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Applicazioni della tecnologia dell’incapsulamento per la propagazione e
conservazione in vitro di specie ornamentali
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Application of the encapsulation
technology for in vitro propagation
and conservation of ornamental
plants

Abstract. The synthetic seed technology, initially
developed for the clonal propagation of fruit species
through the encapsulation of somatic embryos, is now
available for the use with different explants, such as
buds and nodal segments. Thus, the technology has
been recently applied also to plant species for which
somatic embryogenesis is not developed. As for orna-
mental plants, to date still few are the reports dealing
with the production and the utilization of synthetic
seeds. The present study was conducted to develop
an efficient encapsulation protocol for non embryo-
genic explants from various ornamental plants:
Photinia x fraseri Dress., Syringa vulgaris L., Polygala
myrtifolia L. and Metrosideros excelsa Soland. ex
Gaertn. The technique was then tested in terms of syn-
thetic seed “germination” and average days of synthet-
ic seed germination (TMG). For encapsulation, buds
were excised, directly immersed in a sodium-alginate
solution, and then released drop wise in 100mM
CaCl,-2H,0 for bead hardening. With photinia, best
results were achieved when the synthetic seeds were
prepared by using 3% Na-alginate, beads hardened for
30 min and 30 or 60 g/l sucrose was included in artifi-
cial endosperm. This way, 100% of synthetic seeds
germinated and converted to shoots in a period of 12-
17 days. The synthetic seeds of lilac, containing apical
buds, showed a lower germination time (11-12 days)
when 10-30 g/l sucrose was included in their artificial
endosperm. In P. myrtifolia and M. excelsa, up to 86%
and 93% of synthetic seeds respectively, germinated
after 13 and 17 days when 30 g/l sucrose was added
to alginate beads. Successful medium-term conserva-
tion was then achieved with the storage of synthetic
seeds of metrosideros at 10°C in the dark. With this
approach, 90% of synthetic seeds still germinated after
2 months and 75% after 4 months of cold storage.
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Introduzione

La coltura in vitro offre importanti strumenti per la
propagazione di massa di piante ornamentali, tuttavia
per alcune di queste specie o varieta sono presenti
ancora delle difficolta dovute principalmente ai bassi
tassi di proliferazione, alla limitata capacita di adatta-
mento o di radicazione delle piantine durante 1’accli-
matamento. Tra le biotecnologie vegetali recentemen-
te sviluppate, la tecnologia dell’incapsulamento per la
produzione di semi sintetici risulta molto promettente
per migliorare la micropropagazione e la conservazio-
ne in vitro delle piante ornamentali, soprattutto se
applicata su larga scala al settore commerciale
(Ruffoni et al., 1994; 2002; Lambardi et al., 2006). La
tecnologia dell’incapsulamento ¢ stata applicata per la
prima volta agli embrioni somatici, come sistema in
grado di simulare la formazione e la germinazione dei
semi naturali (Murashige, 1977). Piu tardi, la tecnolo-
gia ¢ stata estesa ad altri propaguli vitro-derivati
inclusi in un “endosperma artificiale”, quali gemme
ascellari, segmenti nodali o porzioni di callo, che, a
seguito dello sviluppo, si evolvono in semenzale o in
germoglio (conversione) o portano alla proliferazione
di nuove cellule (ricrescita). Quindi, nel tempo, la
definizione ¢ stata ampliata considerando il seme sin-
tetico come “/’incapsulamento artificiale di embrioni
somatici, germogli o di altri tessuti che possono esse-
re utilizzati per la semina in vitro o in condizioni di ex
vitro” (Aitken-Christie et al., 1995) ed inoltre “che
possono mantenere la potenzialita germinativa anche
dopo la conservazione” (Capuano et al., 1998; Ara et
al., 2000). Per un maggiore approfondimento sull’uso
di espianti non-embriogenici per la produzione di
semi sintetici si rimanda alla review di Standardi e
Piccioni (1998). I vantaggi offerti dalla tecnologia
dell’incapsulamento sono molteplici nel campo della
propagazione, del trasporto e della conservazione del
materiale (Rai ef al., 2009). L applicazione piu recen-
te prevede 1’utilizzo del seme sintetico nella conserva-
zione a medio e a lungo termine. La conservazione a
medio termine ha come finalita quella di aumentare
I’intervallo fra le subcolture riducendo la crescita
degli espianti. La conservazione a lungo termine inve-



ce prevede lo stoccaggio del materiale in azoto liqui-
do (cio¢ alla temperatura di -196 °C) e tra le tecnolo-
gie criogeniche oggi disponibili, due prevedono 1’uti-
lizzo di semi sintetici: la tecnica dell’incapsulamento-
disidratazione e dell’incapsulamento-vitrificazione
(Lambardi e Benelli, 2007; Lambardi ¢ De Carlo,
2009; De Carlo et al., 2009).

Nonostante 1’utilizzo di espianti non embriogenici
per la preparazione dei semi sintetici sia piu recente in
confronto all’uso degli embrioni, tale tecnologia ha
comunque raggiunto interessanti risultati. In questo
ambito, per “conversione” si intende lo sviluppo del
germoglio, cio¢ la rottura della capsula di alginato
con la fuoriuscita del germoglio, che spesso viene
denominata anche “germinazione”. Lo sviluppo della
piantina prosegue con un successivo step che prevede
la radicazione del germoglio in substrato contenente
auxina oppure in alternativa trattando gli espianti con
promotori della radicazione prima dell’incapsulamen-
to e quindi permettendo lo sviluppo del seme sintetico
direttamente in plantule radicate (Welander e
Pawlicki, 1993; Capuano et al., 1998; Micheli et al.,
2002). Protocolli efficaci di preparazione di semi sin-
tetici con espianti non embriogenici sono stati ottenuti
anche recentemente per le specie da frutto (Adriani et
al., 2000; Romay Alvarez et al., 2002; Sicurani et al.,
2001; Brischia et al., 2002; Nower et al., 2007), men-
tre ancora limitate risultano le applicazioni della tec-
nica alla propagazione e conservazione delle specie
ornamentali (Pattnaik e Chand, 2000; Lambardi et al.,
2006; Wang et al., 2007; Daud et al., 2008; Ozden-
Tokatli et al., 2008; Taha et al., 2008; Mohanraj et
al., 2009; Ozudogru et al., 2010).

La conservazione a medio termine di espianti inca-
psulati di specie ornamentali ¢ stata condotta general-
mente in condizioni di crescita rallentata alla tempera-
tura di 4 °C, per tempi di conservazione che oscillano
tra un minimo di 1 mese e mezzo ad un massimo di 1
anno e mezzo e con percentuali di germinazione abba-
stanza variabili (Lambardi et al., 2006). Pertanto, lo
scopo del presente lavoro ¢ stato quello di sviluppare
idonei protocolli di incapsulamento di materiale non
embriogenico di 4 specie ornamentali, valutando 1’in-
fluenza del tipo di espianto, del tempo di scambio
ionico e della concentrazione di saccarosio nell’endo-
sperma artificiale sulla germinazione e sul tempo
medio di germinazione (TMG) dei semi sintetici.
Sono riportati anche i risultati preliminari di germina-
zione in vivo di semi sintetici di fotinia con la prospet-
tiva di un uso pratico della tecnica in campo vivaisti-
co. Infine, ¢ stata valutata la possibilita di conserva-
zione a medio termine in condizione di crescita rallen-
tata 1 semi sintetici di metrosideros.
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Materiali e metodi

Sono stati utilizzati germogli provenienti da coltu-
re in vitro di fotinia (Photinia x fraseri Dress.), lilla
(Syringa vulgaris L.), poligala a foglie di mirto
(Polygala myrtifolia L..) e metrosideros (Metrosideros
excelsa Soland. ex Gaertn.). I germogli, gia stabilizza-
ti in vitro, sono stati mantenuti in proliferazione in
vasi di vetro da 500 cc a 23+1 °C, fotoperiodo di 16h
¢ intensita luminosa di 60 mmol m™s™! e subcoltivati
ogni 3 settimane (condizioni standard di coltura). I
substrati di coltura utilizzati sono stati: QL (Quoirin e
Lepoivre, 1977) con I’aggiunta di 4,4 mM 6-benzila-
denina (BA) per la fotinia; MS (Murashige ¢ Skoog,
1962) contenente 0,88 mM di BA per il metrosideros;
DKW (Driver e Kuniyuki, 1984) per il lilla e per la
poligala, contenente 4,4 ¢ 2,2 mM di BA, rispettiva-
mente. Tutti i substrati utilizzati erano addizionati di
30 g/1 di saccarosio, gelificati con agar (7 g/l) ed il pH
aggiustato a 5,8 prima dell’autoclave.

Per ogni specie, gli espianti prelevati (gemme api-
cali e/o ascellari e segmenti uninodali) sono stati
immersi in una soluzione incapsulante di MS (priva di
calcio) contenente 3% Na-alginato. Nel caso degli
espianti di fotinia sono state utilizzate diverse concen-
trazioni di Na-alginato (2, 3 e 4%). Successivamente,
gli espianti sono stati prelevati dalla soluzione inca-
psulante e rilasciati a goccia in una soluzione com-
plessante, composta da MS con 100mM di
CaCl,-2H,0. Uno step importante della procedura ¢
quello di valutare il tempo piu idoneo di solidificazio-
ne della capsula che ne permetta un’opportuna mani-
polazione senza compromettere la fuoriuscita del ger-
moglio, quindi sono stati testati diversi tempi di indu-
rimento. Inoltre, ¢ stato valutato 1’effetto della compo-
nente glucidica aggiunta all’endosperma artificiale
delle capsule. Gli espianti incapsulati sono stati trasfe-
riti su idonei substrati di ricrescita e mantenuti in con-
dizioni standard di coltura. La germinazione ¢ stata
espressa come percentuale di semi sintetici che
mostravano la fuoriuscita del germoglio dalla capsula
ed il tempo medio di germinazione (TMG) calcolato
come segue: X (NxTx) / n° di semi germinati, dove Nx
¢ il numero di semi che germinano in intervalli conse-
cutivi di tempo, Tx il numero di giorni tra |’inizio
della prova e la fine dell’intervallo di tempo specifico.

Per la valutazione della germinazione in vivo, i
semi sintetici di fotinia sono stati posti su substrato
sterilizzato di torba e perlite in alveoli all’interno di
contenitori in plastica, con aperture regolabili, poi
messi in camera di crescita in condizioni standard di
coltura. L’umidita all’interno del contenitore ¢ stata
mantenuta sempre elevata con innaffiature regolari.
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Dopo I’ottimizzazione del protocollo di incapsula-
mento, sono state condotte delle prove di conservazio-
ne in crescita rallentata di semi sintetici di metroside-
ros. Gemme apicali sono state incapsulate in 3% di
Na-alginato e lasciate indurire nella soluzione com-
plessante per 30 min, quindi le capsule sono state
poste in conservazione a 4 ¢ 10°C in oscurita. Dopo 2,
4, 6 ¢ 8 mesi di conservazione le capsule sono state
trasferite su substrato fresco in condizioni standard
per una subcoltura (21 giorni) e quindi ne ¢ stata valu-
tata la capacita di ripresa proliferativa.

Ogni esperimento ¢ stato effettuato con un minimo
di 30 gemme e ripetuto almeno due volte. L analisi
statistica dei dati percentuali ¢ stata effettuata median-
te il test non parametrico il “Post Hoc Multiple
Comparisons Test” (Marascuilo e McSweeney, 1977).

Risultati e discussione

Photinia X fraseri

Un ottimo scambio ionico Na*/Ca*" con la produ-
zione di capsule idonee per la germinazione ¢ stato
ottenuto quando gemme apicali di fotinia sono state
incapsulate con una soluzione contenente 3 o 4% Na-
alginato e indurite nella soluzione complessante per
30 min. Con questa combinazione oltre 1’86% dei
semi sintetici sono germinati con un TMG di 10-12
giorni e hanno sviluppato germogli allungati (tab. 1;
fig. 1A). Percentuali simili di germinazione sono state
ottenute da altri Autori in semi sintetici di orchidee
(Saiprasad e Polisetty, 2003) e Morus spp. (Pattnaik e
Chand, 2000). Un’analoga germinabilita, ma con un
TMG inferiore ¢ stata ottenuta con capsule di alginato
indurite per 20 min; i semi sintetici pero, in questo
caso, risultavano troppo morbidi e fragili, rendendoli
non idonei per la manipolazione durante il trasferi-
mento nel terreno di coltura o per la conservazione.
Pertanto, negli esperimenti successivi sono stati utiliz-
zati 1 semi sintetici con 3% Na-alginato e induriti per
30 min. E’ stata valutata I’influenza del tipo di espian-
to e I’effetto dell’aggiunta di saccarosio. Le gemme

Fig. 1 - Germinazione di gemme apicali di Photinia X fraseri (A)
e Syringa vulgaris (B) incapsulate con 3% di Na-alginato, 60 g/
di saccarosio e indurite per 30 min.

Fig. I - Germination of Photinia x fraseri (4) and Syringa vul-
garis (B) apical buds encapsulated with 3% Na-alginate, 60 g/I
sucrose and hardened for 30 min.
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apicali hanno notevolmente beneficiato dell’aggiunta
del saccarosio nell’endosperma artificiale arrivando
ad una germinazione totale delle capsule in 12 giorni
con ’aggiunta di 60 g/l e in quasi 17 giorni con 1’ag-
giunta di 30 g/l di saccarosio (tab. 2). I segmenti uni-
nodali, al contrario, sono risultati meno idonei all’in-
capsulamento, mostrando sia una bassa germinazione
(47%) sia un TMG piu prolungato (20-22 giorni). La
prova di germinazione in vivo dei semi sintetici di
fotinia, sebbene preliminare, ha fornito risultati molto
promettenti, con il 63% di germinazione dopo 3 setti-
mane dalla semina. Sono necessarie, ulteriori indagini
per migliorare la fase di radicazione e limitare 1’inqui-
namento.

Syringa vulgaris

Con questa specie sono state condotte prove di
germinabilita valutando sia 1’effetto del tipo di
gemma, apicale o ascellare, che dell’aggiunta del sac-
carosio nell’endosperma artificiale. L’aggiunta di sac-
carosio ha portato un effetto positivo sulla propaga-
zione dei semi sintetici contenenti gemme apicali di
lilla con tutte le concentrazioni testate, mostrando per-
centuali sempre maggiori dell’81% (tab. 3; fig. 1B).
In particolare, in termini di rapidita di germinazione,
le gemme apicali incapsulate, contenenti 10 o 30 g/l

Tab. 1 - Germinabilita (GER) e tempo medio di germinabilita (TMG) di semi sintetici di Photinia x fraseri, contenenti gemme apicali, pre-
parati con differenti concentrazioni di Na-alginato e induriti per tempi diversi (in ogni colonna, lettere differenti indicano percentuali
significativamente diverse, p>0,05).

Tab. 1 - Germinability (GER) and germination time (TMG) of Photinia x fraseri synthetic seeds, containing apical buds, prepared with dif-
ferent Na-alginate concentrations and hardened for increasing times (in each column, different letters indicate percentages significantly

different at p>0.05).
. . Durata dello scambio ionico
Concentrazione di - i -
Na-alginato (%) 20 min 30 min 40 min
GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg)
85,5a 6,8 77,7a 12,1 76,6a 7,0
3 81,8a 8,0 86,1a 10,6 66,7a 7,9
84,2a 8,8 86,9a 11,9 75,8a 10,1
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Tab. 2 - Germinabilita (GER) e tempo medio di germinabilita
(TMG) di semi sintetici di Photinia X fraseri, contenenti gemme
apicali o segmenti uninodali (in ogni colonna, lettere differenti
indicano percentuali significativamente diverse, p>0,05).
Tab. 2 - Germinability (GER) and germination time (TMG) of
Photinia x fraseri synthetic seeds, containing apical buds or unin-
odal segments (in each column, different letters indicate percent-
ages significantly different at p>0.05).

Concentrazione Gemme apicali Segmenti uninodali

saccarosio (g/l)| GER (%) | TMG (gg) | GER (%) | TMG (gg)
30 100,0a 16,9 16,7b 20,0
60 100,0a 12,1 46,6a 22,1

di saccarosio, presentano un TMG inferiore, pari a 11-
12 giorni, rispetto all’assenza di saccarosio e con la
maggiore concentrazione di saccarosio (60 g/l) utiliz-
zata nella prova. Rispetto ai semi sintetici privi di sac-
carosio nell’endosperma artificiale, anche i semi con-
tenenti le gemme ascellari presentano percentuali
maggiori di germinazione aggiungendo 10 o 30 g/l di
saccarosio, non superando comunque il 61% di germi-
nazione e registrando un notevole ritardo nel TMG:
circa 15 giorni in piu rispetto ai semi sintetici conte-
nenti le gemme apicali. La concentrazione di 60 g/l di
saccarosio ha determinato la piu bassa percentuale di
germinabilita (27%) con le gemme ascellari (tab. 3).

