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Micropropagation, mycorrhization
and yield of early type globe arti-
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Abstract. In this work, five globe artichoke (Cynara
cardunculus L. var. scolymus Fiori) ecotypes of early
typology were cultured in vitro to identify an effective
micropropagation protocol. Shoot tip explants excised
from selected globe artichoke genotypes were trans-
ferred on a basal medium supplemented with isopentil
adenine (2ip 1 mgl"), indoleacetic acid (IAA 1 mgl),
gibberellic acid (GA, 0,025 mgl') to establish the in
vitro culture. Then they were multiplied using 0.05 mgl-
' 6-benzylaminopurine (BAP). For root induction, 10
mgl-" indol 3-acetic acid were used. The ex vitro
acclimatization was carried out in a greenhouse with
heating and mist system. The effect of mycorrhization
technique was evaluated to reduce the transplant
stress. For the acclimatization, globe artichoke micro-
propagated plants were transplanted in field and the
assessment of the plants was evaluated. The mycor-
rhizal plants showed a higher productivity, an earlier
production in relation to harvest time and a marked
increase in total phenolic content in flower heads. Data
collected confirm the efficiency of the in vitro propaga-
tion technique and the positive effect of mycorrhiza on
the yield of early globe artichoke genotypes.

Key words: Cynara cardunculus L. var. scolymus
Fiori, in vitro culture, nursery, mycorrhization, in field
performance.

Introduzione

La micropropagazione di specie ortive per scopi
commerciali ha consentito il risanamento e la conser-
vazione di materiale di particolare pregio e interesse
economico, la produzione di piante con elevato stan-
dard qualitativo e 1’'uniformita e sanita del materiale
vivaistico, consentendo, inoltre, di disporre di un pro-
dotto qualitativamente costante nel tempo facilitando
la programmazione colturale. La micropropagazione ¢
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stata applicata con ottimi risultati in termini di attec-
chimento, qualita e produzione, alle cultivar tardive di
carciofo a partire dagli anni ‘80, rappresentando 1’ori-
gine del successo per il vivaismo cinaricolo. Pit com-
plessa si ¢ rivelata I’applicazione di questa tecnica
propagativa alle cultivar precoci, che sono risultate
piu recalcitranti. Studi sulla capacita di rendere le
piante micropropagate di carciofo precoce della culti-
var catanese adattabili alle pratiche colturali, superan-
do i problemi legati all’attecchimento ex-vitro
mediante il ricorso all’inoculazione radicale di funghi
micorrizici in fase di ambientamento, sono stati con-
dotti in precedenza da Morone-Fortunato et al.
(2005).

Le ricerche condotte nell’ambito del Progetto
CARVARVI “Utilizzazione di funghi micorrizici e
valorizzazione di germoplasma per la produzione di
piantine di carciofo di qualita” (MiPAF) hanno avuto
come obiettivo la definizione di protocolli per la pro-
duzione in vitro delle cultivar precoci di carciofo e
relativi ecotipi, maggiormente coltivati in Italia, valu-
tando, inoltre, I’efficacia della simbiosi micorrizica
per evidenziare il rapporto di specificita fungo-pianta
ospite. La validazione agronomica in campo, inoltre,
ha consentito di accertare la validita dell’intero pro-
cesso dalla moltiplicazione in vitro alla produzione
dei capolini.

Materiali e metodi

Micropropagazione di cultivar precoci

La ricerca ¢ stata condotta su tre ecotipi di carciofo
della cv Catanese: “Locale di Mola”, “Brindisino” e
“Violetto di Sicilia”, reperiti rispettivamente in loca-
lita Mola di Bari, Brindisi e Catania, ¢ su due ecotipi
della cv. “Violetto di Provenza”, con provenienza
Oristano e Mola di Bari.

