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Una nuova tecnologia vivaistica iz vitro

Lettura tenuta il 6 dicembre 2007

La globalizzazione del mercato coinvolge anche i prodotti vivaistici e pre-
suppone ampia liberta di circolazione dei vegetali, o parti di essi, ma a cio si
contrappongono problematiche di ordine tecnico, come la difficolta di intro-
durre piante in quei Paesi dove vigono, per problemi di ordine sanitario, ferree
normative relative all'importazione di materiale vegetale. A fronte di tutto cio,
interessanti prospettive si intravedono nell’utilizzazione della coltura in vitro,
quale tecnica per la propagazione delle piante, in quanto in grado di garantire
disponibilita di materiale sano, omogeneo e di qualita. Tuttavia, 'impiego di
materiale micropropagato, prodotto in condizioni di asepsi, poco manegge-
vole ¢ inadatto alle consuete pratiche di stoccaggio e di trasporto a causa del
deperimento e¢/o danneggiamento durante la movimentazione e percio sem-
bra presentare dei limiti, soprattutto di natura commerciale. Infatti, le piante
vitro-derivate presentano gli stessi problemi gestionali di quelle ottenute me-
diante i tradizionali metodi di propagazione e cio¢ debbono essere ambienta-
te e razionalmente allevate in vista della loro commercializzazione altrimenti
vanno incontro a deperimento. In quest’ottica, da alcuni anni, anche presso
il Laboratorio di colture iz vitro annesso al Dipartimento di Scienze Agrarie
ed Ambientali dell’Universita degli Studi di Perugia, si sta tentando la messa
a punto di nuove tecnologie in grado di coniugare i vantaggi della clonazione
(elevata efficienza produttiva in spazi ridotti, certezza sanitaria, omogeneita
e uniformita del materiale vegetale, rapidita del ciclo produttivo) con quelli
propri dei semi gamici, quali maneggevolezza, conservabilita, dimensioni ri-
dotte e facilita di trasporto (Standardi et al., 1999). Tali potenzialita vengono
offerte dall’incapsulamento, tecnologia che si integra con la micropropaga-
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Foto 1 Prodotti della tecnologia dellincapsulamento (Capsule e Semi sintetici)

zione e che ¢ definita come processo mediante il quale espianti vitro-derivati

vengono racchiusi in una matrice con funzione nutritiva e protettiva, capace

di mantenere inalterata la loro vitalita e la capacita di crescita, anche dopo

eventuale stoccaggio (conservazione) e trasporto (foto 1).

Mediante I'incapsulamento, gli espianti vegetali vengono quindi dotati

di un rivestimento consistente esterno (matrice incapsulante) contenente di-

sciolte sostanze nutritive (endosperma artificiale) e il tutto consente di:

— proteggerli da eventuali danni meccanici durante la manipolazione e il
trasporto e preservarli dal pericolo della disidratazione durante la conser-
vazione (funzione protettiva);

— fornire loro elementi nutritivi, fonti energetiche, sostanze regolatrici della
crescita ed eventuali prodotti per il controllo dei parassiti (funzione trofica).
Tra i metodi di incapsulamento studiati, quello della gelificazione ha for-

nito risultati promettenti e per la realizzazione della matrice gelatinosa della

capsula nutritiva e protettiva I'alginato ¢ risultato particolarmente adatto per-
ché la sua solidificazione avviene in seguito ad un meccanismo di comples-
sazione (scambio ionico) che generalmente non provoca danni ai propaguli

(Redenbaugh et al., 1986 ¢ 1987).

Nella foto 2 viene schematizzata la procedura di incapsulamento che
prevede tre successive fasi, la prima delle quali comporta 'immersione dei
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Foto 2 Le tre fasi della procedura di incapsulamento di espianti vegetali ottenuti in vitro

