra- ed inter-
specifici con polline prodotto da piante transgkaidi fragola, mantenute in una serra di
contenimento. Inoltre, si e scelto di praticare affipazioni manuali ed emasculazione dei
fiori riceventi, cosi da impedire I'autofecondazion

Scopo del lavoro era anche stabilire la trasmidsibilei trasgene alla progenie
derivante da polline transgenico a differenti spatgl gener&ragaria, cosi da formulare
ipotesi sulla possibilita di scambio genico attraeeil polline transgenico all’interno del
genere.

Dai test di vitalita e germinabilita condotti sullp@e transgenico, si € osservata una
percentuale di vitalita media del 76.3%, mentrelpayerminabilita la percentuale media é
stata del 39.3%. Esse andavano scemando durargei Igettimane in cui sono state
effettuate le impollinazioni.

| risultati ottenuti sia dal’esame PCR (Tab. 16 @dal saggio GUS su foglie (Tab.
14b) e su semi non germinati (Tab. 14a), mostrdm reel caso dell'autofecondazione
(clone 10 transgenico della cv Teodora) si sonenote piante portatrici dei transgeni
nptll:uidA. In particolare, la presenza dei geni esogeniuwirapporto di circa 2:1 tra semi
germinati (100% di GUS positivi) e semi non germi3.6 % di GUS positivi).
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Per gli incroci tra clone 10 della cv TeodoraFe moschatai semi raccolti
analizzati sia come semi non germinati che comat@iattenute dalla germinazione dei
semi (133), hanno confermato che non c’é stato Bimakhi materiale genetico tra i due
genotipi oggetto dell'incrocio. Inoltre, vista laumerosita del campione analizzato (52
semi non germinati e 133 germinati, analizzati cqoentine), paragonabile in valore
assoluto a quella analizzato in altri incroci degto studio (vedi Materiali e Metodi), Si
puo ritenere che il campione analizzato era comensufficiente per lo studio della
trasmissione dei transgeni in questo incrocio. Wesj casi, vista la diversa ploidia che
intercorre tra di esse, potrebbero essersi vet#figele anomalie nel momento della
segregazione dei cromosomi omologhi durante la snaibe escluderebbe a priori un
appaiamento con il cromosoma contenente il traresgen

Nel caso dell'incrocio dove era coinvoltaHachiloensisnon si sono ottenuti semi
dall'impollinazione. Da questo incrocio, essendspacie una dei progenitori delle fragole
coltivate, tra cui anche il clone transgenico 1Dadev TeodoraKragaria x ananassg Ci
si aspettava un certo numero di piante portardratteri transgenici. Molto probabilmente
pero, il basso numero di fiori impollinati (8 fipmon hanno consentito di raccogliere semi.
Comunque, questo risultato andrebbe ulteriormentiagato anche alla luce dei dati
ottenuti nell’incrocio tra polline transgenicadre virginiana, altro progenitore diragaria
X ananassadi seguito discussi.

Infatti, quando l&. virginiana era la specie portaseme i caratteri transgeniw so
stati trasmessi alla progenie. In questo casm#ie@uto un valore percentuale pari a 50 per
I semi germinati (sia per il saggio GUS che pendlssi in PCR dei due geni inseriti, Tab.
14b, 16) e 59.6 per i semi non germinati (Tab. 14a)esti dati relativi alla sola F1
indicano un rapporto tra progenie transgenica etramsgenica di 1:1.

Nel caso degli incroci in cui era coinvolta la Spde vescamettendo a confronto i
risultati dei saggi GUS ottenuti sui semi con quebndotti sulle foglie delle piante
germinate, si puo notare la presenza di alcunediaoze. Innanzitutto occorre ricordare
che in ltalia laF. vesca(fragolina di bosco, diploide) € una specie spoeda per cui era
particolarmente importante indagare la possibditdusso genico tra questa eRaagaria
X ananassa Gli incroci effettuati con le cv llaria, Zimbare Snovit hanno sempre
permesso la raccolta di semi; il saggio GUS su s@m germinati € risultato positivo per
le varieta llaria (10.9%) e Snovit (8,1%), mentes [a varieta Zimbaro non si sono avuti
semi GUS-positivi. Nel caso dello stesso saggio GUSemi germinati questo era sempre

negativo per le piante delle varieta Snovit eddlamentre per la varieta Zimbaro si aveva
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un solo caso, pari allo 0,5% (su 211 piante oteerdd germinazione dei semi) GUS-
positivo. Inoltre, i risultati dell'analisi PCR perdue geni della cassettaptll e uidA,
confermavano i dati ottenuti dal saggio GUS su sgenminati, oltre che quelli ottenuti
dalla selezione su kanamicina (Tab. 15), dove pes pianta di Zimbaraptll-positiva
alla PCR, mostrava chiari sintomi di clorosi quangmiva posta su terreno addizionato
dell’antibiotico kanamicina. In questo caso si pbbre ipotizzare un basso livello di
espressione del gengtll, come gia riscontrato in petunia (Uliahal, 1994), dove piante
trasformate contenenti il gene per la resistenleakanamicina, cosi come confermato da
analisi in PCR e Southern blotting, non erano cajuencapaci di formare callo in un
terreno contenente 'antibiotico. Una seconda igiqtetrebbe riguardare la metilazione del
genenptll; in questo caso si avrebbe comunque una rispasitiva dal’esame in PCR
ma l'enzima, proprio perché metilato, non sarehbegrado di esprimersi, cosi come
accade anche in petunia (Mewtral, 1992; Ulianet al, 1994; Ulianet al, 1996). Diversi
studi hanno confermato l'ipotesi della metilazianeale responsabile della variazione di
espressione genica. In tabacco, la metilazionegdek nptll era responsabile di una
differente (Matzke et al; 1989) o mancata (Webet al, 1990) espressione genica; in
patata un diverso grado di metilazione era respmlesdella variazione di espressione
genica per i due enzimi codificati dai getll e uidA (Ottavianiet al, 1993); in frumento