Polygala myrtifolia

I semi sintetici di questa specie sono stati preparati
utilizzando due diverse concentrazioni di saccarosio
ed ¢ stato valutato il tempo idoneo di indurimento
della capsula, confrontando 15, 20, 30 ¢ 40 min di
immersione nella soluzione complessante. Come per
il lilla, anche le gemme di poligala hanno beneficiato
dell’incapsulamento mostrando una piu elevata per-
centuale di germinazione rispetto alle gemme non
incapsulate (87% vs 60%) (dati non mostrati), mante-
nendo il TMG costante, pari a circa 13 giorni con
I’aggiunta di 30 g/l di saccarosio. La combinazione
ottimale ¢ stata ottenuta aggiungendo 30 g/l di sacca-

Tab. 3 - Germinabilita (GER) e tempo medio di germinabilita
(TMG) di semi sintetici di Syringa vulgaris, contenenti gemme
apicali e ascellari, con diverse concentrazioni di saccarosio (in
ogni colonna, lettere differenti indicano percentuali significativa-
mente diverse, p>0,05).

Tab. 3 - Germinability (GER) and germination time (TMG) of
Syringa vulgaris synthetic seeds, containing apical or axillary
buds, added of various concentrations of sucrose (in each column,
different letters indicate percentages significantly different at

p=>0.05).
Concentrazione Gemme apicali Gemme ascellari
saccarosio (g/l)) GER (%) | TMG (gg) | GER (%) | TMG (gg)
0 76,0b 21,4 37,8b 31,0
10 81,5a 11,4 61,3a 25,8
30 87,5a 12,2 452a 23,7
60 88,0a 16,2 26,9b 25,1
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rosio e lasciando indurire le capsule per 15 e 20 min.
Aumentando il tempo di indurimento, le percentuali
di germinazione diminuiscono. Inoltre, anche con
questa specie, come Vvisto per i semi sintetici di lilla,
la maggiore concentrazione di saccarosio ha determi-
nato un rallentamento nel TMG, ma ha determinato
anche una marcata diminuzione della germinazione,
in contrasto con quanto osservato con le capsule di
lilla e di fotinia (tab. 4).

Metrosideros excelsa

Le gemme apicali incapsulate di metrosideros
sono state utilizzate sia per prove di propagazione che
di conservazione a bassa temperatura. La fase di otti-
mizzazione del protocollo di incapsulamento ha pre-
visto I’individuazione del miglior tempo d’indurimen-
to della capsula e la migliore concentrazione di sacca-
rosio al fine di produrre semi sintetici idonei ad una
pronta germinazione, ad un’opportuna manipolazione
e conservazione. I semi sintetici contenenti le gemme
apicali di metrosideros hanno mostrato un’ottima per-
centuale di germinabilita (dal 47% al 93%) con
entrambe le concentrazioni di saccarosio utilizzate
(tab. 5); tali percentuali risultano superiori a quelle
osservate da lapichino e collaboratori (2009) nella
stessa specie, sebbene il TMG sia prolungato di qual-
che giorno. Si evidenzia, infatti, anche per il metrosi-
deros, come visto in poligala e lilla, un moderato
ritardo nei tempi di sviluppo con la concentrazione
maggiore di saccarosio (tab. 5): il TMG ¢ compreso
fra 16 e 22 giorni con 30 g/l di saccarosio, mentre tale
valore risulta piu elevato e compreso fra 21 e 30 gior-
ni con 60 g/l di saccarosio. Inoltre, utilizzando 60 g/l
di saccarosio sono stati sufficienti 20 min di induri-
mento, mentre con 30 g/l di saccarosio, la durata dello
scambio ionico deve essere prolungata di ulteriori 10
minuti per ottenere un’elevata conversione delle
capsule.

Dopo I’ottimizzazione del protocollo di incapsula-
mento, le gemme apicali di metrosideros escisse da
germogli in proliferazione in vitro sono state incapsu-
late in 3% di Na-alginato e indurite per 30 min, quindi
sono state poste in conservazione in condizione di cre-
scita rallentata. Sono state testate due diverse tempera-
ture, 4 e 10 °C, quest’ultima in considerazione della
bassa tolleranza al freddo della specie, e in condizioni
di oscurita. E’ stata valutata la capacita germinativa e
il TMG dopo 2, 4, 6 e 8 mesi di conservazione. Con lo
stoccaggio a bassa temperatura ¢ stato possibile pro-
trarre la conservazione dei semi sintetici per 8 mesi.
Nei semi sintetici conservati in oscurita a 10°C ¢ stata
osservata una maggiore percentuale di germinazione,
un 90% al ritorno in condizioni standard di coltura
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Tab. 4 - Germinabilita (GER) e tempo medio di germinabilita (TMG) di semi sintetici di Polygala myrtifolia preparati con differenti con-
centrazioni di saccarosio e induriti per tempi diversi (in colonna, lettere differenti indicano percentuali significativamente diverse, p>0,05).
Tab. 4 - Germinability (GER) and germination time (TMG) of Polygala myrtifolia synthetic seeds prepared with different concentrations
of sucrose and hardened for increasing times (in each column, different letters indicate percentages significantly different at p>0.05).

Concentrazione Durata dello scambio ionico
di saccarosio 15 min 20 min 30 min 40 min
D) GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg)
30 86,7a 13,8 80,0a 10,8 66,7a 14,1 73,3a 10,7
60 53,3b 15,2 50,8b 14,3 60,2a 15,6 40,0b 15,5

Tab. 5 - Germinabilita (GER) e tempo medio di germinabilita (TMG) di semi sintetici di Metrosideros excelsa, preparati con differenti
concentrazioni di saccarosio e induriti per tempi diversi (in colonna, lettere differenti indicano percentuali significativamente diverse,
p>0,05).

Tab. 5 - Germinability (GER) and germination time (TMG) of Metrosideros excelsa synthetic seeds prepared with different concentrations
of sucrose and hardened for increasing times (in each column, different letters indicate percentages significantly different at p>0.05).

Concentrazione Durata dello scambio ionico
di saccarosio 15 min 20 min 30 min 40 min
e GER(%) | TMG(gg) | GER(%) | TMG(gg) | GER(%) | TMG (gg) | GER(%) | TMG (gg)
30 80,0a 212 46,7b 15,7 93,3a 16,8 55,6b 2,1
60 733a 23,8 92.8a 20,6 78,62 25,1 714a 29.6

dopo 2 mesi di conservazione, prolungando il manteni-
mento in crescita rallentata a 4 mesi ¢ stata rilevata
una germinazione del 75% (fig. 2), sebbene sia da
segnalare un leggero ritardo del TMG (22 giorni)
rispetto ai tempi di sviluppo in condizioni standard (17
giorni). Dopo tale periodo, ¢ stato registrato un forte
calo della germinazione (tab. 6). La conservazione a 4
°C si ¢ dimostrata meno idonea, con basse percentuali
di germinazione (21%) dal primo periodo di rilievo.

Fig. 2 - Germinazione del seme sintetico di metrosideros dopo 4
mesi di conservazione a 10°C in oscurita (A) e ricrescita dopo 4
settimane in condizioni standard di coltura (B).

Fig. 2 - Germination of metrosideros synthetic seed after 4
months conservation at 10°C in the dark (4) and regrowth in
standard culture conditions after 4 weeks (B).

Conclusioni

Anche se di recente sviluppo, la tecnologia del
seme sintetico ¢ attualmente uno strumento importan-
te che puo essere messo a disposizione degli operatori
del settore vivaistico e della ricerca, per la propaga-
zione in vitro anche delle specie ornamentali, con par-
ticolare riguardo a quelle di difficile propagazione e
conservazione. Gli ottimi risultati raggiunti nel pre-
sente lavoro confermano |’elevata potenzialita della
tecnica applicata alla propagazione di fotinia, lilla,
poligala a foglie di mirto e metrosideros. Inoltre, ¢
stata chiaramente evidenziata I’importanza di ottimiz-
zare i vari parametri dell’incapsulamento (quali la
concentrazione di alginato, il tempo di indurimento
della capsula, la concentrazione di saccarosio nell’en-
dosperma artificiale). I semi sintetici si sono dimo-
strati un idoneo materiale anche per la conservazione
a medio termine. Questo approccio biotecnologica-
mente avanzato deve essere considerato, quindi, di
interesse strategico per la conservazione ex situ di ger-
moplasma in via di estinzione e prezioso di specie
ornamentali economicamente importanti.

Tab. 6 - Conservazione di semi sintetici di Metrosideros excelsa a 4 e 10°C in oscurita. Dopo la conservazione, i semi sintetici sono stati
trasferiti in condizioni standard di coltura ed ¢ stata valutata la germinabilita (GER) e il tempo medio di germinabilita (TMG) (in ogni
colonna, lettere differenti indicano percentuali significativamente diverse, p>0,05).

Tab. 6 - Conservation of Metrosideros excelsa synseeds at 4°C and 10°C in the dark. After cold storage, the synthetic seeds were transfer-
red to standard culture conditions and evaluated for germinability (GER) and germination time (TMG) (in each column, different letters
indicate percentages significantly different at p>0.05).

. Durata della conservazione
Temperatura di - : . .
conservazione 2 mesi 4 mesi 6 mesi 8 mesi
GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg) GER (%) TMG (gg)
4°C 21,0b 13 21,4b 28 24,0a 28 - -
10 °C 90,0a 18 75,0a 22 13,3a 23 7 19
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Riassunto

La tecnologia dell’incapsulamento ¢ un importante
strumento per la propagazione e la conservazione in
vitro di specie vegetali, sebbene risulti ancora limitata
la sua applicazione alle specie ornamentali. Pertanto, ¢
stata valutata 1’adattabilita di alcune specie ornamen-
tali alla produzione di semi sintetici; in particolare,
sono stati sviluppati idonei protocolli d’incapsulamen-
to di fotinia, lilla, poligala a foglie di mirto e metrosi-
deros. Inoltre, il seme sintetico € stato valutato come
strumento per realizzare la conservazione in crescita
rallentata in metrosideros. Appare evidente che tale
tecnologia puo rappresentare un valido contributo al
settore ornamentale, con particolare riguardo alle spe-
cie di difficile propagazione e conservazione.

Parole chiave: alginato di sodio, coltura in vitro, con-
servazione in crescita rallentata, semi sintetici.
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Micropropagazione del Lilium in bioreattore: vantaggi e criticita del

sistema
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Micropropagation of Lilium in biore-
actor: advantages and critical
points of the system

Abstract. Scaling-up in bioreactors and reduction in
manual handling provide an efficient and economic
system for in vitro multiplication of bulb plants. In vitro
bulblet propagation of Lilium was studied using an
automated balloon type bubble bioreactor. Two differ-
ent culture methods were compared: continuous
immersion and temporary immersion in liquid medium
(ebb and flood system). Results revealed that mor-
phological traits and biomass accumulation were
more efficient when culturing was performed under
continuous immersion. It was found a technique to
avoid contamination of the substrate during the culti-
vation in the bioreactor. This technique includes the
sterilization of Lilium clusters with sodium hypochlorite
for 5-15 minutes before setting up the bioreactor and
the use of cefotaxime in the liquid medium.

Key words: Liquid culture, ebb and flood, immer-
sion culture.

Introduzione

L’utilizzo in vitro dei bioreattori, poiché prevede
I’impiego del mezzo liquido come substrato, oltre a
favorire lo scambio di nutrienti fra tessuto vegetale e
mezzo di coltura, pud agevolare I’automazione delle
operazioni manuali e consentire una significativa
riduzione dei costi della micropropagazione. Tale tec-
nologia potrebbe risultare particolarmente vantaggio-
sa per il Lilium il quale ¢ gia efficacemente moltipli-
cato in vitro a partire da scaglie per una produzione
massale (Han, 2004). Obiettivo della ricerca ¢ stato
quello di valutare 1’adattabilita del bioreattore e del
metodo di coltura (immersione temporanea o immer-
sione continua) alla moltiplicazione del Lilium evi-
denziando potenzialita e difficolta del sistema.

* tcardare@unitus.it
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Materiale e metodi

L’esperimento ¢ stato condotto ponendo all’interno
di bioreattori (Balloon Type Bubble Bioreactor) clu-
sters (5-7 mm) di germogli dell’ibrido commerciale
(LA) Brindisi® sviluppatisi alla base di scaglie incu-
bate per 5 settimane su substrato solido (Cardona
Suarez et al., 2010). Per ogni bioreattore (volume 4 1)
¢ stato utilizzato 1 1 di substrato contenente 4,4 g I'' di
sali MS (Murashige e Skoog, 1962), 4,4 uM BA, 1,1
uM NAA, 6% saccarosio (pH 5,8). Sono stati utilizza-
ti 20-30 germogli, corrispondenti a circa 15 g di mate-
riale vegetale, per bioreattore. All’interno dei bioreat-
tori ¢ stata inserita una rete per il sostegno del mate-
riale vegetale. Le condizioni ambientali prevedevano
una temperatura di 24+1 °C e buio continuo. Il primo
esperimento ¢ stato finalizzato ad individuare una tec-
nica in grado di evitare possibili contaminazioni a
carico del substrato durante la coltura in bioreattore.
Per questo, il materiale vegetale (gia proveniente da
vitro) ¢ stato ulteriormente sottoposto a sterilizzazione
con ipoclorito di sodio (2% di cloro attivo) seguito da
3 lavaggi con acqua sterile prima dell’allestimento del
bioreattore. I trattamenti previsti erano: ipoclorito per
15 minuti; ipoclorito per 15 minuti e poi aggiunta di
cefotaxime 0,50 mg ml! nel substrato liquido; ipoclo-
rito per 5 minuti e poi cefotaxime 0,50 mg ml™! nel
substrato liquido. Il controllo prevedeva 1’allestimento
di bioreattori senza alcun trattamento preventivo con
ipoclorito e/o antibiotico. I bioreattori sono stati
impostati secondo il sistema ad immersione tempora-
nea (TIS) con 30 minuti di immersione ogni 2 ore ¢
mezza per un totale di 8 cicli/giorno. Nel corso del
secondo esperimento il sistema ad immersione conti-
nua (con 0,1= volume d’aria/ volume totale, minuto) ¢
stato messo a confronto con il sistema TIS; contempo-
raneamente ¢ stata avviata una prova su substrato soli-
do in barattoli di vetro contenenti 200 ml dello stesso
substrato di cui sopra aggiunto di agar allo 0,7%.
Anche in questo caso il materiale vegetale ¢ stato pre-
ventivamente sterilizzato con ipoclorito per 15 minuti
e poi ¢ stato aggiunto cefotaxime 0,50 mg ml-!' nel
substrato liquido. In entrambi gli esperimenti, per cia-



scun trattamento sono state effettuate 3 repliche.
Dopo 4 settimane sono stati rilevati i dati biometrici
mentre una parte dei bulbi ¢ stata utilizzata per deter-
minare il peso fresco ed il peso secco (dopo aver
essiccato 1 bulbi ad 80°C per 48 ore). Quindi sono
stati calcolati I’indice di crescita (Moran et al., 2003)
e la percentuale di sostanza secca. I dati sono stati sot-
toposti all’analisi della varianza, previa trasformazio-
ne angolare dei valori percentuali, e le medie delle
variabili risultate significative sono state confrontate
con il test di Duncan (p = 0,05).