Foto 3 Capsule con microtalee uninodali di olivo destinate a successiva micropropagazione
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Foto 4 Germoglio proveniente da microtalea incapsulata del portinnesto di melo M.2.6

propaguli o degli embrioni somatici in una soluzione di alginato di sodio,
prelevandoli poi singolarmente con la goccia di gel che aderisce al loro in-
torno e facendoli quindi cadere nella soluzione complessante di cloruro di
calcio dove si verifica, in 20-30 minuti, la graduale solidificazione del gel
fino a ottenere un rivestimento esterno ai propaguli di consistenza idonea
alla manipolazione, con resistenza alla pressione di rottura pari a circa 2-3
Kg (Redenbaugh et al., 1987). La funzione trofica dell'involucro nei con-
fronti dei propaguli viene assicurata dall’aggiunta di elementi nutritivi alla
soluzione di alginato riproducendo una sorta di endosperma artificiale si-
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Foto 5 Embrione somatico di “Clementine” destinato alla semina

mile a quello dei semi zigotici (Bapat, 1993; Mathur et al., 1989; Standardi
e Piccioni, 1998).

Le matrici incapsulanti e gli espianti vegetali in esse racchiuse, frutto di
tale tecnologia, vengono definite “capsule” (foto 3) quando gli espianti ver-
ranno successivamente, nello stesso o altro laboratorio, nuovamente allevati
nelle condizioni di coltura iz vitro e quindi riutilizzati nella tecnica della
micropropagazione (foto 4). Diviene “seme sintetico” se I'espianto all’interno
della matrice ¢ destinato a evolvere in plantula (conversione) a seguito di se-
mina in condizioni di asepsi (in vitro) o in vivo (ex vitro) e quindi puo essere
potenzialmente impiegato dall’utilizzatore finale (foto 5).

Il concetto di seme sintetico nasce nel 1977, quando Murashige avan-
z0 l'ipotesi di poter utilizzare 'embriogenesi somatica a fini applicativi. Egli
formulo, in seguito (1978), la prima definizione di seme sintetico (synthetic
seed) che perd limita il campo di applicazione della tecnologia dell’incap-
sulamento solo a quelle specie per le quali si disponesse di un protocollo
rigenerativo mediante embriogenesi somatica. Nella definizione originaria si
faceva riferimento a un propagulo bipolare in grado di mantenere la capacita
di evolvere in una plantula, quando racchiuso in un involucro artificiale con
medesime funzioni dei tegumenti seminali. La conversione di un embrione
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somatico ¢ stata, quindi, definita come contemporanea crescita e sviluppo di
organi ipogei ed epigei accompagnata da ridotta produzione di callo e diretta
connessione vascolare tra radici e germoglio indirizzando I'uso di questo ter-
mine alla formazione di una plantula completa a partire da un seme sintetico
(Redenbaugh, 1993). Le possibilita applicative dell’embriogenesi somatica
sono perd vincolate alla risoluzione di alcune problematiche ancora irrisolte,
quali: la sincronizzazione dello sviluppo degli embrioni somatici, la variabi-
lita somaclonale e i bassi livelli di conversione dei semi sintetici (Kozai et al.,
1991). La sincronizzazione dello sviluppo degli embrioni somatici rimane
un valido obiettivo della ricerca e sono stati ottenuti discreti risultati facendo
ricorso a opportuni dosaggi ormonali o a tecniche quali la separazione in
gradiente di densita e il setacciamento volumetrico. Attualmente, comunque,
sembra difficile evitare, nella stessa coltura embriogenica, la contemporanea
presenza di embrioni a diverso stadio di sviluppo (McKersie et al., 1995). La
variabilitd somaclonale, rischio che pud accompagnare il processo embrio-
genetico, rappresenta il limite maggiore all'impiego degli embrioni somati-
ci nell’attivita vivaistica e quindi quali espianti da utilizzare nella tecnologia
dell’incapsulamento (Falcinelli et al., 1993). Conseguentemente, la defini-
zione di seme sintetico ha subito una serie di evoluzioni, fino ad estendere il
concetto all'impiego di qualsiasi propagulo vitro-derivato in grado di evolvere
in plantula, dopo averlo racchiuso in un involucro nutritivo e protettivo ed
essere stato posto in condizioni adatte alla sua conversione, siano esse iz vitro
o in vivo (Aitken-Christie et al., 1995). Possono essere quindi incapsulati
qualsiasi propagulo ottenuto iz vitro, quali apici meristematici, meristemoidi,
gemme apicali e ascellari di germogli proliferati in vitro (microtalee), micro-
bulbi, protocormi, frammenti di rizoma e frammenti di radice, purché siano
in grado di dare origine a una plantula. Questi espianti sono generalmente
unipolari, cioe strutture dotate di un solo meristema, generalmente quello
caulinare, in grado di dare origine a un germoglio (Mathur et al., 1989). Il
ricorso a propaguli unipolari per I'allestimento di capsule destinate ad altri
laboratori non comporta quindi alcun problema purché in essi I'involucro
consenta il mantenimento della vitalitd e capacita di ripresa una volta posti
nuovamente nelle colture in vitro dopo trasporto e conservazione. Quando
invece gli stessi espianti vengono destinati a evolvere in plantula (semi sinteti-
ci) ¢ necessario formare ex-novo il meristema di cui sono privi, generalmente
quello radicale, in modo da permettere I'ottenimento di plantule durante la
fase di conversione, che pud avvenire sia in vivo o in vitro. 1l processo che
porta alla formazione del meristema mancante ¢, a tutti gli effetti, un proces-
so organogenetico, anche se in alcuni propaguli naturalmente prodotti dalla