Il materiale utilizzato per la prova in vitro era
costituito da apici vegetativi di giovani carducci in
crescita, raccolti da carciofaie selezionate. Gli apici
prelevati (5-6 mm) sono stati sterilizzati in una solu-
zione di cloruro di mercurio (5%) per 15 minuti. Gli
stessi, risciacquati abbondantemente in acqua sterile,



sono stati trasferiti in tubi di vetro della capacita di 70
ml, contenenti 20 ml di substrato base (Morone
Fortunato et al., 2005). Nella fase di stabilizzazione il
mezzo base ¢ stato arricchito con isopentenil adenina
(2ip 1 mg I'"), acido indolacetico (IAA 1 mg I'!) ¢
acido gibberellico (GA, 0,025 mg 1'").

Per la fase di moltiplicazione, gli espianti stabiliz-
zati sono stati trasferiti in vasi di vetro della capacita
di 220 ml, contenenti 40 ml di substrato arricchito con
6-benzilamminopurina (BAP) alla concentrazione di
0,05 mg I''. Sono state effettuate tre subcolture a
distanza di 25 giorni, al termine delle quali ¢ stato cal-
colato I’indice medio di moltiplicazione degli espian-
ti. La radicazione in vitro degli ecotipi di carciofo
micropropagati ¢ stata realizzata aggiungendo al
mezzo di coltura, arricchito in questo caso con sacca-
rosio 30g 1!, I’acido indolacetico (10 mg I'"). Dopo 30
giorni ¢ stata rilevata la percentuale di germogli radi-
cati. Gli espianti sono stati incubati in camera di cre-
scita a 22+1 °C con fotoperiodo di 16 h di luce e
intensita luminosa di 60 pEm2s™.

Per ogni fase della micropropagazione e per cia-
scun ecotipo sono state impiegate trenta piante per
trattamento, ricorrendo ad uno schema sperimentale a
randomizzazione completa. I confronti tra i trattamen-
ti sono stati effettuati con il Test SNK ad un livello di
significativita p<0,01.

Prova di affinita simbiotica

E stata valutata 1’influenza di due specie del gene-
re Glomus (G. viscosum ¢ G. mosseae) sull’ambienta-
mento ex-vitro e sulla crescita delle piantine. Le due
specie fungine sono state isolate in laboratorio e mol-
tiplicate su colture trappola di fragola, note per 1’ele-
vata micotrofia. La prova iniziale di valutazione di
specificita fungina ha riguardato 1’ecotipo di carciofo
“Locale di Mola” cv Catanese. E stato adottato uno
schema sperimentale a blocco randomizzato con tre
ripetizioni delle tre seguenti tesi: A-testimone, B-
Glomus viscosum, C-Glomus mossae, per un totale di
9 blocchi e 15 piante per blocco.

Le piantine radicate sono state trapiantate in vaset-
ti (v =200 ml) contenenti una miscela sterile di torba
commerciale (torba bruna di sfagno, carbonio organi-
co di origine biologica 46%, azoto organico 1,2%,
sostanza organica 80%, pH 6) e perlite (2:1, v/v), e
poste in una serra metallo-vetro, climatizzata e prov-
vista di impianto di nebulizzazione (temperatura
media 20-25 °C, livello di umidita relativa ridotto
progressivamente dall’85-90% al 55-60% in 15 gior-
ni). L’inoculo micorrizico, 10g per vaso, consisteva di
circa 100-120 spore, micelio esterno e frammenti di
radici micorrizate ottenute da piante di fragola
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(Fragaria x Ananassa Duch.) usate come piante trap-
pola per moltiplicare I’inoculo.

A 30 giorni dal trapianto ¢ stato monitorato il
numero delle piante sopravvissute ed ¢ stata stimata la
percentuale di attecchimento ex vitro. Nei sei mesi
successivi al trapianto, ¢ stato monitorato mensilmente
I’andamento dello SPAD (Soil Plant Analysis
Development) misurato a mezzo del clorofillimetro
portatile SPAD 502 (Minolta Camera Co. LTD,
Japan). Dopo sei mesi, su dieci piante scelte a caso,
sono stati determinati i seguenti parametri morfologi-
ci: numero di foglie per pianta (n), altezza (cm) corri-
spondente alla lunghezza media delle foglie per pian-
ta, peso fresco e secco porzione epigea (g), area
fogliare (cm?), peso fresco e secco porzione ipogea
(g), densita radicale (cm cm™) (Tennant, 1975).