Risultati e discussione

Tutti i trattamenti con ipoclorito e/o con antibioti-
co hanno determinato una totale inibizione della com-
parsa di inquinamenti batterici mentre nel controllo,
ossia in assenza di trattamenti, gia dopo 5-7 giorni il
substrato all’interno dei bioreattori appariva irrime-
diabilmente contaminato impedendo il proseguimento
della coltura di germogli. Rispetto al trattamento di
sterilizzazione, I’immersione del materiale vegetale
con ipoclorito alla piu bassa concentrazione e la pre-
senza di antibiotico nel substrato hanno indotto un
incremento significativo del numero di germogli pro-
dotti dopo appena 4 settimane da ogni singolo espian-
to (tab. 1); anche ’altezza e il diametro dei germogli
ne sono risultati influenzati positivamente. Per quanto
riguarda il peso fresco (sia totale che di ogni espianto)
e la formazione di radici tali parametri hanno mostrato
valori superiori in presenza di antibiotico cosi come
osservato da precedenti autori (Kaur et al., 2008;

Tab. 1 - Effetto di trattamenti per la contaminazione batterica sui
parametri morfologici di germogli di Lilium ottenuti dopo 4 setti-
mane in bioreattore ad immersione temporanea. Lettere diverse in
riga indicano differenza significativa per p = 0,05 (test Duncan).
Tab. 1 - Effect of treatments for bacterial contamination on mor-
phological traits of Lilium shoots obtained after four weeks in a
temporary immersion bioreactor. Different letters in a row indi-
cate significant differences at p = 0.05 (Duncan’s test).
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Luna et al., 2009). Per quanto riguarda il metodo di
coltura, I’utilizzo di bioreattori ha permesso un incre-
mento della maggior parte dei parametri biometrici
osservati rispetto alla propagazione su substrato soli-
do. In particolare I’immersione continua ¢ risultata
migliore rispetto al sistema TIS e a sua volta il siste-
ma TIS ¢ risultato piu idoneo rispetto al substrato soli-
do per i seguenti parametri: altezza dei germogli, peso
fresco totale della massa vegetale prodotta, peso fre-
sco di ogni singolo espianto, indice di crescita. In par-
ticolare I’indice di crescita calcolato nel caso dell’im-
mersione continua era almeno 3 volte superiore rispet-
to al valore riscontrato su substrato solido mentre il
peso fresco totale ha evidenziato un aumento superio-
re di 10 volte rispetto ai germogli in coltura con agar.
Il numero di germogli ottenuti dopo 4 settimane da
ogni espianto, anche se non significativamente diver-
so rispetto al tipo di trattamento, ¢ risultato piu eleva-
to in bioreattore rispetto al substrato solido e, soprat-
tutto, nel caso del metodo ad immersione continua.
Nessuna differenza ¢ stata riscontrata fra i trattamenti
per la percentuale di sostanza secca né per la presenza
di malformazioni ed inoltre non sono stati osservati
fenomeni di vitrificazione (dati non mostrati) a carico
dei tessuti vegetali (Lian ef al., 2003a). La radicazione
¢ risultata stimolata nel caso del trattamento in bio-
reattore con immersione temporanea (tab. 2). I risulta-
ti trovano conferma con quanto riportato da Lian ef al.
(2003b) secondo i quali la moltiplicazione del Lilium
in bioreattore ad immersione continua permette una
piu elevata produzione di biomassa vegetale rispetto
al sistema TIS poiché nel primo caso i tessuti restano

Tab. 2 - Effetto del metodo di coltura sui parametri morfologici di

germogli di Lilium ottenuti dopo quattro settimane in bioreattore.

Lettere diverse sulla riga indicano una differenza significativa per
p = 0,05 (test di Duncan).

Tab. 2 - Effect of culture method on morphological traits of
Lilium shoots obtained after four weeks in bioreactor. Different
letters in a row indicate significant differences at p = 0.05
(Duncan'’s test).

o Trattamento con ipoclorito o Substrato !iquido Substrato
Rilievi 15 min 15 min + 5 min + Rilievi (immersione) solido
cefotaxime | cefotaxime Continua | Temporanea

Germogli/espianto (n.) 1.9b 2b 2,7a Germogli/espianto (n.) 25a 2,0 ab 1,8b
Altezza germogli (cm) 85b 9,5b 11,31 a Altezza germogli (cm) 15a 9,5b 49c¢c
Diametro germogli (cm) 0,9 ¢ 1,3b I,5a Diametro germogli (cm) 1b 1,3a 0,9b
Peso fresco totale (g) 60,1b 102,7 a 113,8a PPeso fresco totale (g) 131,1a 102,7b 92¢
Peso fresco espianto (g) 22b 39a 44a PPeso fresco espianto (g) 5,1a 39b lc
Indice di crescita 5b 9,3a 10,4 a Indice di crescita 12a 9,3b 3,6 ¢
Sostanza secca (%) 9,4b 11,1 a 10,5 ab Sostanza secca (%) 12,3 n.s. 11,1 n.s. 11,9 n.s.
Malformazioni (%) 2,1 n.s. 2,5n.s. 1,7 n.s. Malformazioni (%) 1,3 n.s. 2,5 n.s. 3,7 n.s.
Radici/espianto (n.) I,LIb 53a 5,1a Radici/espianto (n.) 1,8b 53a 1,7b
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continuamente a contatto con il substrato liquido con
un migliore assorbimento dei nutrienti. Risultati ana-
loghi sono stati evidenziati anche per altre specie
vegetali quali Spathiphyllum cannifolium (Dewir et
al., 20006), Alocasia amazonica (Jo et al., 2008),
Allium sativum (Kim et al., 2004), crisantemo (Hahn e
Paek, 2005), Oncidium (Yang et al., 2010). Nel caso
dell’immersione continua, € interessante evidenziare
che si tratta di un sistema di piu facile realizzazione
rispetto al sistema TIS in quanto non sono necessari
temporizzatori e valvole solenoidi per la programma-
zione del flusso e riflusso; tutto questo fa ipotizzare
una piu facile gestione del sistema in ambito aziendale
con minori criticita di funzionamento (Lian et al.,
2003b). I germogli ottenuti sono stati ambientati con
una percentuale di sopravvivenza del 100% per
entrambi i trattamenti in bioreattore mentre nel caso
del substrato solido tale percentuale si ¢ ridotta al
75%. Tale risultato ¢ da ricondurre alle dimensioni dei
germogli che, se ottenuti in bioreattore, arrivavano ad
un peso di circa 4-5 g ossia ad un valore doppio di
quello misurato su substrato solido, garantendo una
emergenza ottimale in vivo (Lian et al., 2003b).

Riassunto

Il Lilium ¢ stato vantaggiosamente moltiplicato in
vitro in bioreattore (Balloon Type Bubble Bioreactor)
con risultati ottimali con il metodo ad immersione
continua rispetto al sistema a immersione temporanea
per i seguenti parametri: altezza dei germogli, peso
fresco totale della massa vegetale prodotta, peso fre-
sco di ogni singolo espianto, indice di crescita. E’
stata inoltre individuata una tecnica in grado di evitare
possibili contaminazioni a carico del substrato durante
la coltura in bioreattore; tale tecnica prevede la steri-
lizzazione del materiale vegetale con ipoclorito di
sodio (2% di p.a.) per 5-15 minuti prima dell’allesti-
mento del bioreattore e 1’utilizzo di cefotaxime 0,50
mg ml! nel substrato liquido di coltura.
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Parole chiave: coltura liquida, flusso e riflusso,
immersione continua.
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Increase in proliferation in a system
of industrial propagation induced by
combinations of different issuers
LED spectral radiation

Abstract. The effect of the quality of light, emitted
by lamps consisting of various combinations of LEDs,
on the proliferation in explants of Prunus persica
Batsch x P. amygdalus, was studied to evaluate the
efficiency of production and launch an economic eval-
uation of the issuer system. The increased rate of pro-
liferation was detected under dichromatic red light
(635 nm), with irradiance (at the level of clusters) of
29.17 pymol m?2 s + blue light (465 nm) with irradi-
ance of 4.7 ymol m2 s | emitted from LEDs arranged
linearly equally spaced on a lamp into groups formed
each by 3 red and 1 blue LED. A slight decrease in
the proliferation rate was found under dichromatic
light consistent of LED emitting red light (ranged from
620 nm to 630 nm) + blue light (ranged from 453 nm
to 457 nm) at the irradiance of 25 ymol m2 s'. The
response of the other views was relatively minor, in
descending order: 625 nm red LED light (at the irradi-
ance of 29.17 ymol m2 s) + 465 nm blue LED light
(at the irradiance of 4.13 pmol m?2 s'mol m=2 s);
white LED lamp (6000-6400K at the irradiance of 30
pumol m=2 s1)); 635 nm red LED light (at the irradiance
of 18.5 uymol m2 s*') + 470 nm blue LED light (at the
irradiance of 2 ymol m2 s™'); 635 nm red LED light (at
the the irradiance of 18 pmol m2 s') + 450 nm blue
LED light (at the irradiance of 2 umol m=2 s'); white
fluorescent lamp (at the irradiance of 45 pmol m=2 s)
approximately, employed as a control. The plant
response can be attributable to interactive action
between phytochromes (red and red far light photore-
ceptors) and the blue light photoreceptors on the reg-
ulation of the lateral bud differentiation and apical
dominance. Results confirm that specific quality of
light regulate the outgrowth of lateral buds into new

" antonio.sparacino@unimi.it

shoots and the total growth of the initial explant, con-
trolling so the proliferation rate of explants cultured in
vitro. These experiments validate the role of the
lamps consisting of LED, which resulted to the most
efficient to carry out the roles of both energy source
and light signal with respect to fluorescent lamps,
usually used in industrial nurseries. The low heat
emitted from the LED lamps also helps to reduce
energy costs required to control the temperature
inside the growth chamber of the industrial microprop-
agation farm

Key words: Prunus, persica, Amygdalus, phy-
tochromes, photoreceptors.

Introduzione

I LED (Light Emitting Diodes) ossia diodi emitten-
ti luce, sono stati impiegati per anni come spie lumi-
nose a basso livello di emissione di radiazione. Questi
dispositivi a stato solido sono stati migliorati nel
corso degli anni e ora emettono, a diverse lunghezze
d’onda dello spettro visibile della radiazione, una
maggiore intensita di fotoni. Tale caratteristica li
rende impiegabili come fonte di luce per la crescita e
lo sviluppo delle piante. Il loro utilizzo ¢ favorito
dalla possibilita di impiegare diverse combinazioni di
diodi per ricostruire idonee qualita spettrali della luce,
da quella blu (400-500 nm) a rossa e rossa lontana
(610-730 nm) dello spettro luminoso. Nel range di
queste lunghezze d’onda i fotorecettori delle piante
assorbono fotoni sia per fornirsi dell’energia necessa-
ria alla fotosintesi (Photosynthetic Active Radiation,
PAR, 400-700) sia per percepire [’ambiente circostan-
te. Un’altra caratteristica utile dei LED ¢ il rendimen-
to di conversione ad alta energia luminosa e con bassa
produzione di energia termica, particolarmente favo-
revole in specifiche applicazioni come le fasi della
propagazione in vitro dei vivai industriali.
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Le piante per aumentare la loro capacita di adatta-
mento alle condizioni ambientali impiegano una ple-
tora di sensori per monitorare 1’ambiente circostante.
Tra 1 fattori ambientali la luce, oltre ad essere la fonte
energetica dei processi della fotosintesi, modula lo
sviluppo e i ritmi endogeni della pianta (Muleo e
lacona, 2007). La pianta traduce il segnale fisico,
intrinseco nella radiazione luminosa, in segnale bio-
chimico, molecolare e fisiologico tramite un discreto
numero di piccole famiglie di fotorecettori, quali: il
fitocromo, il criptocromo e le fototropine (Smith,
2000; Christie e Briggs, 2001). 1I fitocromo ¢ un foto-
recettore sensibile alla radiazione rossa (RL) e rossa-
lontana (FRL), esso regola le risposte della pianta
evocate dalle due fonti luminose. Il fitocromo esiste
in due forme discrete: quella assorbente RL (Pr) e
quella assorbente FRL (Pfr); le due forme sono foto-
reversibili da una forma all’altra. In Arabidopsis sono
state individuate cinque isoforme di fitocromo da
PHYA a PHYE (Clack et al., 1994). I fitocromi indu-
cono una vasta gamma di risposte fotomorfogeniche,
come la germinazione dei semi, il de-eziolamento e
I’induzione fiorale, e agiscono sia in sinergia sia in
antagonismo con i fotorecettori della luce blu (Quail,
2002). I fotorecettori del blu, criptocromi (cryl-3) e
fototropine (photl-2), in 4. thaliana mediano il foto-
tropismo, 1’architettura del sistema radicale e il tasso
di crescita della pianta (Liscum e Briggs, 1995;
Sakamoto e Briggs, 2002). La fototropina-1 ¢ presen-
te nella zona di allungamento delle radici primarie e
laterali, ha un ruolo nella plasticita adattativa della
crescita delle radici (Galen et al., 2007). 1l sito di
segnale del criptocromo ¢ nella parte aerea della pian-
ta ma agisce da antagonista nella regolazione dell’al-
lungamento della radice (Canamero ef al., 2006).

Man mano che le piante crescono, dal meristema
apicale si forma una serie di meristemi ascellari che
costituiscono le gemme laterali. Dalle gemme ascella-
ri si originano le ramificazioni laterali e tali eventi
sono inibiti dall’attivita della auxina prodotta dal
meristema apicale, fenomeno noto come dominanza
apicale (McSteen e Leyser, 2005). 11 trasporto polare
dell’auxina ¢ il processo mediante il quale 1’ormone ¢
mosso dall’apice del fusto verso le radici. L’auxina,
nel migrare dall’alto verso il basso, incontra le cito-
chinine e gli strigolattoni (ormoni la cui molecola di
base ¢ un carotenoide) che si muovono dalle radici
verso ’alto. Le citochinine recano un segnale antago-
nista a quello delle auxine e gli strigolattoni svolgono
un ruolo nella regolazione del trasporto dell’auxina.
L’insieme dei segnali determina 1’espletamento dei
processi fisiologici e biologici inerenti la schiusura
delle gemme ascellari e la conseguente ramificazione
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(Ljung et al., 2001; Leyser, 2003; Crawford et al.,
2010).

Le ricerche svolte negli ultimi anni dimostrano che
le qualita della luce regolano molti caratteri delle
piantine coltivate in vitro, come 1’anatomia e la
dimensione della foglia in betulla, 1’attivita fotosinte-
tica, la dimensione ¢ la densita degli stomi; il conte-
nuto di clorofilla in Cymbidium e crisantemo (Sabo et
al., 1995; Tanaka et al., 1998); la distensione degli
internodi e I’allungamento dello stelo in crisantemo,
fragola, pomodoro e Pelargonium (Mortensen &
Stromme, 1987; Appelgren, 1991; Nhut et al., 2003);
la formazione di gemme ascellari e la loro schiusura e
sviluppo in germogli in vite (Ché¢, 1986), e la rizoge-
nesi in pero (Bertazza et al., 1995). In susino e in
melo, la genesi dei meristemi laterali e, successiva-
mente, il loro sviluppo in germogli laterali, sono rego-
lati diversamente dalla luce blu e da quella rossa
(Muleo et al., 2001; Muleo ¢ Morini, 2008). La luce
blu induce una maggiore formazione di meristemi
laterali ma stimola la dominanza apicale che impedi-
sce il loro sviluppo in germogli laterali, mentre la luce
rossa induce la riduzione della dominanza apicale e
favorisce lo sviluppo delle gemme ascellari in germo-
gli laterali. In melo e susino, la luce rossa ha indotto
un maggiore tasso di proliferazione, analogamente a
quanto riportato da Norton et al (1988) in Spiraea.

Nelle sperimentazioni condotte ¢ stata indagata
I’azione che lampade con diverse combinazioni di
LED a luce blu e rossa avrebbero sul tasso di prolife-
razione del GF 677 (Prunus persica Batsch x P. amig-
dalus Batsch), in un sistema produttivo di un vivaio di
tipo industriale. Lampade al neon e lampade assem-
blate con LED a luce bianca sono state impiegate
come controllo.

Materiali e metodi

Espianti del portinnesto di GF 677 lunghi 1 cm
circa, di vigore uniforme, con tre o quattro gemme
laterali, del peso fresco medio di circa 10 mg, sono
stati raccolti da ciuffi (cluster) generati in un processo
industriale di coltura in vitro (8 espianto per vaso, 4
vasi per tesi). Il mezzo di coltura utilizzato ¢ Quoirin
& Lepoivre (1977) integrato con 30 g 1! di saccarosio,
benziladenina 0,3 mg I'!, acido indolo-3-butirrico 0,01
mg I, Il mezzo ¢ stato sterilizzato a 1201 °C per 20
min dopo 1’aggiunta di agar-agar B&V S1000 ed ¢
stato titolato a pH 5,7. Gli esperimenti sono stati con-
dotti ponendo i vasi di coltura su scaffali, posti in una
camera di crescita con temperatura di 2242 °C e a un
fotoperiodo di 16 ore di luce, seguendo il normale
processo industriale che prevede lo sviluppo di un



cluster in una serie susseguente di subcolture. Ogni 30
giorni al cluster era rinnovato il taglio basale e trasfe-
rito su mezzo fresco per la successiva subcoltura.
Contenitori di vetro da 500 ml, con 100 ml di mezzo
colturale ciascuno, sono stati impiegati come conteni-
tori per la coltura.