UNA NUOVA TECNOLOGIA VIVAISTICA «IN VITRO» 691

Fase | Fase Il
Prelievo di microtalee apicali e ascellari Induzione rizogena

: b o %
> Y g

+

Fase Ill
Pre-emissione
rizogena

Germogli proliferati al
termine di una

subcoltura
- L
y
- PRI
P - -
Fase V = ’
Conversione Semi sintetici

Fase IV
Incapsulamento

Foto 6 Procedura per ottenere semi sintetici da espianti unipolari (microtalee)

specie sono presenti dei meristemi latenti (ad es. meristemi radicali nel disco
basale dei microbulbi) che, una volta attivati, portano alla formazione della
parte mancante e alla completa conversione (Standardi e Piccioni, 1998). Le
gemme delle microtalee tendono a sviluppare facilmente il germoglio, ma
non sempre manifestano un’elevata attitudine per cio che riguarda la rizoge-
nesi. In molte specie, al germogliamento non si accompagna una contempo-
ranea formazione di radici avventizie a causa della ridotta attitudine rizogena
del materiale, ragione per cui i livelli di conversione di gemme incapsulate
sarebbero nulli 0, comunque, molto bassi se non si fosse intravista la possi-
bilita di ricorrere a trattamenti induttivi la radicazione (Piccioni e Standardi,
1995). La procedura dell'incapsulamento viene quindi arricchita di ulteriori
fasi tendenti a indurre I'emissione di radici: conseguentemente al prelievo
delle microtalee da germogli in proliferazione seguono trattamenti induttivi
la rizogenesi prima che le stesse vengano incapsulate e destinate alla commer-
cializzazione e semina, previa eventuale conservazione (foto 6).

La tecnica del seme sintetico presenta delle peculiaritd che possono ap-
portare notevoli vantaggi nella propagazione delle piante, ma anche alcuni
problemi che al momento rappresentano dei limiti alla diffusione a livello
applicativo, richiedendo alla ricerca soluzioni efficaci volte a:

1. ottimizzare il protocollo per I'allestimento dei semi sintetici, con partico-
lare riferimento alla funzione trofica e protettiva della capsula e alla reale
possibilita di conservazione delle capsule;
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Foto 7 Contenitori per ﬁigo—consermzz’one e trasporto di mpmle e semi sintetici

2. individuare opportune procedure in grado di indurre la rizogenesi e la
ripresa vegetativa di espianti unipolari incapsulati a livelli soddisfacenti
(conversione);

3. verificare la possibilita di ricorrere all’ ex vitro per la conversione dei semi
sintetici e, quindi, di indurre nella capsula resistenza ai patogeni;

4. limitare il ricorso a interventi manuali nell’allestimento dei semi studian-
do sistemi di automazione o semi-automazione delle diverse fasi.

