“L’utilizzo delle tecniche in vitro per le
piante succulente”

La possibilita di poter disporre di prodotti innovativi,
risulta fondamentale per mantenere la vitalita del settore
delle piante succulente, soprattutto in questo periodo di
crisi generalizzata, dove si registra una pressione
competitiva sempre maggiore da parte di paesi in cui la
manodopera costa di meno o che presentano condizioni

climatiche piu favorevoli.

In tale contesto, appare di estremo interesse poter disporre

di sistemi di propagazione rapidi, come Ila

micropropagazione, al fine di poter introdurre

velocemente novita in una catena di produzione
massale, sia mediante una diretta produzione ex vitro, sia
attraverso la costituzione di piante madri ex vitro da cui
sviluppare successivamente la produzione massale di piante

in vivo.

L’Istituto Regionale per la Floricoltura di Sanremo e nello
specifico il settore Coltura di Tessuti a partire dal 2011 ha
iniziato I’ attivita di propagazione in vitro di piante

succulente, mettendo a frutto I'esperienza gia acquisita con

Cos’é la micropropagazione?

Una delle applicazioni piu importanti della coltura
in vitro & la micropropagazione, tecnica di
propagazione vegetativa di genotipi selezionati.
Allo scopo di ottenere una rapida moltiplicazione
partendo da una porzione del vegetale (organo,
tessuto, efc.), viene indotta la proliferazione di
germogli su di un mezzo di coltura idoneo,
composto di sali minerali, vitamine, zuccheri e
in condizioni di crescita

ormoni ed incubato

artificiali, lavorando in sterilita.

Questa moltiplicazione pud realizzarsi a partire
da germogli ascellari o avventizi. Generalmente,
il propagatore, al fine di garantire la massima
possibilita di propagazione conforme all’'originale
(ottenimento cloni), preferisce rivolgersi alla
proliferazione ascellare, mentre la proliferazione
per germogli avventizi pud determinare
un’elevata instabilitd genetica (piante diverse da

pianta madre).

altre piante ornamentali. Su richiesta delle Aziende, le tecniche di coltura in vitro sono state applicate per molte

piante succulente, ed a fine report & riportato un elenco di alcune delle specie/varieta che sono state propagate in

laboratorio in questi anni.




Vantaggi

La micropropagazione pud permettere:

di avviare un ciclo di propagazione a partire anche da una
sola pianta o parte di pianta; questa potenzialita risulta
vantaggiosa soprattutto per quegli individui rari o unici, nuovi
ibridi o individui frutto di mutazioni che presentano per
esempio forme o variegature particolari, sempre molto
ricercate dal mercato (es. forme crestate, chimere);

di ottenere tassi di moltiplicazione assai elevati, non

perseguibili con le tecniche tradizionali di propagazione

(da seme, per talea, innesto) e fondamentali sia per una
produzione di tipo massale, sia per incrementare la disponibilita di individui rari, specie a rischio
estinzione o specie particolarmente problematiche che presentano capacita riproduttiva limitata e tassi di
crescita molto lenti; questa particolarita & determinata dal fatto che si & svincolati dalle stagioni e
dal normale ciclo vitale della pianta (Gonzales and Serpa, 1992) e quindi la moltiplicazione puo
essere condotta tutto I’'anno. Inoltre, 'impiego dei fitoregolatori nel mezzo colturale potenzia il
processo di moltiplicazione o lo rende fattibile per le specie recalcitranti; questa potenzialita risulta
vantaggiosa soprattutto per poter moltiplicare e contemporaneamente salvaguardare specie a rischio
estinzione (a causa dell’eccessiva raccolta e sfruttamento delle pianti madri, distruzione del loro habitat
naturale, cambiamenti climatici, etc.) (Fay, 1992; Malda et al., 1999); ne & un esempio Mammillaria
hernandezii, una specie che nel 1980, grazie all’applicazione di un protocollo di micropropagazione, ha
avuto una produzione in grado di soddisfare la richiesta di piante da parte del mercato, ma anche di
ridurre il rischio estinzione con la creazione di collezioni fuori dal loro habitat naturale (collezione ex situ,
Grantham et al., 1999);

di essere una valida alternativa quando nella propagazione in vivo si osservano marcescenze
delle talee durante la radicazione con conseguente scarso attecchimento;

di effettuate semine in vitro che portano allo sviluppo della pianta da seme in tempi raccorciati
rispetto alla riproduzione sessuale tradizionale e favoriscono una migliore efficienza nella gestione del
materiale vegetale nelle prime fasi di sviluppo;

di avere un accorciamento del ciclo, rispetto alla riproduzione per seme, di circa un anno, come
riportato per la moltiplicazione clonale in vitro di Mammillaria woodsii (Kolar et al., 1976);

di moltiplicare piante esenti da patogeni e mantenere in laboratorio stock di piante controllate per
gli aspetti fitosanitari;

mediante la coltura di apici meristematici o utilizzando come materiale di partenza il seme é

possibile produrre piante esenti da infezioni virali.

Questi vantaggi introdotti dalla micropropagazione possono, riassumendo, favorire una rapida introduzione di

novita sul mercato.