Le fonti di luce impiegate nella sperimentazione
sono descritte in tabella 1. Tutte le lampade sono state
disposte a un’altezza di 25 cm dal mezzo colturale, e
I’irradianza ¢ stata rilevata alla medesima distanza,
con un radiometro Delta Ohm.

Al termine di ogni subcoltura sono stati rilevati i
seguenti parametri: numero di germogli laterali forma-
ti per cluster, peso fresco totale di ciascun cluster e
lunghezza germogli. Sono stati inoltre calcolati: il
numero cumulato di germogli neoformati e peso fresco
per cluster in ciascuna delle subcolture precedenti, e la
percentuale di germogli per classe di allungamento.

Risultati
Il peso fresco del cluster ¢ stato fortemente condi-

zionato dal tipo di luce sin dalla prima subcoltura
(tab. 2, fig. 2). I cluster esposti alla luce bianca emes-
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sa dalla lampada fluorescente e dalla lampada LED
BIANCO hanno mostrato un peso fresco inferiore
rispetto ai cluster esposti alle lampade LED3, LED4 e
LEDS. Nelle lampade PIR1 e PIR2, i cluster, alla fine
della prima subcultura, avevano un peso fresco infe-
riore rispetto a quelli allevati alle lampade LED3-5, e
analogo a quello rilevato alle condizioni di luce fluo-
rescente. La crescita, in termini di peso fresco, tra la
terza e la sesta subcultura, in cui (causa problemi di
inquinamento) non erano presenti i cluster esposti alla
lampada LED BIANCO e alla lampada LEDS, ¢ stata
inferiore nei cluster esposti alla luce emessa dalla
prima lampada, mentre ¢ stata sempre piu elevata nei
cluster esposti alla lampada LED4.

Lo sviluppo di germogli laterali ¢ stato significati-
vamente maggiore nei cluster allevati alle condizioni
di luce LED3 e LED4 (tab. 2, fig. 1). I cluster esposti
alla qualita di luce emessa da quest’ultima lampada, a
ogni subcoltura, hanno mediamente incrementato la
produzione di germogli (fig. 3) del 118,7% rispetto al
controllo luce bianca fluorescente emessa dai neon. I
germogli esposti alle luci emesse dalle lampade PIR1
e PIR2 hanno prodotto una quantita di germogli inter-
media.

Tab. 1 - Descrizione delle caratteristiche costruttive e di emissione della radiazione delle lampade impiegate.
Tab. I - Description of the characteristics of construction and emission of radiation from the lamps used.

Lampada
PIR1

Lampada
PIR2

Lampada
LED3

Lampada
LED4

Lampada
LEDS

Lampada
NEON

Lanpada
LED BIANCO

quadrangolare, posta centralmente nella parte superiore di una camera chiusa, a forma piramidale tronca a base
quadrata, avente come fonte di luce 5 LED emittenti RL con picco di emissione a 635 nm e 2 LED da emittenti
BL con picco a 450 nm. L’irradianza rilevata a livello dei cluster ¢ stata di 18 umol m? s! di RL e di 2 umol m-
2 o1

s~ di BL.

quadrangolare, posta centralmente nella parte superiore di una camera chiusa, a forma piramidale tronca a base
quadrata, avente come fonte di luce 5 LED emittenti RL con picco di emissione a 635 nm e 3 LED da emittenti
BL con picco a 470 nm.. L’irradianza rilevata a livello dei cluster ¢ stata di 18,5 umol m? s™! di RL e di 2 umol
m s’ di radiazione blu.

costituita da un dissipatore lineare di 1,5 m sul quale sono disposti 20 LED equamente distribuiti in una fila di
1,2 m. Dei 20 LED, 15 hanno un picco massimo di emissione a 625 nm (RL) e 5 LED hanno un picco di emis-
sione compreso tra 460 nm e 470 nm (BL). L’irradianza a livello dei cluster & di 29,17 pmol m? s! di RL e di
4,13 umol m? s di BL.

lineare da 1,5 m costituita da 226 LED equamente disposti su due file lungo la lampada. 134 LED hanno un
picco di emissione compreso tra 620 nm e 630 nm e 92 LED hanno un picco di emissione compreso tra 453 nm
€ 457 nm. L’irradianza a livello dei contenitori delle piante ¢ di 25 pmol m?2 s di RL e di 5 pumol m? s*! di BL.

costituita da un dissipatore lineare di 1,5 m sul quale sono disposti 20 LED equamente distribuiti in una fila di
1,2 m. Dei 20 LED, 15 hanno un picco di emissione a 635 nm (RL) e 5 LED hanno un picco di emissione com-
preso tra 460 nm e 470 nm (BL). L’irradianza a livello dei contenitori delle piante & di 29,17 pmol m?2 s! di RL
e di4,7 umol m?s! di BL.

fluorescente lineare (Philips) di 1,5 m da 58W ad emissione luminosa bianca, alimentata da ballast elettronico.
La radiazione risultante a livello delle piante ¢ di 45 pmol m™ s'! circa. Impiegata come controllo.

lampada lineare tubolare di 1,5 m a LED bianchi, da 6000-6400K. L’irradianza a livello dei contenitori delle
piante ¢ di 30 umol m s!. Impiegata come controllo.
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Fig. 1 - Incremento percentuale di germogli neoformati alle con-
di ogni subcoltura.
Fig. 1 - Percentage increase of newly formed shoots under the
conditions of each LED lamp calculated with respect to the newly

dizioni di ciascuna lampada LED calcolato rispetto ai germogli
neoformati alle condizioni della lampada fluorescente al termine

formed shoots under the conditions of the fluorescent lamp at the
end of each subculture.
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Fig. 2 - Incremento percentuale del peso fresco del cluster calco-

lato rispetto al controllo luce fluorescente al termine di ogni
subcultura.
Fig. 2 - Percentage increase of the fresh weight of the cluster cal-
culated compared to control fluorescent light at the end of each
subculture.

Interessante appare lo sviluppo dei germogli nel-
I’insieme di ciascun cluster. Infatti, nei cluster esposti

alla luce emessa alle condizioni di LED3 e LED4
sono stati rilevati 1 germogli di lunghezza maggiore,
mentre nei cluster esposti alla luce bianca emessa dai
neon, non sono stati osservati germogli di lunghezza
superiore a 2 cm (figg. 4 e 5). Anche per questo carat-
tere sono stati rilevati dati intermedi nei cluster espo-

sti alle condizioni di luce emesse in PIR1 e PIR2.

1scussione

D

Recentemente, Kurepin et al. (2007) hanno evi-
denziato che la prolungata esposizione delle piante a
specifiche qualita spettrali della luce induce cambia-
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Fig. 3 - Incremento percentuale della produzione di germogli alle
condizioni di luce LED4 al termine di ogni subcoltura calcolato
rispetto al controllo luce fluorescente.

Fig. 3 - Percentage increase of the production of buds on the
lighting conditions LED4 at the end of each subculture calculated
comparing to control fluorescent light.

FIR X FIR 1 LED 3 LED 4 NECH
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Fig. 4 - Ripartizione percentuale dei germogli sviluppati nelle
diverse classi di lunghezza (cm) al termine VI subcoltura.
Fig. 4 - Percentage distribution of the shoots developed in diffe-
rent length classes (cm) after subculture VI.
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Fig. 5 - Veduta dell’insieme dei germogli ascellari sviluppati, al
termine della quarta subcultura, in un cluster esposto alle lampade
LED3 (a) e in un cluster esposto alle lampade fluorescenti (b).
Fig. 5 - View of the set of axillary shoots developed, at the end of
the fourth subculture, in a cluster exposed to the lamps LED3 (a)
and in a cluster exposed to fluorescent lamps (b).
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menti nei livelli di auxina endogena, influenzando
cosi 1’azione dell’ormone. L’auxina partecipa alla
regolazione della dominanza apicale e della crescita
dei germogli ascellari (Hagen e Guilfoyle, 2002).
L’esposizione delle piantine alle diverse luci indurreb-
be quindi nelle piantine dello stesso genotipo un equi-
librio diverso delle auxine e una regolazione differen-
te di tale ormone. Questa si manifesterebbe con un
maggior sviluppo di gemme ascellari e con una loro
pronta crescita in un nuovo germoglio, come avviene
alle condizioni delle Lampade LED3 e LED4.

Per aumentare 1’efficienza delle tecniche in vitro,
le condizioni di coltura, come temperatura, umidita,
illuminazione e ventilazione, devono essere ottimali.
Generalmente nel processo di propagazione in vitro
sono impiegate lampade fluorescenti Coolwhite; tutta-
via, il costo operativo di queste lampade incide per il
65% del costo totale dell’elettricita, che rende tale
spesa una delle piu alte in un laboratorio di colture di
tessuti, inferiore solo a quella della manodopera
(Kodym e Zapata-Arias, 1999). 1l costo dell’energia
elettrica se calcolato in percentuale sulla spesa totale
della piantina finita, in Italia, nei nostri sistemi pro-
duttivi incide per il 25-40% sul costo totale della pian-
ta prodotta in vitro. L utilizzo di lampade costituite da
LED, come fonte di luce ¢ attraente a causa del loro
vasto potenziale per applicazioni commerciali. Un
vantaggio importante ¢ la possibilita di combinare
LED con spettri di emissione nei picchi di lunghezza
d’onda che coincidono strettamente con quelle assor-
bite dai recettori della pianta che regolano lo sviluppo
del cluster in vitro (Muleo et al., 2009). Le caratteri-
stiche uniche dei LED, come quelle di essere una
fonte di luce di dimensione e volume piccolo, con un
alto grado di sicurezza e longevita li rendono idonei
per conseguire un risparmio energetico ed economico
nel processo produttivo delle colture in vitro (Bula et
al., 1991; Nhut et al., 2003).

Riassunto

L’effetto della qualita della luce, emessa da lampade
costituite LED, sulla proliferazione in espianti di
Prunus persica Batsch x P. amigdalus Batsch, colti-
vati in vitro. 1l tasso di proliferazione maggiore ¢ stato
rilevato sotto luce dicromatica (rossa, 635 nm, + blu,
465 nm), emessa da LED. La risposta ¢ ascrivibile
alla regolazione sulla differenziazione di gemme late-
rali e sulla dominanza apicale dovuta all’interazione
tra 1 fitocromi e i fotorecettori della luce blu. I risultati
confermano che specifiche qualita di luce regolino la
proliferazione e la crescita degli espianti e che le lam-
pade a LED sarebbero le piu efficienti sia come fonte
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energetica sia come segnale luminoso rispetto alle
lampade fluorescenti.

Parole chiave: light emitting diodes, Prunus, fotore-
cettori, fitocromi.
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Temporary immersion system
(RITA®) for in vitro culture of an
endangered hydrophyte species:
Ludwigia palustris (L.) EIl.

Abstract. Ludwigia palustris (L.) Ell. is a small
perennial herbaceous hydrophyte. It was impacted by
the reduction and transformation of environments suit-
able for their life and by water pollution, causing its
gradual depletion. The present work is part of a large
research with the aim to develop a form of ex situ
conservation, through in vitro plant tissue culture, for
some of the most endangered or representative
aquatic species in wetlands as the Marshes of
Fucecchio (PT). We recently developed an in vitro
protocol for L. palustris from axillary and apical buds.
The goal of this study is evaluating the adaptation of
L. palustris in the in vitro culture systems using liquid
substrate. In particular, we used the RITA® temporary
immersion system and evaluated the primary metabo-
lism of plantlets in the last phase of in vitro culture
before in vivo acclimatization. The plants grown in
mixotrophic conditions resulted the best ones,
although they presented a lower photosynthetic acti-
vity. They deal with less stress the acclimatization
phase. It is then possible to perform the in vitro cultu-
re of L. palustris in a RITA® temporary immersion
system. This allows, in particular, the induction of
photosynthesis modulated by the presence of car-
bohydrates in the substrate. On the basis of these
results non-conventional techniques of in vitro culture
can be usefully introduced in ex situ conservation pro-
grams of spontaneous hydrophytes like Ludwigia
palustris.

Key words: biodiversity, tissue culture, ex situ con-
servation, micropropagation.

Introduzione

Ludwigia palustris (L.) Ell. chiamata comunemen-
te “porracchia dei fossi”, ¢ una piccola pianta erbacea

" mensuali@sssup.it

perenne palustre appartenente alla famiglia delle
Onagraceae. 1l nome di questo genere risale a Linneo,
che volle onorare in questo modo Ludwig, un natura-
lista tedesco suo contemporaneo. L. palustris possiede
fusti striscianti che radicano ai nodi e le sue dimensio-
ni variano da cinque a cinquanta centimetri; 1 fusti
possono anche essere natanti. Le foglie sono opposte,
con brevi piccioli, glabre e leggermente carnose, verdi
o brunastre. Quelle natanti hanno lamina lanceolata, le
altre ellittica oppure ovata. I fiori crescono all’ascella
delle foglie, sono piccoli, solitari, poco attraenti,
anche perché privi di petali. Vive nelle sfagnete, nei
cariceti, nei boschi igrofili e perfino in acque salma-
stre. L. palustris ¢ distribuita nelle zone umide di tutto
il mondo, ma ha risentito, forse piu di altre piante
acquatiche, della riduzione e della trasformazione
degli ambienti adatti alla sua vita e dell’inquinamento
idrico. Soprattutto a cio ¢ dovuta la sua ridotta presen-
za nell’Italia del Nord e la sua progressiva rarefazio-
ne, anche se in alcune zone della Toscana ¢ ancora
localmente presente, come ad esempio il Lago di
Sibolla (LU), nel Padule di Fucecchio (PT) e nel
Padule di Bientina (LU) (Felicioni e Zarri, 2007).
Nell’ambito della conservazione ex situ, la propaga-
zione in vitro trova importanti applicazioni nelle spe-
cie a rischio di estinzione (Sarasan ef al, 2006) ma
mentre sono disponibili numerosi protocolli per le
specie terrestri, gli studi sulla micropropagazione
delle specie acquatiche sono piu limitati. Per quanto
riguarda il genere Ludwigia ¢ stato realizzato un unico
lavoro allo scopo di mettere a punto un metodo stan-
dard di propagazione massale su L. repens, una specie
impiegata per la filtrazione di canali e laghi nel Nord
America che viene spesso propagata con metodi ama-
toriali senza alcun tipo di selezione fenotipica (Oztiirk
et al., 2004). 11 lavoro svolto ha evidenziato 1’attitudi-
ne della specie ad essere propagata in vitro ottenendo
alte percentuali di proliferazione con bassi dosaggi di
fitoregolatori. Recentemente ¢ stato messo a punto un
protocollo per L. palustris a partire da gemme ascella-
ri e germogli apicali (Mensuali-Sodi et al., 2011).
L’obiettivo del presente lavoro consiste nel valutare
I’adattamento di L. palustris alla coltura in vitro in
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sistemi che utilizzano substrato liquido. In particolare,
a questo scopo ¢ stato impiegato il sistema ad immer-
sione temporanea RITA® e valutato il metabolismo
primario delle plantule nell’ultima fase di coltura in
vitro che precede 1’acclimatazione.