Questi aspetti sono attualmente oggetto di attivita di ricerca e relativa-
mente al primo, allo stato attuale viene impiegata, quale formulazione in
grado di soddisfare esigenze trofiche in fase di ripresa o conversione degli
espianti incapsulati, la stessa usata per allestire il substrato di rigenerazione 7z
vitro, con variazioni pilt 0 meno marcate che prevalentemente interessano la
componente ormonale. E opportuno tenere in attenta considerazione la na-
tura degli espianti e la destinazione degli stessi e cio¢ se si debbono soddisfare
esigenze connesse con la conservazione, commercializzazione o direttamente
impiegati; sulla base di cio ¢ infatti emerso, sebbene preliminarmente, che
variando la composizione dei substrati e le condizioni di semina, i tempi e
Pentita di conservazione e di ripresa vengono sensibilmente influenzati (Mi-
cheli et al., 1998, 2000 e 2007). La funzione protettiva ¢ sicuramente prio-
ritaria quando le capsule vengono trasportate; queste dovranno manifestare,
infatti, maggior resistenza a manipolazioni e trasporto e maggior consistenza
puo essere conseguita innalzando la concentrazione degli agenti gelificanti
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(alginato di sodio e cloruro di calcio); a cio fanno pero seguito maggiori difh-
coltd, da parte degli espianti in fase di ripresa e/o conversione, per “rompere”
il rivestimento incapsulante. E necessario pertanto individuare procedure e
mezzi in grado di coniugare efficienza protettiva della capsula con rapidita
e facilita di ripresa e/o conversione degli espianti incapsulati. Dagli studi in
atto ci si attende inoltre la soluzione di un ulteriore problema connesso con
i rischi di disidratazione a cui gli espianti possono andare incontro durante il
trasporto e la conservazione delle capsule all’interno delle quali sono racchiu-
si. In merito, il rivestimento dell'involucro con una pellicola impermeabile
puo rappresentare una possibile soluzione ma cio impedirebbe anche scambi
gassosi con conseguenti rischi di devitalizzazione del materiale vegetale. Una
possibile soluzione, tutt’ora in corso di validazione sperimentale, prevede che,
per la conservazione e per il trasporto, le capsule, potrebbero essere poste
all'interno di piccoli contenitori all'interno nei quali dovra essere consentito
un ambiente sterile e un elevato livello di umidita (foto 7).

Afhinché la tecnologia dell’incapsulamento possa esprimere quelle poten-
zialita applicative che ci si attende ¢ necessario che il prodotto, specialmente il
seme sintetico, possa essere impiegato dall’utilizzatore finale e cioe dai vivaisti
o agricoltori, presso strutture che non possono garantire il rispetto di rigide
condizioni di asepsi. In altre parole, & necessario mettere a punto metodologie
che consentano l'utilizzazione dei semi sintetici nelle normali condizioni vi-
vaistiche e/o di coltivazione. Per conseguire tale obiettivo ¢ necessario dotare
i semi sintetici di adeguata protezione contro patogeni fungini e/o batterici
in grado di permettere la conversione anche in ambienti non sterili; a tal
fine sono proponibili possibili interventi come I'aggiunta di specifici prodotti
all’'agente incapsulante, trattamenti di “concia” pre-semina, trattamenti speci-
fici al letto di semina e il ricorso ad antagonisti biologici (Micheli et al., 2002;
Germana et al., 2007).

Un ulteriore problema che si frappone all'impiego industriale della tecno-
logia dell'incapsulamento ¢ rappresentata dall’elevato onere che richiede in
quanto elevato ¢ I'intervento manuale, soprattutto per la preparazione degli
espianti e cio¢ la preparazione, in asepsi, delle singole microtalee, di 3-4 mm,
dai germogli proliferati 7z vitro; mentre le fasi dell’'incapsulamento possono
essere automatizzate, affidandosi a procedure e tecnologie assimilabili a quelle
che da tempo vengono impiegate nella microbiologia alimentare ed enologi-
ca.

Dai tentativi sperimentali preliminari, tendenti a meccanizzare la prepara-
zione degli espianti da sottoporre a incapsulamento e in grado di convertire
a plantula anche dopo incapsulamento sono scaturite interessanti prospettive
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mettendo in evidenza che il ricorso alla organogenesi diretta, quale processo
di rigenerazione, potrebbe rappresentare una soluzione alternativa che, tut-
tavia dovra essere attentamente verificata; nella foto 8 viene schematizzata la
procedura che conduce all’'ottenimento “automatizzato” di espianti organo-
genetici idonei per essere incapsulati e convertire in plantula (Sicurani et al.,
2001; Brischia et al., 2002).