la bassa attivita GUS era associata con la meiii@zdel gene corrispondente (Demeke
al., 1999). InArabidopsis thaliangKilby et al, 1992) é stato osservato che piante triploidi
ottenute da incrocio tra una diploide e una tetidel, hanno mostrato un’ereditarieta di
tipo non-mendeliano dei transgeni. Tale fenomentrepbe essere il risultato di un
silenziamento epigenetico, vale a dire dovuto raBrzione dei transgeni in una regione
del genoma suscettibile alla condensazione detianatina (Demekeet al, 1999), che
porterebbe ad uno shilanciamento nell’espressiehgahsgene.

Per la cultivar Capitola dr. x ananassd’espressione GUS dei semi germinati &
risultata positiva nella totalita dei casi, memteg i semi hon germinati solo un 38.3% di piante
era GUS-positivo.

L’analisi Southern blotting con sonde specifiche petll e uidA sui cloni
trasformati ottenuti in un precedente lavoro (Moelli et al, 2002) mostra come la
cassettanptll:uidA si sia stabilmente inserita nel genoma (Fig. 1@p, Tutte le
rigenerazioni saggiate, derivanti da due cloniriinp rigenerazione (RI) e cioe 10 (da cv
Teodora) e 122 (da cv Egla) e fino alla rigenenagi®IV hanno mostrato l'inserimento

dei transgeni nel genoma. Questi risultati dimostrahe I'inserimento dei transgene nel
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genoma diFragaria € stabile e specifico per ognuno dei genotipivderi dalle due
cultivar sottoposte a trasformazione. In partia®lasi sono potute identificare due
inserzioni nel genoma della fragola digerito cortd@pia di enzimi di restrizione EcoRI-
Hindlll, sia quando venivano utilizzate le sonde pielA che quando venivano impiegate
quelle mirate al riconoscimento del genetll (Fig. 17a). Nel caso delle fragole
transgeniche, il cui DNA veniva digerito con la pap EcoRI-Pstl, si sono potute
osservare sempre due inserzioni con la sondaigéy mentre quando veniva impiegata la
sonda penptll si sono riscontrate quattro bande (Fig. 17b). tepki € potuto evidenziare
che le rigenerazioni derivanti dal genotipo 10 € Idnservano lo stesso pattern di
espressione sia nel caso dell'ibridazione condotta le sonde penptll che nel caso
dell'ibridazione condotta con le sonde pidA. | due pattern di espressione sono, inoltre,
specifici per ognuno dei genotipi derivanti dalleectultivar sottoposte a trasformazione.

Per quanto riguarda la parte dedicata alla trasdiaiome con i geni esogegfp e
pgip, si e riscontrato che la percentuale di rigenereziottenuta dopo linfezione varia
fortemente in dipendenza del tipo di espiantozatitio: le foglie, infatti, non hanno consentito
di ottenere rigeneranti dopo l'infezione, conferah@acosi i dati secondo i quali la competenza
migliore per la rigenerazione e data dalle stipMonticelli et al, 1995). Purtroppo,
nonostante gli sforzi e I'impiego di diversi protticdi trasformazione presenti in letteratura,
non si e arrivati allindividuazione di espiantagformati. La mancata trasformazione con i tre
ceppi batterici dA. tumefaciengigegnerizzati puo essere dovuta al sistema irafmezhe per
qguanto riportato in letteratura & genotipo dipetelea prevede basse percentuali di
trasformazione (Jamest al, 1990). Inoltre, in lavori precedenti #@rabidopsis thalianae
Nicotiana tabacum(De Bucket al, 2000; Iglesiaset al, 2001) e stato osservato che la
trasformazioneAgrobatteriuramediata non € molto precisa, anzi, i 70% deglergv
transgenici contenevano varie sequenze di DNA tanpde batterico non desiderate che
possono interferire nell’espressione del transgeseito. L'impiego di un sistema alternativo,
quale ad esempio il sistema biolistico potrebbe daultati migliori (Daiet al, 2001).

Concludendo, fino ad oggi era stato dimostrato lilsdo dei transgeni solo
all'interno della stessa specie, sia eBsagaria X ananassaDuch. (Jamegt al, 1990;
Monticelli and Damiano, 2002), che all'interno Bi vesca.. (Hames and Davis, 1998).

In questo lavoro, quindi & stato possibile dimastia reale possibilita di scambio
genico dalle fragole coltivate alle specie ottogilgnarentali, di origine americanfusso
intra-specific e ad altre con la stessa ploidia, qualBrizgaria x ananassacv Capitola,

che danno origine ad ibridi vitali. Mentre nell'nocio con la diploideF. vesca cv
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Zimbaro € stato osservato un solo caso di trasomesthe ha raggiunto lo stadio di pianta,
risultato che puo essere considerato rassicuraitpuhto di vista di una valutazione del
rischio di dispersione dei transgeni nel’ambienégurale, ma che andrebbe ulteriormente

approfondito.

Prospettive future

Visti i risultati ottenuti con esperimenti in atimioni controllate, sarebbe
interessante andare a valutare la stabilita d’natggne dei transgeni all'interno delle
successive generazioni in pieno campo, in condizgperimentali piu prossime a quelle
che si attuano in natura. Per definire il tipo dgiegazione sono, inoltre, indispensabili
esperimenti di re-incrocio.

Infine, andrebbe ulteriormente approfondita la teardella variabilita
nell’espressione dei transgeni, ad esempio attsavkr studio sulla metilazione che di

solito si attua sul promotore.
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