Materiali e metodi

Il materiale vegetale di partenza proviene dal com-
prensorio del Padule di Fucecchio (PT), in particolare
dall’area umida del SIC/ZPS (Sito di Importanza
Comunitaria/Zona di Protezione Speciale) “Bosco di
Chiusi e Paduletta di Ramone”. Il materiale di parten-
za ¢ stato trasferito presso il Dipartimento di Biologia
delle Piante Agrarie dell’Universita di Pisa. Le talee
di Ludwigia palustris (L.) Elliott prelevate sono state
poste in vaso su substrato sabbioso mantenuto costan-
temente umido. Dopo questa fase di crescita in
ambiente controllato, sono stati prelevati, sottoposti a
sterilizzazione e posti in coltura germogli apicali, ger-
mogli ascellari e segmenti nodali utilizzando un
mezzo di coltura (LUDW+S) con 1/3 della concentra-
zione dei componenti del substrato MS (Murashige e
Skoog, 1962) con 30g I'! di saccarosio, 300 mg 1! di
glutatione ridotto, 500 mg 1'' di MES, 2 g I'! di
Gelrite® senza fitoregolatori (Mensuali-Sodi et al.,
2011). Per valutare I’adattamento di L. palustris alla
coltura in vitro in sistemi che utilizzano substrato
liquido, ¢ stato impiegato il sistema ad immersione
temporanea RITA® (Vitropic, France) (@ 130 mm x h
150 mm, volume 980 ml). In particolare, germogli
ottenuti da plantule moltiplicate in contenitori
Magenta® su mezzo gelificato sono state poste nei
vasi RITA usando il substrato liquido LUDW+S e,
per stimolare lo sviluppo di autotrofia, lo stesso
mezzo privato del saccarosio (LUDW-S) e non addi-
zionato di altri composti che potessero in alcun modo
compensare 1’energia non fornita dal saccarosio. I
vasi RITA® ed i substrati sono stati autoclavati (20
min a 121 °C). le colture sono state posizionate in
camera di crescita a 25+1 °C con 16 ore di fotoperio-
do ed irradianza di 70 mmol s''m-2 fornita da tubi
fluorescenti non riscaldanti. Il sistema RITA® preve-
deva un tempo di immersione di 1 min/4 ore.

Durante il periodo di moltiplicazione (4 settimane)
sono stati effettuati 2 rilievi (14° e 25° giorno di col-
tura) relativi al numero di germogli per pianta, lun-
ghezza dei germogli, peso fresco e secco di ogni
espianto. Inoltre, sono stati analizzati campioni di tes-
suto vegetale fresco allo scopo di quantificare il con-
tenuto di clorofille, carotenoidi e xantofille delle pian-
tine prodotte in vitro. I campioni sono stati prima
pesati, poi addizionati di un volume di etanolo al 95%
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pari a 0,1 ml/mg ed infine incubati per una notte a 4
°C al buio. Il giorno seguente il materiale vegetale,
immerso in etanolo, ¢ stato centrifugato per 3 minuti a
5.000 rpm. L’analisi quantitativa dei pigmenti conte-
nuti negli estratti di foglie di L. palustris ¢ stata effet-
tuata allo spettrofotometro Lambda 35 UV/VIS
Spectometer, Perkin Elmer Instruments, Shelton-CT-
U.S.A. alle seguenti lunghezze d’onda: 666,2 nm (
Chl-a), 654,6 nm (Chl-b) e 470 nm (carotenoidi e xan-
tofille). Il contenuto totale dei suddetti pigmenti ¢
stato calcolato come descritto da Lichtenthaler (1987)
e la loro concentrazione ¢ stata quindi espressa come
mg/g di peso fresco di campione.

Per effettuare la stima dell’attivita fotosintetica in
relazione con il peso secco (g) delle plantule per unita
di vaso, ¢ stata usata I’equazione modello: (CO,in-
CO,out) *E*V*K (umol sec™!) (Fujiwara et al., 1987;
Lucchesini ef al., 2006) in cui sono immessi i dati del-
I’andamento diurno della CO, all’interno e all’esterno
del contenitore (ml/l), il numero (E) di scambi di aria
orari, il volume V (1) del vaso ¢ il fattore di conversio-
ne K (41*10>mmol/l) per la CO,. La concentrazione
di CO, all’interno e all’esterno dei vasi ¢ stata misura-
ta dopo 14 ¢ 25 giorni dalla messa in coltura degli
espianti campionando manualmente 1’aria con una
siringa ipodermica. Sono stati presi campioni all’ulti-
ma ora di buio (0 h), alla prima ora di fotoperiodo (1
h), e alla sesta ora del fotoperiodo (6 h) e sottoposti ad
analisi gascromatografica (Lucchesini et al., 2006).
Per effettuare i prelievi di gas all’interno dei vasi di
coltura, sono stati applicati dei tubi supplementari ai
vasi RITA® ai quali si adattava perfettamente un rac-
cordo tipo «Swagelok», comunemente impiegato in
gas-cromatografia (Lucchesini et al., 2004, 2006).

Il disegno sperimentale ¢ stato completamente ran-
domizzato e consisteva di 3 unita con mezzo
LUDWH+S e 3 con mezzo LUDW-S contenenti ciascu-
no 20 espianti di Ludwigia palustris. La determinazio-
ne del grado di crescita della L. palustris ¢ avvenuta
attraverso misure del peso fresco e secco per i 6 vasi
RITA® prelevando campioni di cinque plantule per
vaso cresciute sui due diversi mezzi di coltura
(LUDW+S e LUDW-S). Le misurazioni di tipo
morfologico e del contenuto di pigmenti e le analisi
relative all’attivita fotosintetica sono state sottoposte
al test di Student . Nelle figure, i valori sono riportati
come medie + ES (n = 15 e 6 rispettivamente per i
dati di crescita e per le misure gassose).

Risultati e discussione

Dopo 14 giorni dall’inizio della coltura ¢ stato
osservato che le plantule avevano complessivamente



un buon aspetto con radici lunghe in media 0,5 cm, ¢
cid potrebbe indicare il corretto funzionamento del
sistema ad immersione temporanea gia nel primo
periodo di coltura. Un aspetto degno di nota ¢ la diffe-
renza di colore delle piantine cresciute sul mezzo
(LUDW+S) contenente saccarosio che assumevano
una tinta rossastra nella pagina inferiore delle foglie e
verde scuro nella pagina superiore rispetto a quelle
cresciute senza saccarosio, che erano di un colore
verde chiaro. Queste pigmentazioni si accentuano
(rosso scuro e verde chiaro) con il passare del tempo e
con la crescita delle piante (fig. 1).

La differenza di peso delle piantine tra i due tipi di
colture, entro 1 primi 14 giorni di coltivazione, non ¢
significativa, probabilmente a causa dell’adattamento
delle plantule alla subcoltura. Tuttavia rispetto al peso
secco iniziale, il guadagno della biomassa ¢ circa 20 e
10 volte maggiore rispettivamente per le colture con e
senza saccarosio (dati non mostrati).

Alla fine della coltura si osserva invece una diffe-
renza significativa sia nel peso fresco che secco a

s e

Fig. 1 - Sinistra: Ludwigia palustris coltivata nel mezzo senza sac-
carosio; destra: L. palustris coltivata nel mezzo con saccarosio.
Fig. I - On the left: Ludwigia palustris cultured on sucrose free

medium. On the right L. palustris cultured on the sucrose medium.

Sessione AT

favore delle piante cresciute sul mezzo contenente
saccarosio (tab. 1). Rispetto all’inizio della coltura, le
plantule cresciute con e senza saccarosio guadagnano
rispettivamente circa 50 e 10 volte piu sostanza secca.
La crescita delle radici ha raggiunto lunghezze fino a
4 cm a prescindere dalla diversa composizione del
mezzo di coltura. In particolare ’ammasso delle radi-
ci superava la barriera del vassoio di contenimento del
sistema RITA®.

Si puod quindi concludere che, una volta raggiunti i
25 giorni di sviluppo nel sistema ad immersione tem-
poranea, le piante sono riuscite ad assorbire 1 nutrienti
dalla soluzione nutritiva con un conseguente aumento
di peso fresco e secco. E da sottolineare l'aspetto sano
che mostrano le plantule in entrambe le colture,
soprattutto per quanto riguarda il vigore e la quantita
di radici.

Per quanto riguarda 1’effetto del saccarosio sulla
morfologia delle plantule, e sul tasso di moltiplicazio-
ne i risultati non indicano differenze significative
dovute alla presenza di saccarosio nel mezzo (tab. 1)
Osservando la figura 2 (a e c) si puo seguire I’anda-
mento del rapporto tra CO, interna ed esterna nei vasi
con i due mezzi di coltura. Durante il periodo di buio
e fino alla prima ora del fotoperiodo, la CO, interna €
maggiore della CO, esterna dimostrando che le piante
hanno accumulato anidride carbonica durante il perio-
do di buio. Non si riscontrano nella prima fase della
coltura (fig. 2a) differenze significative fra le due tesi.
Dopo la prima ora del fotoperiodo fino alla sesta ora,
la discesa dovuta al consumo di CO, da parte delle
plantule ¢ simile nelle plantule cresciute con e senza
saccarosio dimostrando che gia alla seconda settimana
di coltura le piantine di Ludwigia sono in grado di
assorbire attivamente anidride carbonica. Per quanto
riguarda I’attivita fotosintetica al 14° giorno di coltura
non si ¢ riscontrata una differenza significativa tra le
colture con e senza saccarosio (fig. 2¢). Nell’ultima
fase della coltura, si pud osservare che il rapporto

Tab. 1 - Rilievi dei parametri di crescita, dei pigmenti fogliari e degli scambi gassosi effettuati al 25° giorno di coltura in vitro di L. palu-

stris. NS (non significativo); P<0.05 * ; P<0.01%* ; P<0.001***.

Tab. 1 - Surveys of the growth parameters, leaf pigments and gas exchanges made at the 25th day of in vitro culture of L. palustris. NS (not

significative); P<0.05 *; P<0.01** ; P<0.001***

Parametri morfofisiologici LUDW+S LUDW-S Significativita

Peso fresco (g/plantula) 0,1507 +0,0072 0,0653 + 0,0067 ok ok
Peso secco (g/plantula) 0,0216 +0,0013 0,0053 +0,0008 wokx
N°germogli per plantula 2,52 £0,2497 2,06 £0,133 NS
Lunghezza germogli (cm) 1,392+ 0,1113 1,03 £0,0929 NS
Altezza della plantula (cm) 0,891 + 0,04609 1,013 +0,0480 NS
Clorofilla a+b (pg/mg) 0,306 +0,0190 0,2144 +0,0320 NS
Clorofilla a/b 0,071 + 0,0006 0,0746 + 0,0009 *

Carotenoidi (pg/mg ) 0,532 +0,037 0,4114 +0,0633 NS
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Fig. 2 - Andamento della CO,in/CO,out in vasi RITA contenenti
¢li espianti di Ludwigia palustris al 14° (a) e al 25° giorno di col-
tura (b). Fotosintesi netta espressa per peso secco al 14° (c) e al
25° giorno di coltura (d). I valori riportati sono medie dei valori +
errore standard raccolti alla fine del periodo di buio (0), alla prima
(1) e sesta (6) ora del fotoperiodo.

Fig. 2 - Time course of CO,in/CO,out in RITA vessels with
Ludwigia palustris at the 14th (a) and 25th (b) day of culture. Net
photosynthetic rate per dry weight at the 14th (c) and 25th (d)
day of culture. Values are means * standard error (SE) recorded
after the dark period (0), at the first (1), and sixth (6) hour of the
photoperiod.

CO, in/CO, out delle piantine cresciute sul mezzo con
saccarosio ¢ elevato a seguito dell’effetto dei carboi-
drati sulla attivita respiratoria (Lucchesini et al.,
2006). Le plantule cresciute senza saccarosio in con-
dizioni di autotrofia mostrano un livello di CO, in
equilibrio con I’esterno (fig. 2 b).

Dalla figura 2 (d) ¢ possibile osservare che le pian-
te cresciute in presenza di saccarosio fra la prima e la
sesta ora del fotoperiodo riescono a raggiungere un
punto di compensazione trala CO, utilizzata e quella
introdotta nel vaso dall’esterno. Le plantule che cre-
scono in assenza di saccarosio hanno un’attivita foto-
sintetica significativamente piu elevata alla sesta ora
del fotoperiodo dimostrando che il sistema di coltura
nel vaso RITA® abbinato all’assenza del saccarosio
riesce a portare la coltura verso lo sviluppo di autotro-
fia. I valori osservati in colture senza saccarosio sono
sempre stati superiori per tutto il periodo della cultu-
ra, che conferma la correlazione inversa tra saccarosio
e attivita fotosintetica (Langford e Wainwright, 1987).
Un possibile ruolo del saccarosio sulla repressione
della ribulosio-1,5-bifosfato carbossilasi (Rubisco) ¢
stato suggerito in culture con un ridotto numero di
scambi gassosi (Desjardin, 1995). I germogli che deri-
vano dal sistema con saccarosio mostrano perod un
maggior accumulo di biomassa indicando un metabo-
lismo mixotrofico cosi come osservato in altri sistemi
colturali (Kozai e Iwanami, 1988).

In base ai risultati ottenuti, il contenuto di clorofil-
la a e b mostra valori non significativamente diversi
tra i due tipi di colture (tab. 1). E da sottolineare come
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il rapporto clorofilla a/b sia minore di 1 in entrambe le
colture. Questo ¢ dovuto all’aumento della clorofilla b
rispetto alla clorofilla a, fenomeno tipico delle colti-
vazioni in condizioni di ombra o di scarsa illumina-
zione. In aggiunta, questo rapporto mostra valori
significativamente piu elevati per le colture autotrofe,
rivelando un ruolo minore della clorofilla b nei pro-
cessi fotosintetici di questo tipo di piante. L'analisi di
carotenoidi e xantofille ha dimostrato che a livello
quantitativo non ci sono differenze significative tra i
due tipi di colture ma che il contenuto di carotenoidi e
xantofille ¢ sempre piu alto di quello delle clorofille.
Il basso contenuto di clorofilla per peso fresco e il
basso rapporto di clorofille rispetto ai carotenoidi ¢
una caratteristica generale delle idrofite se paragonata
a quella delle piante terrestri delle medie latitudini
(Ronzhina et al., 2004). In questo caso i valori riscon-
trati dei pigmenti sono influenzati sia dall’adattamen-
to del complesso clorofilliano tipico delle piante
acquatiche sia dalle caratteristiche ambientali della
coltura in vitro che fa uso di contenitori che escludono
alcune lunghezze d’onda e di sistemi di illuminazione
a tubi fluorescenti. I valori piu elevati dei carotenoidi
sono molto probabilmente dovuti al fatto che la loro
funzione principale ¢ di garantire 1'assorbimento della
luce (irraggiamento in mmol m™ s! forniti da tubi
fluorescenti 70°!, luce fredda) nelle regioni spettrali
non adeguatamente coperti dalle clorofilla.

Conclusioni

Ludwigia palustris (L.) Ell. & una piccola idrofita
erbacea distribuita nelle zone umide di tutto il mondo,
ma ha risentito, forse piu di altre piante acquatiche,
della riduzione e della trasformazione degli ambienti
adatti alla sua vita e dell’inquinamento idrico
(Felicioni e Zarri, 2007). Per tale ragione rientra in
una ricerca che prevede la messa a punto di strategie
di conservazione ex situ per piante acquatiche a
rischio nella Riserva Naturale del Padule di Fucecchio
(PT) basate sul mantenimento delle piante in vegeta-
zione. In particolare, 1’obiettivo del presente lavoro e
stato quello di valutare I’adattamento di piante acqua-
tiche alla coltura in vitro in sistemi che utilizzano sub-
strato liquido. I risultati hanno dimostrato che ¢ possi-
bile eseguire la coltura in vitro di L. palustris in un
sistema di immersione temporanea RITA®.

Questo consente:

* il rinnovamento costante dell'atmosfera interna
dei contenitori;

* laregolazione della concentrazione di CO,;

* I’induzione di fotosintesi modulata dalla presenza
di carboidrati nel substrato.



In conclusione ¢ quindi possibile che tecniche non
convenzionali di colture in vitro siano introdotte per
programmi di conservazione ex situ di specie sponta-
nee idrofite come L. palustris.

Riassunto

Ludwigia palustris (L.) EllL., piccola pianta erbacea
perenne palustre che ha risentito della riduzione e
della trasformazione degli ambienti adatti alla sua vita
e dell’inquinamento idrico, causandone la sua pro-
gressiva rarefazione. Il presente lavoro si inserisce in
una ricerca piu ampia avente lo scopo di sviluppare
una forma di conservazione ex situ per mezzo di siste-
mi di coltura in vitro di tessuti vegetali, per alcune
specie autoctone maggiormente minacciate o rappre-
sentative in zone umide come il Padule di Fucecchio
(PT). Recentemente ¢ stato messo a punto un proto-
collo per L. palustris a partire da gemme ascellari e
germogli apicali. L’obiettivo del presente lavoro con-
siste nel valutare 1’adattamento di L. palustris alla
coltura in vitro in sistemi che utilizzano substrato
liquido. In particolare, a questo scopo ¢ stato impiega-
to il sistema ad immersione temporanea RITA® e
valutato il metabolismo primario delle plantule nel-
I’ultima fase di coltura in vitro che precede ’acclima-
tazione. Nel presente studio sono risultate migliori le
piante cresciute in mixotrofia, anche se presentavano
una minor attivita fotosintetica. Esse affrontano con
minor stress la fase di acclimatizzazione. E’ possibile
eseguire la coltura in vitro di L. palustris in un siste-
ma di immersione temporanea RITA®. Questo con-
sente in particolare I’induzione di fotosintesi modula-
ta dalla presenza di carboidrati nel substrato. Tecniche
non convenzionali di colture in vitro possono essere
introdotte per programmi di conservazione ex situ di
specie spontanee idrofite come L. palustris.