In conclusione, 'auspicio ¢, ovviamente, che quanto prima la tecnologia
dell'incapsulamento possa dimostrare la sua validita ed essere efficacemente
utilizzata nell’'industria vivaistica; a tal fine il gruppo di lavoro che da tempo
opera all'interno del laboratorio di colture iz vitro del Dipartimento Scienze
Agrarie ed Ambientali dell'Universita degli Studi di Perugia continuera nel
proprio impegno in modo da arricchire le conoscenze su questo interessante
e recente strumento tecnologico (tabb. 1 e 2).
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NOME GENOTIPO/ TIPOLOGIA CAPSULE SEMI SINTETICI
COMUNE SPECIE DI PROPAGULO CONSERVAZIONE CONDIZIONI DI
SEMINA
4°Cc  8°C  TEMPERATURA IN EX
AMBIENTE ASEPSI VITRO
Melo M.26 Microtalea . . . . .
M.27 Microtalea
‘Moscatella’ Microtalea o . .
“Trevi’ Microtalea . . .
‘Muso di bue’ Microtalea
Olivo ‘Frantoio’ Microtalea
‘Dolce Agogia’ Microtalea . . .
‘Coratina’ Microtalea
‘Raggia’ Microtalea . . .
‘Nebbia’ Microtalea
‘Cucco’ Microtalea
‘Correggiolo’ Microtalea . . .
‘Moraiolo’ Microtalea .
Pesco x GF 677 Microtalea . .
Mandorlo
Actinidia ‘Hayward’ Microtalea . D
“Tomuri’ Microtalea
Lauroce- Microtalea . . .
raso
Carciofo ‘Romanesco’ Cespo basale . . . .
Erba Embrione . .
medica somatico
Scotano Microtalea
Narciso Microbulbo .
Giglio Lilium longi- Microbulbo . .
florum
Lilium mar- Microbulbo .
tagom
Lilium bulbi- Microbulbo .
ferum
Asparago Asparagus Microtalea . .
acutifolius
Rotala Rotala rotun- Microtalea . .
difolia
Cryptoco- | Cryptocoryne Microtalea .
ryne lutea
Cryptocoryne Microtalea .
beckettii
Eusteralis Eusteralis Microtalea
stellata

Tab. 1 (Segue)
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Camo- Microtalea .
milla
Lavanda Microtalea
Gelso ‘Fontanarossa Microtalea .

nera’
Manda- “Tardivo di Embrione . . o
rino Ciacull?’ somatico
Clemen- ‘Monreal’ Embrione .
tine somatico

‘Nules’ Embrione .

somatico

Limone Embrione .
cedrato somatico
Vite ‘Gamay del Microtalea

Trasimeno’
Lampone | Selezione 1401  Microtalea . .
Pero ‘San Bartolo- Microtalea

meo’

Tab. 1 Specie vegetali oggetto di sperimentazione connessa con la tecnologia dell’incapsulamen-
to (1l simbolo ® indica i parametri valutati)
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Micropropagazione e seme sintetico del melo: indagine sulla
ripresa di gemme ascellari e apicali

Indagine sulla “conversione” (germinazione) del seme sintetico
nel portinnesto di melo M.26

Micropropagazione e seme sintetico nel portinnesto M.26:
possibilita applicative della meccanizzazione per la produzione
degli espianti

Il seme sintetico in Actinidia: indagini sulla ripresa e sulla conver-
sione in vitro

Micropropagazione e seme sintetico nel portinnesto M.26:
possibilita applicative della meccanizzazione per allestimento del
seme sintetico

Indagine sull’incapsulamento di microtalee apicali per la costitu-
zione del seme sintetico nel portainnesto del melo M.26

Indagine preliminare sull’incapsulamento di espianti micropropa-
gati di olivo
Indagine sul germogliamento di microtalee di olivo incapsulate

Estudio de la conversién de microestaquillas vitro-derivadas
encapsuladas de Rubus idaeus L. (Seleccion 1401) y Actinidia
deliciosa Liang & Ferguson (Seleccion TS-178) de caraa la
obtencién de semilla sintética

Indagini preliminari sull'incapsulamento di microtalee vitro-

derivate di GF677

Micropropagazione e seme sintetico nel portinnesto M.26:
possibilita applicative della meccanizzazione per la produzione
degli espianti