L’area fogliare ¢ stata misurata con 1’ausilio di un
Licor LAI Area Meter 3100. Le radici sono state
prima colorate usando il protocollo di Philips e
Haymann (1970), quindi ¢ stata valutata la percentuale
di colonizzazione micorrizica (Trouvelot et al., 1986).

La dipendenza micorrizica (%) ¢ stata calcolata per
ogni specie fungina secondo la formula di Plenchette
et al. (1983): DM= [(peso secco totale in piante
micorrizate - peso secco totale in piante non micorri-
zate) % 100] / peso secco totale in piante micorrizate.

Micorrizazione delle piantine micropropagate

Si ¢ valutata I’efficacia della simbiosi sull’attecchi-
mento di tutti gli ecotipi di carciofo prodotti in vitro.
Per ogni ecotipo di carciofo ambientato ¢ stata valuta-
ta la percentuale di attecchimento ex vitro. E stato
adottato un disegno sperimentale a blocchi randomiz-
zati 5x2, con 5 ecotipi di carciofo prodotti in vitro (tre
ecotipi di carciofo cv Catanese: “Locale di Mola”-
Mola di Bari, “Brindisino”- Brindisi, “Violetto di
Sicilia”- Catania; due ecotipi di carciofo cv “Violetto
di Provenza” con provenienza Oristano e Mola di
Bari) e 2 trattamenti (con e senza Glomus viscosum).

Valutazione agronomica di selezioni di carciofo

Piante micropropagate, micorrizate e non, della
cultivar precoce ‘Violetto di Provenza’ (provenienza
Mola) sono state trapiantate in campo nel mese di
Agosto 2011, al fine di definire le caratteristiche agro-
nomiche piu idonee alla coltivazione del carciofo. Si ¢
valutata la produzione in termini quantitativi, come
numero dei capolini ed epoca di raccolta, e in termini
qualitativi, considerando le caratteristiche merceologi-
che dei capolini prodotti quali il calibro, le dimensioni
della parte edule, le caratteristiche delle brattee, la
lunghezza totale del pappo e il contenuto in polifenoli
(Shadidi e Naczk, 1995).
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Risultati

Micropropagazione di cultivar precoci

11 protocollo di coltura in vitro utilizzato (Morone-
Fortunato et al., 2005) si ¢ rilevato efficiente per tutti
gli ecotipi presi in esame. In fase di stabilizzazione
(fig. 1), la sopravvivenza degli espianti non ¢ stata mai
inferiore al 65% (Violetto di Provenza, provenienza
Oristano), raggiungendo i valori piu elevati con gli
ecotipi Locale di Mola e Brindisino (rispettivamente
91% ¢ 89%), mentre il Violetto di Sicilia e il Violetto
di Provenza provenienza Mola si sono attestati intorno
a valori del 70% (rispettivamente 72% e 71%).

In fase di moltiplicazione (fig. 2), i due ecotipi di
Violetto di Provenza hanno presentato un indice di
moltiplicazione piu elevato (21,25 e 25,15 rispettiva-
mente per la provenienza Oristano e Mola in terza
subcoltura) dei tre ecotipi di Catanese.

I risultati ottenuti dalle prove di radicazione in
vitro (fig. 3), fase critica precedentemente studiata da
vari autori (Ancora et al., 1981; lapichino, 1996;
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Fig. 1 - Percentuale di sopravvivenza degli espianti di ecotipi di
carciofo precoce durante la fase di stabilizzazione dopo 25 giorni
di coltura in vitro. Gli istogrammi indicano le medie e le barre +
I’errore standard. Test SNK (p<0,01).
Fig. 1 - Survival percentage of explants of artichoke ecotypes
after 25 days of in vitro culture. Histograms represent the aver-
age and the bars + standard error. Test SNK (p<0,01).
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Fig. 2 - Indice medio di moltiplicazione dei germogli di ecotipi di
carciofo precoce allevati su substrato di moltiplicazione durante le
tre subcolture (1 subcoltura = 25 giorni).