Parole chiave: biodiversita, conservazione ex situ,
micropropagazione.
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Use of biochar for the micropropaga-
tion of white poplar (Populus alba L.)

Abstract. Biochar is a product rich in carbon, result-
ed from the pyrolysis of biomass. As demonstrated by
many studies, the addition of biochar to soil increases
crop yields in the open field. Up to now the effects of
biochar in tissue cultures as a substitute of activated
charcoal are not yet available. The results of an
experiment carried out on two clones of white poplar
(Populus alba L.) grown in vitro with addition of differ-
ent amounts of biochar (0.5 g/l and 1.5 g/l) showed
that it did not damage the plants and behaves as acti-
vated charcoal, since no significant differences have
been observed when data were compared at the
same concentrations. Both biochar and activated
charcoal addition increased root dry biomass and
number of roots per shoot and these effects appeared
to be independent of genotype and concentrations
used.

Key words: black carbon, rooting.

Introduzione

L’aggiunta del biochar, un prodotto ricco di carbo-
nio, risultato della pirolisi di biomasse vegetali, al ter-
reno ¢ stata proposta recentemente come pratica uti-
lizzabile per mitigare il riscaldamento globale e per
migliorare le caratteristiche di alcuni tipi di suolo
(Yamato et al., 2006; Molina et al., 2009; Meyer et
al., 2011). Grazie ai miglioramenti dovuti all’interra-
mento di biochar, si possono avere rese agricole mag-
giori (Lehmann et al. 2003; Chan et al., 2007; Rondon
et al., 2007; Baronti et al., 2010; Vaccari et al., 2011)
in quanto la maggior fertilita si traduce in una mag-
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gior efficienza fotosintetica, in un maggior sviluppo
della biomassa per I’apporto di nutrienti ed una mino-
re lisciviazione. Ad oggi, le informazioni sugli effetti
del biochar riguardano solo colture in pieno campo o
in vaso e non si hanno notizie dei suoi effetti su
espianti in vitro. Nel presente lavoro sono illustrati gli
effetti del biochar sull’accrescimento di due cloni di
pioppo bianco (Populus alba L.) in vitro e la possibi-
lita di usarlo come sostituto del carbone attivo.

Materiali e metodi

Per gli esperimenti sono state utilizzate colture in
vitro di due cloni di pioppo bianco (Populus alba L.):
¢ il clone Villafranca (Vil), selezione commerciale
ampiamente diffusa nella pioppicoltura italiana;
¢ il clone Querce (Qrc), selezionato nel comune di
Greve in Chianti (Firenze).

Le colture sono state ottenute dalla moltiplicazione
per gemme ascellari degli espianti di partenza, con
ripetute subcolture in mezzo nutritivo Woody Plant
Medium (WPM; Lloyd e McCown, 1980) addizionato
di benziladenina (0,15-0,25 mg/l) per incrementare la
consistenza numerica del materiale sperimentale.
Prima di iniziare gli esperimenti con biochar e carbo-
ne attivo, il materiale vegetale ¢ stato sottoposto ad
una subcultura di quattro settimane in substrato privo
di benziladenina, allo scopo di eliminare un possibile
effetto carry-over della citochinina e quindi impedire
la formazione di nuove gemme ascellari a discapito
dell’allungamento del fusto. Trascorso questo perio-
do, le piantine sono state prelevate ed ¢ stata eliminata
la parte radicale, lasciando i germogli ad una lunghez-
za di circa 1,5 cm (due internodi). I germogli sono poi
stati sistemati nei mezzi di coltura previsti dal piano
sperimentale. Le tesi prevedevano la valutazione di
terreni di coltura con biochar, derivato dalla pirolisi di
potature di pioppo (in tabella 1 sono riportate le carat-



Tab. 1 - Caratteristiche chimiche del biochar utilizzato.

Tab. 1 - Chemical characteristics of biochar used.

Elemento Unita Valore
C % 78,7
N % 0,1
Al mg kg! 561,2
Be mg kg'! 0,0117
Ca mg kg'! 7.534
Cu mg kg'! 27,6
Fe mg kg'! <0,005
K mg kg'! 1.584

Mg mg kg! 714
Mn mg kg'! 140
Mo mg kg'! 1,046
Na mg kg'! 3.368
P mg kg! 405,2
Zn mg kg'! <0,0002
pH - 7,0

teristiche chimiche) e carbone attivo (Carlo Erba
Reagenti S.p.A., Italia) a due concentrazioni per cia-
scun clone:

* (C) controllo (solo WPM);

* (B1) WPM + biochar (0,5 g/l);

* (B2) WPM + biochar (1,5 g/l);
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* (AC1) WPM + carbone attivo (0,5 g/l);
* (AC2) WPM + carbone attivo (1,5 g/l).

Per ciascun clone ogni tesi ¢ stata replicata quattro
volte (ogni replica era costituita da un vasetto con cin-
que germogli). Le colture sono state incubate in came-
ra di crescita ad una temperatura di 23+1 °C con foto-
periodo di 16 h (40 pmol m? s!).

Risultati e discussione

Dopo 30 giorni di coltura tutti i germogli hanno
radicato (fig. 1). In tabella 2 vengono riportati i dati
relativi ai pesi secchi di parti aeree e radici nonché il
numero delle radici. Relativamente al peso secco del
fusto, I’aggiunta del carbone attivo o del biochar ha
comportato un effetto positivo sull’accrescimento di
questo organo quasi esclusivamente nel caso del clone
Qrc; in Vil un effetto significativamente positivo ¢
stato ottenuto solamente per la tesi che prevedeva
I’aggiunta di 0,5 g/l di biochar (B1). Al contrario ¢
stato sempre registrato un incremento significativo
della biomassa secca radicale dei trattati rispetto ai
controlli del +156,6% in media per le tesi con biochar
e del +141,2% per le tesi con carbone attivo. Anche
per quanto riguarda il numero delle radici ¢ stato
osservato un incremento significativo medio dei due

Fig. 1 - Piante di Populus alba L. cresciute su diversi mezzi di coltura dopo 30 giorni di trattamento.
Fig. 1 - Shoots of Populus alba L. clones grown on different media after 30 days of culture.

Tab. 2 - Peso secco del fusto e delle radici e numero di radici medio per pianta dei due cloni di Populus alba L. cresciuti su diversi terreni
di coltura. I valori sono presenti nella forma “media + errore standard”: lettere diverse in colonna indicano differenze significative tra le
tesi di ciascun clone (almeno P<0,05).

Tab. 2 - Root and shoot dry biomass (mg) and number of roots of two P. alba clones grown on different media. Values are means =+ stan-
dard error; different letters in column represent significant differences among the means (at least P<0.05, according to ANOVA).

Substrato Peso secco fusto (mg) Peso secco radici (mg) Numero di radici
Orc Vil QOrc Vil Orc Vil
C 10,1+0,9a 10,7+0,8a 5,6+1,4a 7,6+1,5a 2a 3a
Bl 20,1%1,2b 16,10,7b 16,4+1,1b 18,1+1,1b 4b 6b
B2 19,1+1,2b 14,2+0,6a 15,9+1,7b 16,3+1,9b 5b 5b
ACI 18,5+0,8b 12,4+0,8a 14,5+1,5b 15,6+1,5b 4b 6b
AC2 22,3+1,6b 13,2+0,6a 15,8+2,3b 16,9+2,2b 4b 5b

Qrc, clone Querce; Vil, clone Villafranca; C, controllo; B1, mezzo di coltura con 0,5 g/1 di biochar; B2, mezzo di coltura con 1,5 g/l di bio-

char; AC1, mezzo di coltura con 0,5 g/l di carbone attivo; AC2, mezzo di coltura con 1,5 g/l di carbone attivo.
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cloni del +76,0% per le tesi con biochar e del +81,6%
per le tesi con carbone attivo. Relativamente a questi
due parametri, non ¢ stata rilevata nessuna differenza
significativa tra le tesi con diversa concentrazione di
biochar o di carbone attivo, tra le tesi con biochar e
quelle con carbone attivo e tra i due cloni.

Conclusioni

Il terreno di coltura con biochar (0,5 e 1,5 g/l) non
ha effetti negativi sulla crescita di cloni di pioppo
bianco in vitro (effetto indipendente del genotipo). |
mezzi di coltura addizionati di biochar inducono la
radicazione ed incrementano la biomassa radicale ed
il numero di radici rispetto a quelli che non ne conten-
gono. Gli effetti sono confrontabili con quelli ottenuti
per 1 mezzi addizionati con carbone attivo.

Riassunto

Il biochar o carbone vegetale, un prodotto ricco di
carbonio, ¢ il risultato della pirolisi delle biomasse.
Come dimostrato da molti studi, I’aggiunta di biochar
al suolo puo aumentare la resa delle colture in campo,
tuttavia non ci sono informazioni, fino ad ora, dei suoi
effetti sulle colture in vitro come sostituto del carbone
attivo, abbondantemente utilizzato in micropropaga-
zione. | risultati di una prova svolta su due cloni di
pioppo bianco (Populus alba L.) utilizzando mezzi di
coltura addizionati di due concentrazioni di biochar
(0,5 g/l e 1,5 g/l) hanno dimostrato che non danneggia
gli espianti e non ci sono differenze significative con i
trattati con uguali concentrazioni di carbone attivo.
Sia I’aggiunta di biochar che di carbone attivo ha
migliorato il radicamento, in termini di aumento di
biomassa secca radicale e del numero di radici per
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espianto, e questi effetti sembrano essere indipendenti
dal genotipo e dalle concentrazioni utilizzate.

Parole chiave: carbone vegetale, radicazione.
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Osservazioni dell’effetto della qualita della luce a LED sulla crescita di
piante micropropagate di Myrtus communis subsp. tarentina
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Effect of LED light on micropropaga-
tion of Myrtus communis subsp. tar-
entina

Abstract. The LED technology appears as an effi-
cient alternative for the lighting of the growth cham-
bers during micropropagation owing to the high ener-
gy saving possibility (over 70% respect to incandes-
cence lamps). In order to apply this technology
routinarely it is necessary to understand the effect on
different aspects of the plant micropropagation. In
order to set up a culture protocol considering this
alternative lighting, trials with a laboratory LED instru-
ment have been carried out using Myrtus communis
subsp. tarentina explants. The shoots were cultured in
MS medium added with BA 0.5 mg/L and IAA 0.2
mg/L for 60 days under red (122 pmol/m2/s PAR), blu
(283 pmol/m?/s) or white (109 umol/m?/s). In Myrtus,
the red light induced a significant increase of the
height and weight of shoots but decreased the leaf
dimensions (area, length and width). The clorophyll
content (a or b and a+b) was also determined. These
preliminary results could be useful to understand the
efficiency of these lamps in order to set up a produc-
tive micropropagation protocol.

Key words: in vitro propagation, energy saving,
wavelength, chlorophyll a and b.

Introduzione

Uno dei costi principali della coltura in vitro ¢ I’e-
nergia per il mantenimento della temperatura costante
e per I’illuminazione ciclica della camera di crescita.
Le fonti di illuminazione oggi utilizzate sono essen-
zialmente lampade al neon che garantiscono un ampio
spettro luminoso. Entro settembre 2012 dovranno
essere progressivamente eliminate le normali lampade
a incandescenza (legge EUP 2005/32/EC); si potranno
scegliere lampade fluorescenti compatte o lampade ad
incandescenza efficienti (alogene), che hanno qualita
di illuminazione equivalente a quelle tradizionali, ma
permettono risparmi tra il 25% e il 50%. Esistono tec-
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nologie alternative che possono essere prese in consi-
derazione: le lampade a basso consumo ¢ i LED
(Light Emitting Diode). 11 diodo ¢ un dispositivo
semiconduttore che emette luce al passaggio della
corrente elettrica attraverso una giunzione di silicio,
opportunamente trattata. A differenza delle normali
lampade, il LED ¢ privo di filamento interno. Sono
notevoli i vantaggi che 1’adozione di questa tecnolo-
gia portera nel nostro prossimo futuro. I LED hanno
un’alta efficienza di conversione energetica e pertanto
consentono un risparmio energetico di circa il 70%
rispetto alle lampade tradizionali e allo stesso tempo
emettono una maggiore ¢ precisa illuminazione con
una luce bianchissima e scarsa produzione di calore
che, tra I’altro, ¢ un aspetto favorevole anche per le
plantule durante 1’allevamento in vitro (Jordan et al.,
2001). Le lampade a LED hanno inoltre una vita
media superiore alle lampade tradizionali € non danno
inquinamento atmosferico. E possibile avere LED a
luce bianca o a luce diversamente colorata con diffe-
renti indicazioni sulle fasi e sul materiale in crescita. I
pigmenti delle piante infatti assorbono fotoni di ener-
gia a diverse lunghezze d’onda che possono essere
ottenute da una combinazione di luce a LED e con-
sentono la crescita normale delle piante (Jordan et al.,
2001). Non molti lavori sono stati pubblicati sulla
micropropagazione con fonte luminosa a LED, essen-
zialmente su orchidacee (Wongnok et al., 2008; Yen
et al., 2001), Spathiphyllum (Tan Nhut et al., 2005) e
calla (Chang et al., 2003). Con I’avvicinarsi della sca-
denza prevista dalla EC risulta importante verificare
la fattibilita della sostituzione delle fonti luminose nei
laboratori di micropropagazione. Obiettivo del lavoro
¢ valutare la crescita di germogli di una specie medi-
terranea gia soggetta a moltiplicazione in vitro
(Ruffoni ez al., 2010) sottoposti a sorgente luminosa
LED al fine di determinare la possibilita di usare que-
ste lampade di illuminazione mantenendo efficiente il
sistema di propagazione.

Materiali e metodi

Espianti di Myrtus communis subsp. tarentina sono
stati presi in considerazione per valutare 1’efficienza
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propagativa in fase di moltiplicazione in vitro seguen-
do il protocollo proposto da Ruffoni et al. (1994) per
cui il terreno di coltura era composto da sali e vitami-
ne secondo Murashige e Skoog (1962) addizionati con
BA 0,5 mg/l e 0,2 mg/l di IAA, agar 8 g/l e pH 5.7.
Tale mezzo di coltura ¢ stato inserito in contenitori
brevettati per la coltura in vitro resistenti alla steriliz-
zazione in autoclave dotati di coperchio dotato di
diverse lampade LED ad alta efficienza che emetteva-
no luce bianca, rossa e blu. E’ stato utilizzato [’appa-
recchio da sperimentazione: Mini E-light system 18
(Nano bio light - OSHINO LAMP) (fig. 1a) costituito
da elementi autoclavabili completati da un secondo
coperchio contenente LEDs a diversa emissione lumi-
nosa: rosso (lunghezza d’onda da 600 a 700, picco a
650 nm); blu (da 390 a 530, picco a 470 nm) bianco
caldo (da 400 a 700 nm). Sono stati usati 9 contenito-
ri, funzionanti in modo indipendente. Valutando una
distanza tra i LED e i germogli pari a 7 cm, la luce
bianca mostrava un PAR di 109 pmol/m?/s, la luce
rossa di 122 umol/m?/s mentre la luce blu di 283
umol/m?/s. Come prima fase di indagine si € scelto di
valutare le lunghezze d’onda rossa e blu.

L’esperimento ¢ stato impostato secondo uno schema
a blocchi randomizzati con 30 espianti per tipo di luce
con 3 ripetizioni (10 espianti/luce). Gli espianti sono
stati mantenuti per due cicli (60 giorni consecutivi)
alle condizioni sopra riportate per verificarne la possi-
bilita di conservazione. Trascorsi 60 giorni sono stati
valutati: I’altezza e il peso degli espianti, il tasso di
moltiplicazione, la superficie e la dimensione fogliare
(lunghezza e larghezza) ed il contenuto di clorofilla (a,
b, a+b). L’area fogliare ¢ stata misurata tramite scan-
ner (fig. 2), mentre il contenuto in clorofilla mediante
analisi spettrofotometrica (secondo il protocollo indi-
cato da Lichtenthaler ¢ Buschmann, 2001). I dati otte-
nuti sono stati elaborati statisticamente con analisi
della varianza tramite test ANOVA e confronto tra le
medie con il test SNK per p<0,5.

