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Produttivita in vitro di Artemisia annua e A. pontica in presenza o in

assenza di ormoni nel substrato
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In vitro productivity of Artemisia
annua and A. pontica on substrate
with or without plant growth regu-
lators

Abstract. In this work, morphological and physio-
logical parameters of A. annua and A. pontica shoots
were analyzed on solid substrate (4.4 g/l MS, 3%
sucrose, 0.7% agar), with and without plant growth
regulators [6-Benzyladenine (BA) and 1-
Naphtalenacetic acid (NAA)]. Both species showed an
excellent adaptability to the standard conditions
(25°C, photoperiod 16:8) without vitrification phenom-
ena or necrosis. The biomass production, measured
as growth index, was highest for shoots grown without
BA and NAA whereas the hormones presence
increased the shoots number with height >1.0 cm.
Total phenols and flavonoids content, and Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) value were high-
est without growth regulators in the medium; however,
the observations of A. pontica shoots surface with the
Scanning Electron Microscope showed highest num-
ber of glandular trichomes, and with largest size, in
presence of BA and NAA, probably due to a major
water content.

Key words: biomass, growth index, trichomes,
scanning electron microscope

Introduzione

Le piante officinali sono da sempre utilizzate per il
loro contenuto in metaboliti secondari ad elevata atti-
vita biologica e per questo la loro domanda di mercato
¢ in continuo aumento. A fronte di tale richiesta ¢
necessario garantire un costante approvvigionamento
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del materiale vegetale come nel caso di Artemisia
annua e A. pontica. Le colture in vitro rappresentano
per queste specie un interessante sistema di produzio-
ne sia di germogli per la propagazione che di biomas-
sa da destinare all’estrazione di biomolecole.
L’obiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di valu-
tare la risposta morfo-fisiologica di germogli di 4.
annua € A. pontica in coltura su substrato solido in
presenza e in assenza dei regolatori di crescita 6-ben-
ziladenina (BA) e acido 1-naftalenacetico (NAA). La
superficie fogliare di germogli di A. pontica ¢ stata
inoltre osservata al microscopio a scansione elettroni-
ca al fine di evidenziare un eventuale effetto del sub-
strato sui tricomi ghiandolari di artemisia, quali siti di
accumulo dei metaboliti secondari, caratterizzandone
dimensione e numerosita.

Materiali e metodi

Singoli germogli in vitro di A. annua e A. pontica
sono stati posti all’interno di contenitori ECO2box su
substrato solido (4,4 g/ MS, 30 g/L saccarosio, 7 g/L
agar, pH 5,7) in presenza e in assenza di regolatori di
crescita (2,5 uM BA e 0,57 uM NAA) (Inthima ef al.,
2014). Al termine della subcoltura (5 settimane) sono
stati rilevati i parametri morfologici (numero ¢ altezza
dei germogli, diametro e peso fresco dei cluster di
germogli) e, sul materiale vegetale mantenuto a -
80°C, sono stati misurati i metaboliti (polifenoli e fla-
vonoidi) e il potere antiossidante totale (FRAP). La
superficie fogliare dei germogli di 4. pontica ¢ stata
inoltre osservata al microscopio elettronico a scansio-
ne EVO®-MA 10 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Germania) in pressione variabile (VP), con sorgente
di elettroni a LaB6, ad elevata brillanza, EHT a 20 kV
e pressione in camera a 20 Pa.
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Qualita nella micropropagazione ed estrazione di metaboliti secondari

Risultati e discussione

I germogli di entrambe le specie hanno evidenziato
una buona adattabilita al vitro, senza fenomeni di
vitrificazione o necrosi. L’assenza di BA ¢ NAA ha
determinato un maggior accrescimento in altezza dei
germogli e un piu elevato indice di crescita (IC, misu-
rato come incremento di peso fresco), senza differen-
ze indotte dal genotipo (tab. 1). Per quanto riguarda
I’altezza dei singoli germogli, parametro importante ai
fini propagativi, 4. annua ha sviluppato un maggior
numero di germogli di altezza >1,0 cm all’interno dei
cluster (con valori piu elevati in presenza di fitorego-
latori) rispetto ad A. pontica, mentre quest’ultima si ¢
caratterizzata per cluster di diametro orizzontale
medio maggiore, senza differenze significative indotte
dal substrato. Sia i metaboliti (polifenoli e flavonoidi)
che il potere antiossidante (misurato come FRAP)
sono risultati piu elevati per 4. annua (Bryant et al.,
2015), anche se il contenuto di polifenoli totali non
era significativamente diverso rispetto a quello di 4.

