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Introduzione

La coltura liquida in immersione temporanea, indicata
con I’acronimo TIS (Temporary Immersion System),
si sta di recente affermando come ’innovazione piu
interessante e promettente nel panorama della micro-
propagazione. Per oltre un trentennio si ¢ tentato di
sviluppare sistemi di coltura liquida in bioreattore, con
I’obiettivo di evitare la gelificazione del substrato e
operare in grandi contenitori che permettessero un ele-
vato grado di automazione del sistema (Mehrotra et
al., 2007). Nonostante 1’impegno profuso, pero, ad
oggi la micropropagazione in coltura liquida non ¢ mai
realmente uscita dai confini propri della sperimenta-
zione di laboratorio. Le principali applicazioni, in
pochissimi casi anche di carattere commerciale, si
sono avute per incentivare e automatizzare la prolifera-
zione di colture di callo e linee embriogeniche (esempi
con colture di carota e talune conifere), bulbilli
(Amaryllis, Lilium spp., ciclamino, giacinto) e micro-
tuberi di patata. Le esperienze relative alla propagazio-
ne in bioreattore di colture di germogli sono state,
invece, assai sporadiche. Le principali problematiche
che si sono evidenziate nell’applicazione della coltura
liquida alla micropropagazione classica di germogli
sono relative ai danni subiti dal materiale per asfissia,
sfregamento in quanto sottoposto ad agitazione nel
substrato liquido e insorgenza di anomalie nello svi-
luppo dei germogli a seguito di iperidricita (Debergh
et al., 1992), nota anche come “vitrificazione” o
“vitrescenza”. Questa ben nota vitro-patologia che
interessa la micropropagazione massale anche in sub-
strato gelificato, in particolare nelle specie da frutto, ¢
amplificata in un sistema che si basa sul continuo con-
tatto con substrato liquido. Inoltre, i sistemi di coltura
in biorattore hanno sempre richiesto una straordinaria
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attenzione riguardo al controllo delle contaminazioni.
Tali problematiche hanno di fatto fortemente ridotto,
nel tempo, I’interesse verso la coltura liquida perma-
nente come possibile alternativa alla micropropaga-
zione tradizionale in substrato gelificato.
Recentemente, pero, I’attenzione si ¢ spostata verso la
coltura liquida in TIS che si basa sul concetto di limi-
tare i tempi di contatto delle colture di germogli con il
substrato liquido mediante cicli alternanti di immer-
sione dei germogli e di coltura in asciutto (Lambardi,
2012). La periodica immersione dei germogli, peral-
tro, mantiene i vantaggi propri del sistema liquido
che, sostanzialmente, sono (i) un pit uniforme contat-
to tra mezzo di coltura e germogli, rispetto alla coltura
in substrato gelificato, (ii) la diluizione dei composti
tossici rilasciati dal materiale vegetale (fenoli) che
possono determinare ossidazione ed imbrunimento
della coltura, (iii) il periodico ricambio dell’atmosfera
dei contenitori, fattore che limita ’accumulo di gas
(CO, ed etilene), tipico dei classici vasi in vetro, (iv)
la possibilita, lavorando con contenitori medio-grandi,
di allungare consistentemente i tempi di subcoltura, di
non dover posizionare con attenzione i germogli nel
substrato gelificato e di aggiungere direttamente il
substrato liquido man mano che si esaurisce, con con-
seguente abbattimento dei costi di manodopera in fase
di proliferazione, (v) I’ottenimento, con alcune specie,
di gruppi di germogli radicati che possono essere
mantenuti in proliferazione oppure direttamente invia-
ti alla fase di acclimatazione. Con protocolli ottimiz-
zati di coltura in TIS ¢ possibile, inoltre, incrementare
i tassi di proliferazione dei germogli, limitarne i pro-
blemi di iperidricita e, in generale, migliorarne le
caratteristiche qualitative.