Risultati e discussione

Dopo 60 giorni le piantine hanno mantenuto una
ottima vitalita e proliferazione ad ogni tipo di emis-
sione luminosa, con caratteristiche e prestazioni diffe-
renti (fig. 3).

tenente i vasi di coltura; Aspetto degli espianti coltivati in B:

LED bianco, C: LED rosso, D: LED blu.
Fig. 1 - A: Mini E-light instruments combined with three LED lamps; Behavior of the explants cultured with B: LED white, C: LED red,
D: LED blue.
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Fig. 2 - Analisi della dimensione fogliare. a: foglie ben distese applicate ad un foglio per il calcolo dell’area fogliare, b: scanner impiegato
per il rilievo della superficie e dimensione fogliare.
Fig. 2 - Evaluation on leaves size. a: leaves applied to a sheet for calculating leaf area, b: scanner applied for the measurements.
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Fig. 3 - Aspetto generale degli espianti allevati alle differenti qualita di luce: a: LED bianco, b: LED rosso, ¢: LED blu.

:

Fig. 3 - General aspects of the explants cultured under different light quality: a: LED white, b: LED red, c: LED blue.

Tab. 1 - Analisi morfologica fogliare in relazione alle tre differen-
ti emissioni luminose.
Tab. 1 - Morphological analysis of the leaves developed under
three different light emission.

. Luce
Parametri
Bianca Rossa Blu
Area fogliare (cm?) 0,12b 0,09 a 0,13b

Lunghezza della foglia (cm) 0,65 b 0,54 a 0,68 b
Larghezza della foglia (cm) 0,28 b 0,25a 0,28 b

Dal punto di vista della morfologia fogliare (tab.
1) emerge che la qualita della luce LED produce alte-
razioni significative determinando, nel caso di quella
rossa, una generale riduzione delle dimensioni (area,
lunghezza e larghezza).

Anche analizzando altri parametri morfometrici,
come altezza e peso, sono emerse differenze signifi-
cative sotto luce LED rossa (tab. 2) che risulta pro-
muovere, in mirto, crescita e peso degli espianti. Cio
conferma quanto gia verificato da altri autori (Chang
et al., 2003; Wongnok et al., 2008; Yen et al., 2011)
che hanno osservato che a luce rossa si ha aumento
della crescita delle piante. La luce LED rossa, appli-
cata a semenzali di specie orticole, ha indotto una
risposta inversa a seconda della specie (Tadayoshi et
al., 2006). 1 tassi di moltiplicazione sono stati elevati
e paragonabili a quelli che sono stati ottenuti per la
stessa specie in luce a fluorescenza (Cervelli e
Ruffoni, 2000); essi perd non sono tra loro significati-
vamente diversi in relazione al tipo di luce anche se
con luce rossa sembra esserci una maggiore stimola-

Tab. 2 - Parametri quantitativi in funzione del LED testato per un

periodo di 60 giorni.
Tab. 2 - Quantitative parameters related to LED applied for 60 days.
. Luce
Parametri
Bianca Rossa Blu

Altezza (cm) 23a 3,7b 2,1a
Peso (g) 0,41 a 0,75b 0,46 a
Tasso di mqltlphcazmne 106 2 12.1a 9.82

germogli/espianto
Radicazione (%) 0,0a 0,0 a 0,0a

zione (12,1 germogli per espianto) (tab. 2). Alle con-
dizioni saggiate non ¢ stata osservata alcuna emissio-
ne radicale in nessuno dei trattamenti.

L’analisi della quantita di clorofilla puo essere un
valido marker per la qualita degli espianti e varia in
funzione dell’intensita luminosa (Mascarello et al.,
2009; Ruffoni et al., 2010); dai dati della prova emer-
ge che gli espianti allevati sotto luce LED rossa, pur
non presentando differenze significative nel valore
totale, hanno una maggiore quantita (se pur non signi-
ficativa) di clorofilla b rispetto alle altre luci (fig. 4).

A seguito di queste prime osservazioni ¢ possibile
affermare che, in mirto, con tecnologia LED si puo
ottenere una buona proliferazione di germogli, la luce
rossa incrementa altezza e peso e quindi, di conse-
guenza, gli espianti sviluppano un maggior numero di
foglie di ridotte dimensioni. E’ da valutare inoltre se
la concentrazione di clorofilla nei tessuti puo, come in
altri casi (Ruffoni et al., 2012), avere effetto sull’am-
bientamento e sulla ripresa vegetativa a seguito di tra-
sferimento in serra. Visto che comunque la risposta
alla qualita della luce risulta specie-specifica
(Tadayoshi et al., 2006) sara probabilmente necessa-
rio per avere un protocollo produttivo e ripetibile,
come altri autori hanno dimostrato (Tan Nut et al.,
2005; Wongnok et al., 2008), creare delle combina-
zioni luminose adatte.
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Fig. 4 - Analisi della quantita di clorofilla nei tessuti fogliari di
mirto in relazione alla qualita della luce.
Fig. 4 - Chlorophyll contents in the leaf tissue related to light

quality.
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Riassunto

Uno dei costi principali della coltura in vitro ¢ I’e-
nergia per il mantenimento della temperatura costante
e I’illuminazione ciclica della camera di crescita. In
alternativa alle lampade al neon, ci sono sul mercato
le lampade a LED. Dal punto di vista dei costi di pro-
duzione, le lampade a LED permettono un risparmio
energetico di circa il 70% rispetto alle lampade tradi-
zionali con scarsa produzione di calore. Con un clone
di Myrtus communis subsp. tarentina ¢ stata impostata
una prova con luce LED rossa, blu e bianca utilizzan-
do un apparecchio da sperimentazione della ditta
Nano Bio Light. Gli espianti sono stati allevati sul
mezzo base MS addizionato con BA 0,5 mg/l + [AA
0,2 mg/l per 60 giorni. Dai risultati ¢ emerso che il
tipo di luce rossa influisce significativamente: si ha
incremento in altezza e in peso degli espianti e ridu-
zione della dimensione fogliare mentre non ha effetto
significativo sul tasso di moltiplicazione e sul conte-
nuto in clorofilla. I dati preliminari riportati in questo
lavoro permettono di avere qualche iniziale indicazio-
ne sull’effettiva possibilita di utilizzare la tecnologia
LED durante le fasi di coltura in vitro.

Parole chiave: propagazione in vitro, risparmio ener-
getico, area fogliare, clorofilla.

Lavoro svolto nell’ambito del progetto VITROFLOR, Bando
“Imprese Florovivaistiche” (D.M. 186/2007)
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Studio in vitro del rilascio graduale del complesso nanospugna/fitoregola-
tore sulla comparsa dei primi apici radicali in Passiflora amalocarpa

Paola Chiavazza, Andrea Faggio, Valentina Polin e Marco Devecchi
Dipartimento di Agronomia, Selvicoltura e Gestione del Territorio, Universita di Torino

In vitro study of nanosponge/
growth regulator complex gradual
release on the onset of the first root
tips in Passiflora amalocarpa

Abstract. With the aim to increase multiplication
rate, aseptic culture protocol using explants of various
origin are known. In more recent times, studies were
undertaken on the complex nanosponge/plant growth
regulator activity to stimulate in vitro rhizogenesis of
passiflora microshoots with different attitude to the
adventitious roots. Nanosponges are obtained through
a newly established hyper-cross-linking of beta-cyclo-
dextrin, with respect to which, depending on the cros-
slinker used, enhance the ability to include stable inor-
ganic and organic molecules. They are experienced in
the chemical-pharmaceutical like solubilizing agents
and as nanovectors of poorly soluble active molecu-
les, whom they are able to promote the gradual relea-
se and the effectiveness. Recently in the medical,
numerous studies try to evaluate toxicity decrease of
chemotherapeutic principles (hemolysis experiments
conducted on human erythrocytes) and their efficiency
increase even at lower doses, effects mainly due to
the gradual release that occurs when active ingredient
is complexed with nanosponge. In this paper we
reported the first results, within the plant, of a study
that aims to demonstrate that included growth regula-
tor release (IBA, IAA) occurs in a gradual way, by sim-
ply delaying but not in any way inhibiting the onset of
the first Passiflora amalocarpa root tips, which pre-
sents no difficulty to adventitious roots.

Key words: solubilizing agents, nanovectors, IBA,
IAA.

Introduzione

Le interazioni fra molecole in grado di determinare
complessi aventi caratteristiche chimico-fisiche inno-
vative e brevettabili, sono oggetto di studio da parec-
chi anni. Sono numerosi i composti che hanno la

* paolamaria.chiavazza@unito.it

capacita di includere altre molecole nella loro struttu-
ra mutandone, in questo modo, le proprieta. Ad esem-
pio le ciclodestrine (CD), oligomeri del D-glucopira-
noso ottenute mediante degradazione enzimatica degli
amidi, sono utilizzate da tempo per il lento rilascio e
la veicolazione di molecole utili. In campo agrario le
prime applicazioni, in tempi recenti, riguardano 1’
inclusione di regolatori di crescita come acido indol-
butirrico (IBA) e acido naftalenacetico (NAA) allo
scopo di stimolare la radicazione sia di talee legnose
che di microgermogli in vitro (Mura et al., 1995;
Brutti et al., 2000). A loro volta, le CD sono state uti-
lizzate per la sintesi di composti costituiti da macro-
molecole ramificate a struttura tridimensionale, inso-
lubili in acqua, dove danno origine a sospensioni di
tipo colloidale (Cavalli et al., 2006). In questo tipo di
struttura sono incluse cavita di varia grandezza, che si
vanno ad aggiungere a quelle presenti nella CD di
base e che danno origine a un composto chiamato
nanospugna (NS). Questa ha la caratteristica di poter
includere simultaneamente sia molecole lipofiliche
(nelle cavita idrofobiche delle CD), che molecole
idrofile (nelle cavita che si vengono a creare fra grup-
pi base di CD) (Mhanga et al., 2007).

Lo studio del rilascio graduale di composti tossici
a livello cellulare, possibile attraverso 1’uso di queste
strutture di recente costituzione, da tempo si avvale di
sperimentazione a livello clinico. Pazienti oncologici,
dopo ’assunzione di farmaci veicolati con NS, vengo-
no periodicamente monitorati con esami di laboratorio
allo scopo di valutare il rilascio rallentato dall’ inclu-
sione del chemioterapico (Swaminathan et al., 2010).

Materiali e metodi

Dovendo evidenziare il fenomeno gia abbastanza
complesso di gradualita del rilascio di sostanze, la
scelta della specie vegetale da utilizzare ¢ caduta su
una pianta con buona competenza, in assenza di sti-
molazione esogena, sia alla produzione di nuovi ger-
mogli che all’emissione di apici radicali.

A partire da gemme ascellari di Passiflora amalo-
carpa Barb. Rodr., si ¢ ottenuta una produzione di
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microgermogli, ottenuti mediante subcolture di nodi
nel substrato MS (Murashige e Skoog, 1962) in assen-
za di fitoregolatori. Per gli studi di rizogenesi sono
stati utilizzati germogli costituiti da due nodi, di circa
2 cm di lunghezza. Il mezzo di radicazione era costi-
tuito da MS con aggiunta di IBA e acido indolacetico
(IAA), entrambi a dosi di 0,5 ¢ 5 mg/l. I due principi
sono stati complessati a concentrazione equimolare
con nanospugna derivata da beta-ciclodestrina, con
modalita di formazione del complesso gia oggetto di
pubblicazione (Chiavazza et al., 2009). Debite quan-
tita della soluzione contenente il complesso NS/rego-
latore di crescita sono state aggiunte al mezzo di col-
tura prima della solidificazione.
Le condizioni sperimentali prevedevano:

* MS + nanospugna (5mg/l)

MS + IBA (0,5 e 5 mg/l)

MS + NS/IBA (0,5 e 5 mg/l)

MS + 1AA (0,5 e 5 mg/l)

MS + NS/IAA (0,5 e 5 mg/l)
Ogni trattamento ¢ stato replicato in 5 vasi di col-
tura e in ognuno sono stati trapiantati 5 microgermo-
gli. L’emissione di radici avventizie/microtalea ¢ stata
osservata nei due schemi sperimentali (IBA, TAA) con
una frequenza settimanale. I dati sono stati sottoposti
ad ANOVA seguita dal test di Tukey per la verifica
della significativita delle differenze fra le medie, uti-
lizzando il software Graph Pad Prism.

Risultati e discussione

A conferma di quanto osservato in prove preceden-
ti (dati non riportati), la presenza di NS non ha altera-
to significativamente la capacita di regolazione indut-
tiva a livello radicale (fig. 1). Per quanto riguarda il

Fig. 1 - Allungamento di apici radicali in NS a fine ciclo di coltura.
Fig. 1 - Root tips elongation in NS at the end of culture
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fenomeno del rilascio graduale, oggetto del nostro stu-
dio, non ¢ stata osservata differenza significativa fra i
trattamenti con e senza NS in presenza di entrambi i
regolatori di crescita alle dosi minori (0,5 mg/l).
Prendendo invece in considerazione i trattamenti
con [AA e IBA a concentrazione maggiore, I’entita del
numero di radici emesse da ogni germoglio non diffe-
riva a fine trattamento, ma era diversa la velocita con
la quale esse comparivano durante il ciclo di subcoltu-
ra in esame. Il risultato ottenuto verso il 30° giorno,
testimonia che il fitoregolatore complessato nella NS
non ¢ ancora disponibile per la pianta, se non in mini-
ma parte (figg. 2 ¢ 3). La disponibilita ¢, invece, pres-
soché totale verso il 60° giorno, quando non si riscon-
trano differenze significative tra i trattamenti con i
regolatori di crescita allo stato libero e complessati alla
fine del periodo di osservazione (fig. 4). In generale, la
capacita della nanospugna di incorporare all’interno

Fig. 2 - Numero di radici/microtalea nei trattamenti con IBA 5
mg/l allo stato libero (sinistra) e complessato (destra) al 30° gior-
no di coltura.

Fig. 2 - Number of roots/microshoot with free (left) and com-
plexed (right) IBA 5 mg/l at 30" day of culture.
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Fig. 3 - Risposta ai trattamenti con IAA allo stato libero e com-
plessato con NS in Passiflora amalocarpa
Fig. 3 - Rooting response to free and complexed IAA treatments in
Passiflora amalocarpa
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Fig. 4 - Risposta ai trattamenti con IBA allo stato libero e com-
plessato con NS in Passiflora amalocarpa.
Fig. 4 - Rooting response to free and complexed IBA treatments in
Passiflora amalocarpa.

della sua struttura molecole utili, € ancora da ottimiz-
zare in quanto studi recenti sembrano testimoniare che
I’entita della complessazione ¢ strettamente dipenden-
te dal tipo di legame chimico che si viene a formare
tra le ciclodestrine che la costituiscono.

Conclusioni

Con questo studio si ¢ voluto iniziare ad indagare
se anche in sistemi vegetali ¢ possibile osservare un
rilascio di tipo graduale mediante 1’utilizzo di com-
plessi con NS; mentre la capacita delle nanospugne di
incorporare molecole all’ interno della loro struttura e
di veicolarle lentamente ¢ stata valutata ampiamente in
campo chimico-farmaceutico, in ambito vegetale sono
noti solamente lavori che riguardano esclusivamente
la migliorata solubilita di composti a difficile dissolu-
zione. Ulteriori accertamenti dovranno riguardare affi-
nate caratteristiche specifiche quali 1’effettiva miglio-
rata solubilita delle molecole complessate, la loro sta-
bilita chimica nonché la permanenza a livello radicale
di composti utili in agricoltura, ad elevata biodisponi-
bilita, determinate da rallentata distribuzione.
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Riassunto

In tempi piu recenti, sono stati intrapresi studi
riguardanti 1’ attivita del complesso nanospugna/fito-
regolatore per stimolare la rizogenesi in vitro di
microgermogli di passiflora a diversa attitudine alla
radicazione avventizia. Le nanospugne sono materiali
di recente costituzione ottenuti tramite iper-reticola-
zione della beta-ciclodestrina, rispetto alla quale, a
seconda del reticolante utilizzato, incrementano la
capacita di includere stabilmente molecole organiche
ed inorganiche. In questo lavoro sono riportati i primi
risultati in campo vegetale di uno studio che ha come
obiettivo la dimostrazione che il rilascio del regolato-
re di crescita complessato (IBA, TAA) avviene in
modo graduale, semplicemente ritardando ma non ini-
bendo in alcun modo la comparsa dei primi apici radi-
cali in Passiflora amalocarpa, la quale non presenta
difficolta alla radicazione avventizia in vitro.