Fig. 2 - Multiplication average index of shoots of artichoke eco-
types grown on substrate for proliferation in three subcultures (1
subculture = 25 days).
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Fig. 3 - Percentuale di radicazione dei germogli di ecotipi di car-

ciofo precoce allevati su substrato di radicazione dopo 30 giorni

di coltura in vitro. Gli istogrammi indicano le medie e le barre +
I’errore standard. Test SNK (p<0,01).

Fig. 3 - Rooting percentage of shoots of artichoke ecotypes grown
on substrate for rooting after 30 days of in vitro culture.
Histograms represent the average and the bars + standard error.
Test SNK (p=<0,01).

Brutti et al., 2000), hanno confermato i risultati otte-
nuti da Morone-Fortunato et al. (2005). Anche in que-
sto stadio si ¢ notato un diverso comportamento fra i
differenti ecotipi, infatti i due ecotipi di Violetto di
Provenza si sono attestati su valori di radicazione piu
bassi (63% provenienza Mola di Bari e 53% prove-
nienza Oristano) rispetto agli ecotipi catanesi (85%
Locale di Mola e Brindisino, 77% Violetto di Sicilia).

Prova di affinita simbiotica

In tabella 1 sono riportate le risposte morfologiche
delle piantine micropropagate dell’ecotipo Locale di
Mola (cv Catanese) ai due trattamenti micorrizici
rispetto alla tesi non trattata. I valori registrati hanno
evidenziato, per tutti i parametri in esame, 1’effetto
positivo delle micorrize sull’accrescimento delle pian-
tine in ambientamento, in particolare in simbiosi con
G. viscosum.

I piu alti valori di SPAD sono stati ottenuti sempre
in presenza di micorriza e fra le due micorrize valuta-
te il G. viscosum ha rilevato una maggiore efficienza
delle piantine (fig. 4). Le differenze tra i trattamenti
sono state valutate a partire dai due mesi successivi
all’inoculazione micorrizica, tempo utile affinché
possa manifestarsi 1’effetto benefico.

I valori di SPAD fornendo una stima indiretta del
contenuto in clorofilla delle foglie (Evans, 1983;
Pasquini et al., 2004), danno informazioni sullo stato
nutrizionale delle piante in relazione alla disponibilita
di azoto (Wood et al., 1992), poiché la maggior parte
dell’azoto ¢ contenuto nelle molecole di clorofilla
(Evans, 1983).

La valutazione della percentuale di infezione e
della dipendenza micorrizica (tab. 2) ha evidenziato il
diverso comportamento dei due inoculi. Il G. visco-
sum ha presentato una maggiore percentuale di infe-
zione (85%) rispetto al G. mosseae (60%), a conferma
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Tab. 1 - Principali caratteristiche bio-morfologiche di piantine di ‘Locale di Mola’, allevate in serra su substrato arricchito in inoculo
micorrizico o in assenza di inoculo (testimone), a sei mesi dal trapianto.
Tab. 1 - Main bio-morphological characteristics of ‘Locale di Mola’ artichoke ecotype grown in greenhouse on substrate enriched or not
with mycorrhizal inoculum or (control) six months after transplants.

Parametri morfologici Testimone Glomus mossae Glomus viscosum
Foglie (n) 6,7+ 1,0 7,3+£2,0 83+ 1,0
Peso fresco epigeo (g) 86,5+ 18,8 120.,8 + 46,1 121,4 £ 10,5
Peso fresco ipogeo (g) 179+ 1,8¢ 239+2,1b 31,5+3,5a
Peso secco epigeo (g) 9,2+ 1,5 11,2+3,3 12,6 £2,5
Peso secco ipogeo (g) 2,7+0,0b 3,1+£0,7b 43+03a
Lunghezza radice (cm) 206,2 £84,7b 506,3 +215,7 ab 802,5+413,7 a
Densita radicale (cm cm™) 1,0£04Db 2,5+1,0ab 40+15a
Area fogliare (cm?) 1225,7 £ 564,9 1816,2 £ 549,6 1640,4 +209,8

I valori indicano le medie + I’errore standard. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (Test SNK - p<0,01) compa-

rando 1 dati lungo le righe della tabella.

