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Nell’ambito dell’ attivita di ricerca condottain collaboazione frai Vivai Battistini Dott. Giuseppe CRPV e DIBIAGA sono stati
sviluppati nuovi protocolli di rigenerazione in due portinnesti di ciliegio, utilizzabili sia per una piu efficiente moltiplicazione che
per il trasferimento di geni di interesse agronomico.

Prove di rigenerazione sono state effettuate utiIizzaBdo porzioni di piccioli einternodi di due porti nnﬁti di ciliegio: Gisdla5 (Prunus
canescens X Prunus cerasus) e Max MaDelbard - 14 Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus aviunv-

I migliori risultati di rigenerazione per Gisela 5 sono stati otterluti utilizzando un substrato composto dfgali (macro-microel em%lti)
evitamine MS addizionati con NAA(0,5 mgl-1) e TDZ(3mgl™-), oltre a gelrite 2% e saccarosio 30 gl™+. Per Max ma Delbard

14 Brokforest , s eraggiunto il migliorerisyltato di rigenerazione (60 % dainternodo e 50% da picciolo) utilizzando come combinazione
ormonale 2,4D (0,5 mgl'l) e BAP(3 mgl™) addizionata allo stesso substrato M S.

A seguito di questi primi risultati di rigenerazione si e proceduto con esperimenti di trasformazione genetica mediata da Agrobacterium
tumefaciens operando presso il laboratorio del DIBIAGA.

Per tale metodologia si sono utilizzati 2 ceppi batterici: 1) ceppo batterico LBA4404 recante il plasmide pBl121 (Clontech) con gene
marcatore nptll (neomicinafosfotransferasi) per laresistenza a kanamicinae con il gene reporter GUS (3-glucuronidasi)e il ceppo
batterico EHA 105 recante il plasmide pBl1121 con il gene marcatore nptll (neomicinafosfotransferasi) eil genePGIP (Toubart,1992),
un gene che produce una proteina che inibisce le poligalatturonidasi prodotte dai funghi durante lafase di infezione.

Per |e due specie, dopo co-coltura con entrambi i ceppi, sono stati individuati germogli in grado di proliferare e radicare sul substrato
con kanamicina.

Analisi molecolari(PCR; primer: nptll e GUS) hanno confermato I’ evento di trasformazione per un clone rigenerato del portinnesto
Max MaDelbard 14 [ Brokforest, mentre dagli esperimenti con il ceppo EHA 105- PGIP (PCR; primer: nptll e PGIP) é stato
confermato |’ evento di trasformazione in un clone rigenerato di Gisela 5.
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