Conversione in ex vitro di semi sintetici del portinnesto di melo

M.26

Influenza dell'incapsulamento sulla ripresa di due portinnesti di
melo micropropagati

Tab. 2 Segue
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Michele Paladino Studi sullo stoccaggio di propaguli vitro-derivati di specie di
interesse agrario mediante incapsulamento

Nicola Bazzurri Ricerca sulla conversione di semi sintetici di olivo (Olea europaca
L.), cv. Moraiolo

Paola Russo Indagini preliminari sull'impiego di colture in vitro di due varieta
autoctone di olivo

Alessandro Mazzetti La tecnica dell'incapsulamento nel settore vivaistico

Michele Meoni Nuove tecniche di coltura in vitro per la salvaguardia di risorse

vegetali della Valnerina

Laura Pulcini Prove preliminari sulla utilizzazione ex vitro di semi sintetici di
Citrus reticulata Blanco

Michele Ceccarini Seme sintetico negli agrumi: studio sulle dimensioni degli em-
brioni somatici

Errico Bozzella La coltura in vitro per la conservazione di germoplasma di vec-
chie varieta di susino (Prunus domestica L.)

Alessandro Gemma Indagini preliminari sulla propagazione in vitro della Lobelia
cardinalis L., pianta tropicale d’acqua dolce

Tesi di Dottorato

Maurizio Micheli Ricerche sull’incapsulamento di espianti vitro-derivati di olivo
(Olea europaea L.)

Tab. 2 Staff e tesisti del Laboratorio di Colture in vitro annesso al Dipartimento di Scienze
Agrarie ed Ambientali (DSAA)

RIASSUNTO

La tecnologia dell'incapsulamento consiste nel racchiudere espianti vegetali micropro-
pagati di qualche millimetro in involucri protettivi e nutritivi di alginato di sodio con
lo scopo di facilitarne la conservazione e lo scambio di materiale vegetali tra Paesi e/o
Continenti senza incorrere ai limiti imposti dalla “quarantena”. Tale tecnologia conduce
alla formazione di capsule se il materiale vegetale che racchiude ¢ destinato a laboratori
di coltura in vitro presso i quali riattivare la micropropagazione. Il prodotto della tec-
nologia ¢ invece seme sintetico se I'espianto vegetale incapsulato ¢ in grado di evolvere
(convertire) in plantula in condizioni di coltura in vitro o ex-vitro o in-vivo. La nota
affronta le problematiche che limitano I'utilizzazione su scala industriale della tecnologia
dell'incapsulamento, specialmente quando questa viene applicata ai fini del seme sinte-
tico; fra queste ci si ¢ soffermati sui rischi connessi con il ricorso agli embrioni somatici,
quali espianti incapsulati, sui trattamenti induttivi idonei per indurre adeguate risposte
rizogene, quando vengono incapsulate microtalee uninodali, sulla possibilita di poter uti-
lizzare i semi sintetici direttamente in condizioni di ex-vitro e su quella di poter ricorrere
alla automazione per ridurre i costi dell'incapsulamento, ritenuti elevati dagli operatori
del settore vivaistico.
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ABSTRACT

A new in-vitro technology for nurseries. The encapsulation technology consists of coating
vitro-derived plant explants (few millimeters long) by a protective and nutritive sodium
alginate covering matrix. The goal is to semplify the storage of plant material and the ex-
change between Countries or Continents overcoming the quarantine problems. This tech-
nology allows the production of capsules employed in the tissue culture laboratories to
re-introduce the micropropagation. On the other hand, the products of the encaspulation
can be used as synthetic seeds if they are able to convert in whole plantlets either in aseptic
(in vitro) or in ex vitro (in vivo) conditions. The report concerns with the problems related
to the large-scale application of the encapsulation technology, in respect of the synthetic
seed particularly: the risks connected with the use of the somatic embryos, as encapsulated
explants; the inductive treatments for inducing satisfactory levels of rooting of the uninodal
microcuttings; the possibility to use the synthetic seeds directely in non aseptic environ-
ment; the potentiality of the automation systems to reduce the costs of the encapsulation
technology, evaluated (considered) quite high by the nursery operators.
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