pontica (tab. 2). Su substrato privo di fitoregolatori
entrambe le specie hanno fatto rilevare una maggiore
quantita di polifenoli totali e flavonoidi. Le osserva-
zioni al microscopio a scansione elettronica delle
foglie in vitro di A. pontica hanno mostrato un mag-
gior numero di tricomi ghiandolari per unita di super-
ficie fogliare ed un incremento del loro diametro in
presenza di BA e NAA rispetto al controllo senza
fitoregolatori (@~55mm e ¥~48 mm in presenza € in
assenza di ormoni, rispettivamente) (fig. 1) anche se
tali risultati morfo-anatomici non sono correlabili alla
produzione di metaboliti che, invece, risultano piu
elevati in assenza di fitoregolatori nel substrato
(Nguyen et al., 2013).

Riassunto

Obiettivo del lavoro era valutare I’effetto dei fito-
regolatori sulla risposta morfo-fisiologica di germogli
di Artemisia annua e A. pontica ed ¢ stato osservato,
in entrambi 1 genotipi, un maggior numero di germo-

Tab. 1- Parametri morfo-fisiologici di germogli di Artemisia annua e A. pontica cresciuti in vitro in assenza o in presenza di 2,5 uM BA e

0,57 UM NAA.
Tab. 1 - Morphological and physiological parameters of Artemisia annua and A. pontica shoots grown in vitro with or without 2.5 uM BA
e 0.57 uM NAA.
. . Altezza massima Diametro massimo N. germogli
Genotipo Ormoni nel substrato germogli (cm) cluster di germogli (cm) > lem IC
- 6,79 a 2,07 4,73 4,7
A. annua
BA + NAA 3,35b 1,97 8,78 1,8
- 6,97 a 3,02 3,57 6
A. pontica
BA + NAA 2,39b 2,9 6,66 2,8
Significativita
Genotipo (G) NS Ak * NS
Substrato (S) HAH NS HAK *
GxS * NS NS NS

Rk wkk

, 7, indicano effetti significativi rispettivamente per P>0,05, P>0,01 ¢ P>0,001; NS indica effetti non significativi. Le medie nella stes-
sa colonna seguite da lettere differenti sono significativamente diverse per p = 0,05 (test di Duncan).

Tab. 2 - Polifenoli, flavonoidi e potere antiossidante (FRAP) su germogli di Artemisia annua e A. pontica cresciuti in vitro in assenza o in

presenza di 2,5 uM BA e 0,57 uM NAA.

Tab. 2 - Polyphenols, flavonoids and antioxidant power (FRAP) of Artemisia annua and A. pontica shoots grown in vitro with or without

2.5 uM BA and 0.57 uM NAA.
Genotipo Ormoni nel substrato (mgpfg;gf)n;ellllltizgg of) Flavonoidi (mg quercetina/g pf) (tm 01?:334 /g ph)
A annua - 2,61 2,26 25,5a
BA + NAA 1,96 1,9 27,2a
A pontica - 2,52 1,38 19,87b
BA + NAA 2,11 1,05 13,66¢
Significativita
Genotipo (G) NS HEE **
Substrato (S) ok HAK NS
GxS NS NS *

® ok ok

, 7, "indicano effetti significativi rispettivamente per P>0,05, P>0,01 e P>0,001; NS indica effetti non significativi. Le medie nella stes-
sa colonna seguite da lettere differenti sono significativamente diverse per p = 0,05 (test di Duncan).
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Fig. 1 - Misurazione di un tricoma ghiandolare sulla superficie fogliare di Artemisia pontica ottenuta in vitro su (a) substrato contenente
2,5 uM BA ¢ 0,57 uM NAA (Mag: 1kX) e (b) substrato in assenza di ormoni (Mag: 1kX).

Fig. 1 - Measurement of a glandular thricome on leaf surface of Artemisia pontica obtained in vitro (a) with 2.5 uM BA e 0.57 uM NAA

(Mag: 1kX) or (b) on hormone-free medium (Mag: 1kX).

EHT = 20.00 kv Signal A = VPSE G3

gli di altezza superiore a 1 cm in presenza degli stessi,
mentre la loro assenza ha determinato un aumento
della biomassa. Il contenuto di metaboliti (polifenoli e
flavonoidi) e il potere antiossidante (misurato come
FRAP) erano piu elevati in assenza di fitoregolatori;
tuttavia le osservazioni al microscopio a scansione
elettronica di A. pontica hanno mostrato tricomi
ghiandolari pitt numerosi e di maggiore dimensione in
presenza di fitoregolatori, probabilmente per un mag-
gior contenuto di acqua.

Parole chiave: biomassa, indice di crescita, tricomi,
microscopio elettronico a scansione elettronica.
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