Tab. 2 - Infezione e dipendenza micorrizica in piantine di ‘Locale
di Mola’, allevate in serra su substrato arricchito in inoculo micor-
rizico, a sei mesi dal trapianto.

Tab. 2 - Frequency of AM colonization and mycorrhizal depen-
dency of ‘Locale di Mola’ artichoke grown in greenhouse on sub-
strate enriched or not with mycorrhizal inoculum, six months after
transplants.

Parametri simbiontici Glomus mossae |Glomus viscosum

602D 85+3a
Dipendenza micorrizica (%) 16,5 29,5

Infezione micorrizica (%)

I valori indicano le medie + 1’errore standard. Lettere diverse indi-
cano differenze statisticamente significative (Test SNK - p<0,01)
comparando i dati lungo le righe della tabella.
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Fig. 4 - Andamento dei valori di SPAD in piantine di ‘Locale di
Mola’, allevate in serra su substrato arricchito in inoculo micorri-
zico o in assenza di inoculo (testimone). I valori indicano le medie
+ ’errore standard. Test SNK (p<0,01).
Fig. 4 - SPAD values of ‘Locale di Mola’ artichoke ecotype
grown in greenhouse on substrate enriched or not with mycor-
rhizal inoculum.. Values represent the average and the bars +
standard error. Test SNK (p<0,01).

della maggiore affinita di questa specie fungina con
I’ecotipo di carciofo precoce Locale di Mola.

Micorrizazione delle piantine micropropagate
Glomus viscosum si ¢ confermato efficace per i
cinque ecotipi oggetto di studio. Dalla figura 5 si
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Fig. 5 - Effetto della simbiosi con Glomus viscosum sulla percen-
tuale di attecchimento degli ecotipi di carciofo precoce micorrizati
(AM+) e non micorrizati (AM-). Gli istogrammi indicano le
medie e le barre + I’errore standard. Test SNK (p<0,01).

Fig. 5 - Effect of mycorrhiza on the ex-vitro establishment of inoc-
ulated (AM+) artichoke ecotypes compared with control not inoc-
ulated (AM-). Histograms represent the average and the bars +
standard error. Test SNK (p<0,01).

evince I’effetto benefico della simbiosi durante la fase
di ambientamento ex-vitro, nel determinare percentua-
li di attecchimento significativamente piu elevate
rispetto alle tesi del controllo non micorrizato (fig. 5).

Valutazione agronomica di selezioni di carciofo

La disponibilita di piantine micropropagate ¢
ambientate, micorrizate e non, sin dal mese di agosto,
ha permesso 1’impianto della carciofaia in tale data,
consentendo 1’entrata in produzione gia nell’anno del
trapianto.

Il calendario di produzione, relativo all’annata
2011-2012, ha evidenziato che i tipi micropropagati e
micorrizati hanno differenziato e portato a maturazio-
ne un numero piu elevato di capolini nel periodo
autunno-vernino-primaverile (da novembre 2011 a
maggio 2012), mentre quelli micropropagati non
micorrizati esclusivamente nel periodo vernino-prima-
verile (tra febbraio e maggio 2012). I rilievi morfolo-
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Tab. 3 - Caratteristiche produttive e contenuto in fenoli totali dei

capolini di ”Violetto di Provenza” (provenienza Mola) micorriza-

te e non con Glomus viscosum. Gli istogrammi indicano le medie
e le barre + ’errore standard. Test SNK (p<0,01).