Parole chiave: agenti solubilizzanti, nanotrasportato-
ri, IBA, TAA.
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Multioperational culture processing possibilities of micropropagation
bioreactors: new steps from tis-systems toward the artificial plant ovary

concept (APO)

Fari Miklos Gabor

Orsos Otto Laboratory, Department of Plant Biotechnology, University of Debrecen (Ungheria)

The increasing demand for sustained economic
activities in every habitats has to be supported by
available agricultural and other natural resources, that
generates basic challenge for the science and technol-
ogy in the first half of the 21 century. Responsible
professionals and non-professionals agree that the nat-
ural resources accumulated during millions of years
cannot be further destroyed. Agro-economists drew
the attention of the scientific world to the fact, i.e. that
the further demolition of natural vegetation can only
be avoided if the world’s bio-energy request is pro-
duced on only the 320-702 million hectares of mar-
ginal agro-ecosystems. For this purpose, as stated
some scientists, the most effective biological, genetic
and other breeding methods should be used and new
and adequate agricultural cultivation and biomass pro-
cessing methods should be developed. Therefore,
plant biotechnologists have been challenged by the
urgent need of cost effective new propagation tech-
nology for special elite crop plant lines. The predic-
tions is that breeding, generative and vegetative prop-
agation and growing of the future crops in the next
fifty years will be done by applying the combination
of the most modern techniques, among which the
plant biotechnology underwent a rapid development
utilizing more and more sophisticated tools provided
by cutting edge sciences.

Automatic and robot systems could greatly
improve the time and cost effectiveness of the micro-
propagation technologies, however, there has not been
much progress in this area. The artificial seed (“syn-
seed”) is a promising further special application of the
micropropagation technologies, has also not been
widely applied. More recently, researches have been
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initiated to produce clonally propagated species based
on multioperational culture processing possibilities of
micropropagation bioreactors.

The synthetic plant or “syn-plant” is our own ter-
minology based on multioperational culture process-
ing method of specific plant propagules produced
from synchronized sustained embryogenic callus cul-
tures. The development of the industrial scale multi-
operational culture processing technology for syn-
plants has been only a theoretical possibility,
approached by several laboratories. Here we report a
major break through, the creation of the “Artificial
Plant Ovary” (APO) system (patent application P 09
00018, 2009. 01. 20, HPO, Hungary). In the Orsos
Ott6 Laboratory of the University of Debrecen,
Hungary the first experimental APO instrument has
been completed started to work in 2009. The new
approach, the APO, allowed the synchronized conver-
sion of somatic embryos into functional plantlets, in
one step, time efficiently with minimal loss, without
encapsulation/artificial seed production. The obtained
acclimatized syn-plants can be treated just like other
field ready propagules used in the horticulture or
forestry. Te first APO has been set up to produce syn-
plants from Arundo donax sustained embryogenic
cultures originated from University of South Carolina
(LM). Out of our investigations the presentation will
summarize some promising old and new phyto-biore-
actor approach investigated by different research
teams.

The research has been supported by the “Uj Magyarorszag
Fejlesztési Terv” project No. GOP-1.3.1.-08/2-2009-007 and by
the National Research and Technology Bureau (NKTH), project
No. EA-2044-010/2009 and Ereky Foundation, Hungary.
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Supporti biodegradabili per la coltura in vitro
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Al fine di mantenere la competitivita del materiale
micropropagato, oltre alla riduzione del costo della
mano d’opera, ¢ necessario diminuire 1’elevata onero-
sita delle fasi di avvio, stabilizzazione e moltiplicazio-
ne delle colture, non dal punto di vista del materiale
vegetale e della sue performances, ma dal punto di
vista dei supporti utilizzabili e delle operazioni tecni-
che necessarie.

L’impossibilita di ridurre i costi, da questo punto
di vista, ¢ principalmente da ascrivere alla scarsa
automazione delle operazioni di autoclavaggio e di
riempimento dei vasi di coltura. In tal senso, si ritiene
innovativo e molto promettente approfondire lo studio
di sistemi alternativi all’uso di substrati agarizzati e
promuovere anche la ricerca di alternative all’uso del
vetro, sperimentando contenitori monouso di nuova
concezione, economici e biodegradabili. A tale fine
sono stati impostati degli esperimenti con materiale
monouso biodegradabile come test per verificare sia
la validita come contenitore per la crescita del mate-
riale vegetale, sia per studiare le caratteristiche strut-
turali e tecniche nel momento dell’inserimento del
substrato agarizzato ad elevate temperature.

La prova ¢ stata svolta utilizzando espianti di
Zanthedeschia aethiopica allevati su terreno di coltura
composto da sali e vitamine MS addizionato con 3
mg/l di BA e 8 g/l di agar; il terreno ¢ stato sterilizza-
to in autoclave a 120 °C ed 1 atm di pressione per 20

minuti in una beuta di vetro borosilicato. E stata valu-
tata, quindi, la curva di raffreddamento del terreno
che ¢ stato versato nei contenitori sterili monouso bio-
degradabili di acido polilattico derivato dal mais che
mantiene caratteristiche di trasparenza (Ditta
Amprica-Sirap-Group) a diverse temperature (da 45 a
90 °C). Sono state effettuate delle valutazioni visive
sulla struttura dei contenitori a seconda della tempera-
tura del terreno.

Si ¢ verificato che sino a 65 °C ¢ possibile riempire
i contenitori senza che si deformino e perdano caratte-
ristiche tecniche e di sterilita per i successivi 30 giorni
di allevamento del materiale vegetale. Con temperatu-
re superiori si hanno danni strutturali che impediscono
una corretta coltivazione in vitro. Le prove di crescita
del materiale micropropagato in questi contenitori
hanno dimostrato una conformita con i controlli effet-
tuati nei vasi di vetro borosilicato, sia dal punto di
vista qualitativo sia moltiplicativo. E stata inoltre veri-
ficata la buona risposta della radicazione degli espianti
di Zanthedeschia in questi contenitori, permettendo
quindi un comodo trasferimento del materiale in serra
di ambientamento. I contenitori sono stati utilizzati per
altre specie e per altre fasi di crescita (germinazione di
semi in vitro) e si sono dimostrati affidabili, leggeri e
di facile utilizzo. Sono stati altresi usati per lo stoccag-
gio di materiale vegetale in slow growth garentendo
buone percentuali di a asepsi fino a 3 mesi.
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Impiego di antibiotici nelle biotecnologie vegetali

Frank Kors
Duchefa Biochemie, Haarlem (Olanda)

Several antibiotics are frequently used in Plant
Biotechnology to eliminate endogenous infections in
plant tissue culture, as well as to eliminate
Agrobacterium after transfection and selection of
transgenic plants. A group of very successfully
applied antibiotics in Plant Tissue Culture to elimi-
nate bacteria are “Bacterial Cell Wall Inhibiting
antibiotics”, such as Carbenicillin, Cefotaxim,
Vancomycin and Ticarcillin/Clavulanic acid.

The bacterial cell wall is a three-dimensional net-
work of linear polymers cross linked up with peptide
bonds. The cell wall provides mechanical strength to
the bacterial cell membrane to protect it against rup-
turing by an osmotic shock in the hypotonic plant cul-
ture medium.

The main sites of action of Cell Wall Inhibiting
antibiotics are enzymes and molecules playing a vital
role in the synthesis of the bacterial cell wall. By tar-
geting these molecules and enzymes, the production
of the bacterial cell wall is effectively blocked.

Bacteria can be divided in gram positive bacteria,
like Bacillus species, and gram negative types, like
Pseudomonas, Erwinia, Xanthomonas and
Agrobacterium species.

To eliminate bacteria in plant tissue culture, the
most used Bacterial Cell Wall inhibiting antibiotics
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are Cefotaxime and Vancomycin. Cefotaxim very
efficiently kills gram negative bacteria by inhibiting
tranpeptidase enzymes. Transpeptidase plays a major
role in crosslinking the linear polymers present in the
bacterial cell wall. Vancomycin is very effective
against gram positive bacteria. Its antimicrobial activ-
ity is caused by binding to the individual building
blocks that finally form the linear polymers. As a
result, the enzyme peptidoglycan synthetase cannot
link anymore to its substrate binding site, present at
the building blocks. This blockade finally results in a
halt of the synthesis of the bacterial cell wall. Above
mentioned targeted enzymes and building blocks are
not present in plant cells being the reason why Cell
Wall Inhibiting antibiotics are not toxic to plant cells.

By of the production of beta-lactamase, bacteria
can become resistant against Cell Wall inhibiting
antibiotics. Gram negative bacteria have the extra
defence of an outer membrane, which is difficult to
pass for several antibiotics. Structure, size and charge
of the antibioticum play an important role to inacti-
vate these bacterial defence systems. Especially in the
case of Agrobacterium species, several options, such
as beta-lactamase inhibitors as present in the combi-
nation of Ticarcillin/Clavulanic acid, are available for
sufficient elimination of these bacteria.
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Influenza di substrati solidi e liquidi sulla proliferazione in vitro di

Arundo donax L.
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La canna comune (4rundo donax L.) ¢ considerata
una delle piu promettenti specie da bioenergia nelle
regioni dell’Europa meridionale, grazie alla sua capa-
cita di assicurare alte produzioni di biomassa e di
sopravvivere per lunghi periodi in condizioni estreme
di contenuto idrico del terreno.

La moltiplicazione di questa specie ¢ al momento
attuale, esclusivamente vegetativa attraverso porzioni
di rizoma o di culmo. La coltura in vitro potrebbe
consentire il superamento di taluni inconvenienti lega-
ti a questo tipo di propagazione (onerosita delle ope-
razioni di prelievo degli organi vegetativi e d’impian-
to, ridotto numero di espianti per pianta, difformita
d’insediamento). Per questo motivo nell’ambito del
progetto ‘Filiere Agroenergetiche nel Sud Italia’
(FAESI) del MIPAAF, ¢ stata condotta una ricerca
volta a valutare I’influenza sul tasso di proliferazione
in vitro di A. donax, di un mezzo liquido a immersio-
ne temporanea (RITA®) con 10 minuti di aerazione
ogni 4 ore e di uno solidificato con gelrite (Duchefa,
2,5 g I'') a confronto con un substrato gelificato con
agar (Lickson, 7,0 g I'1).

Il clone di A. donax utilizzato per questa prova,
Fondachello, appartiene alla collezione del DISPA
dell’Universita agli Studi di Catania. Per iniziare la
coltivazione in vitro, nodi con una gemma dormiente
situati nella parte mediana dello stelo, sono stati steri-
lizzati e posti nel substrato d’inizializzazione della
coltura secondo quando descritto da Cavallaro e coll.
(2011). Dopo 20 giorni, i germogli sviluppati sono

stati accuratamente separati dal nodo e trasferiti nei
substrati di moltiplicazione allo studio. La soluzione
nutritiva base utilizzata comprendeva: macro e micro-
elementi di Murashige e Skoog (1962), vitamine di
Morel, 100 mg 1! di mioinositolo, , 3 mg 1'! di 6-
benzylaminopurina (BA), 1 mg I"' di acido indole -3-
acetico (IAA), 0,05 mg 1-! di acido gibberellico
(GA,), 30 g I'! di saccarosio.

Il numero di germogli differenziati sul substrato
gelificato con gelrite® (6.1 germogli per espianto) ¢
risultato circa doppio rispetto a quello differenziato su
agar (3,3 germogli per espianto) e su substrato liquido
a immersione temporanea (3,6 germogli per espianto).
I1 peso fresco dei germogli secondari in quest’ultimo
substrato ¢ stato significativamente piu alto (0,23 g
per germoglio) rispetto a quello registrato negli altri
due (0,16 e 0,12 g per germoglio rispettivamente in
gelrite e agar). La coltivazione su mezzo liquido a
immersione temporanea inoltre, ha permesso I’utiliz-
zo dello stesso substrato per tre cicli successivi di
moltiplicazione senza significative diminuzioni del
numero di germogli differenziati.

La coltura in vitro di 4. donax su mezzo liquido a
immersione temporanea o su mezzo solidificato con
gelrite, puo garantire pertanto un significativo aumen-
to dell’efficienza del processo di micropropagazione
rispetto alla gelificazione con agar, permettendo un
miglior utilizzo delle sostanze nutritive nel primo
caso e aumentando il tasso di proliferazione dei ger-
mogli nel secondo.
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Ambientamento ex vitro sotto reti fotoselettive

Andrea Vitale!, Michele Bravetti?, Giuliano Dradi!, Romano Roncasaglia!, Fabio Mainardi?,

Stefano Vocca® e Davide Neri?
! Vivai Battistini f.lli, Martorano di Cesena (FC)

2 Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Ambientali, Universita Politecnica delle Marche

3 Agritenax Srl, Eboli (SA)

Le reti foto selettive modificano 1’intensita e lo
spettro del flusso luminoso accentuando I’incidenza
percentuale nella luce trasmessa di alcune bande del
visibile, da cui dipende il loro colore (rosso, giallo,
blu nella presente prova), oppure incrementano il
quantitativo di luce diffusa senza cambiare lo spettro
(rete perla). Spettri luminosi diversi possono svolgere
un ruolo importante sulla fisiologia della pianta agen-
do direttamente sulla fotosintesi oppure sui processi
fotomorfogenici (distensione degli internodi, ramifi-
cazione).

Per le prove di ambientamento sono state utilizzate
plantule radicate provenienti da colture in vitro di
GISELA 5® e COLT, varieta con necessita agronomi-
che e ambientali molto diverse (piu debole ed esigen-
te in termini di fertilita e di regime idrico il primo, piu
vigoroso e rustico il secondo) ma entrambe apprezza-
te a livello commerciale. Le plantule all’uscita dal
vitro sono state trapiantate su substrato GEOTEC
composto da torba baltica, cocco fine (20%) e perlite
(15%) in contenitori da 60 fori, posti all’interno di un
tunnel basso di polietilene entro una serra in policar-
bonato di metile. Sopra il tunnel ¢ stata collocata una
rete Iridium® (AGRITENAX Srl, Eboli, SA) in polie-
tilene ad alta densita (HDPE), con maglie di 2,4x4,8
mm, costituita da 4 colori - rosso, giallo, blu e perla -
in successione che assicuravano ciascuno la copertura
di un’area pari a 10 m?. E’ stata prevista un’area di
controllo di pari dimensione, priva di rete.

I parametri considerati sono stati quelli di interesse
vivaistico: attecchimento, uniformita, calibro, altezza
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internodi, numero di foglie, area fogliare, peso fresco
e peso secco delle radici e della parte aerea. | prelievi
sono stati effettuati in entrambe le colture dopo 25
giorni di ambientamento nei periodi di fine primavera
(Aprile-Maggio) e di piena estate (Luglio-Agosto). Le
prove hanno evidenziato una interazione fra le reti
fotoselettive e la varieta ambientata, Infatti i1 risultati
migliori su GISELA 5® non sono sempre coincisi con
quelli ottenuti su COLT. La rete gialla ha avuto gene-
ralmente una influenza positiva sullo sviluppo epigei-
co, soprattutto su GISELA 5®, dove il peso fresco e il
peso secco sono stati superiori a quanto rilevato sotto
rete rossa e perla. Con queste ultime reti I’accumulo
di sostanza secca si ¢ avuta soprattutto nelle radici.
L’altezza delle colture ¢ stata maggiore sotto rete gial-
la per le piante di GISELA 5®, mentre per le piante di
COLT si ¢ avuto il massimo allungamento sotto rete
perla e blu, quest’ultima risultata tra I’altro la miglio-
re, insieme alla rete rossa, nel favorire I’incremento
del calibro.

Dalla sperimentazione effettuata sulle reti fotoselet-
tive Iridium® ¢ dunque emerso che se si vuole deter-
minare un maggiore ingrossamento del calibro bisogna
utilizzare il colore giallo o il rosso nel caso del GISE-
LA 5%, il blu o il rosso nel caso del COLT. Lo svilup-
po della parte aerea puo essere promosso dalla rete
gialla su GISELA 5®, mentre la rete perla & piu attiva
su COLT. Infine la radicazione ¢ stata promossa dalla
rete perla su GISELA 5®, mentre per questo singolo
parametro su COLT non sono stati rilevati cambia-
menti attribuibili all’utilizzo delle reti fotoselettive.