I principali sistemi disponibili a livello commerciale
sono a singolo (RITA®, Plantform®) o a doppio conte-
nitore (SETIS™). Sebbene la sperimentazione di cui
sono stati oggetto sia tuttora piuttosto limitata e spes-
so sviluppata dalle stesse aziende produttrici, le prove
condotte in alcuni laboratori di ricerca ne hanno
dimostrato ’efficacia nel promuovere la fase di proli-



ferazione, sia in termini di quantita del materiale che
si produce, sia di qualita dei germogli da destinare
alle successive fasi del ciclo di micropropagazione. In
questi bioreattori ¢ il substrato liquido I’elemento “in
movimento”, cosa che avviene con I’insufflamento
forzato di aria dall’esterno all’interno dei contenitori
attraverso filtri per gas. Questo meccanismo rappre-
senta un punto debole di tali sistemi che spesso vanno
incontro a frequenze di inquinamento superiori alla
coltura in substrato gelificato.

11 bioreattore ElecTIS

ElecTIS ¢ un bioreattore a singolo contenitore (bre-
vetto di Claudio Depaoli n° 2617282) che nasce dal-
I’idea di eliminare I’insufflamento forzato di aria, ren-
dendo invece mobile la coltura di germogli e staziona-
rio il substrato liquido. Il movimento temporizzato di
salita e discesa del cestello contenente la coltura assi-
cura il contatto periodico col substrato liquido, posi-
zionato alla base del contenitore (fig. 1a). Il movi-
mento del cestello ¢ dovuto ad una pompa aspirante
che, quando in funzione, fa ritrarre i pistoncini ai
quali si aggancia il cestello, facendolo salire, con con-
seguente emersione del materiale vegetale; il ciclo di
immersione ¢ regolato da un timer. Le prove prelimi-
nari in corso presso il CNR di Sesto Fiorentino
(IVALSA e IBBR) hanno al momento riguardato 3
specie: (1) germogli di paulownia che hanno tratto
grande beneficio dalla coltura in substrato liquido in
TIS, regolato dal sistema ElecTIS con cicli di immer-
sione di 16 minuti ogni 8 ore, con una qualita elevata
del materiale vegetale e nessun segno di iperidricita
(fig. 1b). Il tasso di crescita relativo (RGR, Relative
Growth Rate) della coltura [calcolato come: RGR =
(In peso finale — peso iniziale) x 100 / n° di giorni di
coltura] ha evidenziato dopo 3 settimane una superio-
re proliferazione in ElecTIS (13,6), rispetto alla coltu-
ra tradizionale in substrato gelificato (9,8); (2) germo-
gli di crisantemo che si avvantaggiano della coltura in
TIS con ElecTIS; dopo 3 settimane di coltura, i valori
di RGR sono passati da 6,1 in substrato gelificato, a
10,0 in ElecTIS; anche in questo caso ¢ risultata ele-
vata la qualita del materiale a fine subcoltura; (3) ger-
mogli di eucalipto, ove la coltura in ElecTIS con un
ciclo di 4 minuti di immersione ogni 6 ore ¢ risultata
molto piu efficiente che in Plantform®, con RGR
rispettivamente di 14,0 e 6,2 dopo 3 settimane di col-
tura.

In conclusione, il sistema di coltura liquida in TIS si
sta confermando un sistema di micropropagazione
molto promettente ed ¢ auspicabile uno sviluppo di
bioreattori sempre piu efficienti ed affidabili, con 1’o-

Riassunti

Fig. 1 - a) le diverse parti che compongono il bioreattore ElecTIS.
Dall’alto: il coperchio, surmontato dai filtri a gas e sotto il quale si
inseriscono i pistoncini di movimento, il cestello e il contenitore,
nel quale si colloca il substrato liquido di coltura; b) germogli di
paulownia, dopo 3 settimane di coltura.

biettivo di una pratica applicazione alla produzione
commerciale. In tal senso, ElecTIS si pone all’atten-
zione per i suoi aspetti innovativi che riducono forte-
mente i rischi di inquinamento, tipici dei sistemi che
si basano sull’insufflamento di aria all’interno dei
contenitori. | risultati preliminari fin qui ottenuti sono
di assoluto interesse pratico.
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