Tab.3 - Productive characteristic and the total phenolic content in
the heads of mycorrhizal artichoke (Violetto di Provenza - Mola)
compared with control not inoculated. Histograms represent the

average and the bars + standard error. Test SNK (p<0,01).

Caratteristiche produttive Violetto di Provenza
capolini Micorrizato | Non micorrizato

Peso fresco (g) 180,5 179,1
Peso secco (g) 22,0 22,0
Profondita ricettacolo (cm) 1,2 1,1

Diamentro ricettacolo (cm) 33 34

Peso fresco edule (g) 81,4 82,3
Peso secco edule(g) 10,2 11,1
Sostanza secca (%) 12,0 11,8
?n?gtgxltgq 1fle:I\l;\(;l)l totali 544 33b

gici hanno indicato che i capolini rispettano le caratte-
ristiche merceologiche tipiche della cultivar (tab. 3).
Le analisi sui capolini hanno confermato il beneficio
della simbiosi micorrizica sul miglioramento qualitati-
vo delle produzioni, con un piu elevato contenuto in
polifenoli totali dei capolini raccolti (tab. 3), concor-
demente a quanto riportato da Ceccarelli ef al. (2010).

Conclusioni

Grazie alle sue prerogative, la micropropagazione
garantisce il mantenimento delle caratteristiche quali-
tative consentendo 1’uniformita e la sanita del mate-
riale vivaistico. La micorrizazione stimola I’accresci-
mento degli apparati radicali favorendo un migliora-
mento degli altri parametri morfo-fisiologici e I’otte-
nimento, alla fine della fase di allevamento in vivaio,
di piantine micorrizate con requisiti bio-agronomici
sicuramente superiori.

Il grado di colonizzazione micorrizica del sistema
radicale e la risposta delle colture possono variare a
seconda della specificita delle interazioni pianta-
fungo (Smith e Read, 1997). L’individuazione del
simbionte micorrizico specifico determina un maggior
beneficio in termini di produttivita e sostenibilita. Per
le piante micropropagate di carciofo oggetto dello stu-
dio, il fungo G. viscosum ¢ risultato piu efficiente del
fungo G. mosseae. Inoltre, per le piantine micropropa-
gate le alte percentuali di attecchimento del materiale
micorrizato, rispetto al non micorrizato, hanno evi-
denziato I’efficienza della simbiosi in carciofo nel
superamento della maggiore criticita di questa tecnica
propagativa, concordemente a quanto descritto in let-
teratura per altre specie (Khrishna et al., 2005;
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Moreas et al., 2004; Estrada-Luna e Davies, 2003;
Estrada-Luna et al., 2000; Yano-Melo et al., 1999).

Le modificazioni morfologiche e fisiologiche
indotte dal fungo sulle piante di carciofo hanno deter-
minato un piu elevato rapporto radici/germoglio, fat-
tore probabilmente responsabile dell’incremento del
potenziale di accrescimento della pianta. La simbiosi
micorrizica ha peraltro supportato un miglioramento
quali-quantitativo della produzione ottenuta dalle
piante micropropagate trapiantate in campo.

Queste biotecnologie sperimentate, utili al miglio-
ramento qualitativo delle carciofaie, sono spendibili
anche in sistemi a basso impatto ambientale per un’a-
gricoltura ecosostenibile grazie all’azione biofertiliz-
zante delle micorrize.

Ringraziamenti

Gli Autori ringraziano la dott.ssa Cadinu del
Centro Regionale Agrario Sperimentale di Cagliari e
il prof. Mauromicale del Dipartimento di Scienze
Agronomiche, Agrochimiche e delle Produzioni
vegetali di Catania per il prezioso materiale autocto-
no fornito.

Riassunto

Lo studio ha previsto il reperimento di cloni di
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micorrizazione ¢ risultata utile nella fase di ambienta-
mento ex vitro delle plantlule micropropagate. Il tra-
pianto in campo delle piante micropropagate, micorri-
zate e non, ha permesso di monitorare 1’efficacia della
tecnica di propagazione e I’effetto della simbiosi sulle
produzioni ottenute.
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