Svantaggi

Tuttavia, accanto a questi indiscutibili vantaggi che la micropropagazione pud apportare al settore delle piante
succulente, bisogna tenere in considerazioni anche alcuni fattori limitanti, riscontrati nella sua applicazione, come

registrato anche per altre colture:

- costi maggiori rispetto alle classiche tecniche di moltiplicazione determinati sia dalla necessita di
ammortizzare il costo elevato iniziale dovuto alla realizzazione del laboratorio commerciale, sia dal
costo della manodopera specializzata indispensabile al processo;

- recalcitranza alla coltura in vitro per alcune specie, seppure selezionate per il particolare interesse
€conomico;

- possibilita di ottenere varianti somaclonali; gli elevati tassi di
moltiplicazione possono infatti provocare una rapida
moltiplicazione di genotipi variati, in particolare in presenza di
una moltiplicazione avventizia. La presenza di varianti
somaclonali, vicerversa, pud essere importante per la ricerca di
prodotti nuovi rivolti non solo al grande pubblico, ma anche al
mondo dei collezionisti che sono sempre alla ricerca di novita,

dello ‘strano’ e non necessariamente del bello.

Le modalita di micropropagazione
La tecnica micropropagazione prevede la realizzazione di diverse fasi:

- Fase 0 o fase di preparazione della pianta madre, in cui, dopo la selezione (Fase00) della pianta
madre, la medesima pianta da cui iniziera la coltura in vitro viene coltivata in condizioni fitosanitarie che
favoriscano I'ottenimento successivo di espianti reattivi ed asettici.

- Fase | o fase d’inoculo in vitro e stabilizzazione della coltura asettica, consiste nel prelievo,
disinfezione dell’espianto e stabilizzazione della coltura asettica.

- Fase Il o fase di moltiplicazione, consiste nella ripetuta moltiplicazione in vitro dei germogli, attraverso
periodiche subcolture che prevedono la suddivisione dei germogli € il loro trasferimento su un substrato
colturale fresco; per ottimizzare questa fase & necessario valutare la composizione del substrato di
crescita (fitoregolatori, sali minerali, efc.), ma anche altri fattori di crescita come luminosita e temperatura.

- Fase lll o fase di radicazione, consiste nella formazioni delle radici e quindi nell'ottenimento di una
piantina morfologicamente completa; questa fase pud essere indotta in vitro, tramite I'utilizzo di un
appropriato substrato di coltura (utilizzo di auxine, carbone attivo, efc.), ma anche direttamente in vivo.

- Fase IV o fase di ambientamento, prevede I'adattamento progressivo delle plantule alle condizioni di
crescita in vivo, limitando al massimo lo stress che la pianta deve subire passando dalle particolari
condizioni di coltura in vitro (temperatura e illuminazione controllata, elevata umidita relativa) a quelle di

vivo.



La micropropagazione di piante succulente condotta presso il nostro laboratorio di Coltura dei

tessuti

Da bibliografia, gli studi condotti sulla micropropagazione delle piante succulente risultano in numero esiguo,

soprattutto perché si tratta di un gruppo di piante estremamente diversificato per cui anche le conoscenze gia

acquisite non possono essere facilmente generalizzate.

Risulta solitamente necessario, ogni volta che si seleziona una
specie di particolare interesse individuare un protocollo con prove
sperimentale per valutare le diverse fasi e nello specifico i substrati

colturali ottimali, le modalita di lavorazione delle piante, etc.

Presso il nostro laboratorio, su richiesta di Aziende locali e con la loro
collaborazione, sono state propagate in vitro piu di 40 varieta /specie di
piante succulente appartenenti a diversi generi e famiglie, per una

produzione media annuale di circa 15.000 piante micropropagate.
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U Realizzata ad IRF la propagazione in vitro di circa 40 specie
U Famiglie e Generi maggiormente propagati:

Crassulaceae (Crassule e
Echeverie)

Liliaceae (Aloe,Gasteria e
Gasteraloe)

Cactaceae (Astrophytum,
Copiapoa, Opuntia, Notocactus)
Agavaceae (Agave)

Haworthiae (Haworthia)

O Produzione media/annuale di circa 15.000 piante micropropagate

[ Produzione richiesta da una 5-8 aziende locali

Di seguito, vi ripotiamo uno schema dettagliato delle diverse FAS|I OPERATIVE previste nel contratto che I' IRF

stipula con le Aziende che richiedono la micropropagazione delle piante succulente .
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Schema delle FASI OPERATIVE sviluppate nel contratto di micropropagazione delle piante succulente
Glossario per i termini tecnici usati nel presente contratto:
- Genotipo= si riferisce all'insieme di tutti i geni che compongono il DNA (corredo genetico) di un organismo o di una popolazione. In questo contratto, si riferisce
alla pianta selezionata dall’AZIENDA e di cui si intende procedere alla clonazione
- Micropropagazione= si intende la tecnica di moltiplicazione in vitro che porta a plantule acclimatate alle condizioni di vivo. In questo contratto sono considerate
tutte le Fasi operative di un protocollo standard di micropropagazione.
- Plantule ex vitro= si riferisce alla pianta micropropagata alla fine del periodo di acclimatazione in vivo, pronta per essere trasferita nell’AZIENDA
- Varieta= si intende una parte ristretta all'interno di una specie biologica, avente caratteristiche in qualche modo distinguibili dalla rimanente popolazione. In
questo contratto, il termine si riferisce a varieta per cui I’AZIENDA abbia chiesto la protezione in Europa (PBR) o in altri Paesi
FASE DESCRIZIONE FASE TEMPISTICHE

0- Consegna del materiale vegetale ad IRF L'Azienda dopo aver selezionato il materiale vegetale, lo prepara per la consegna ai laboratori IRF. Garantisce la buona qualita  |da concordare tra le Parti
dello stesso e dichiara di essere venuta regolarmente in possesso del materiale vegetale e dichiara, se del caso, la regolare

detenzione di diritti di protezione varietale. L'IRF si riserva di non ritirare materiale che non corrisponda a tali requisiti e, se
necessario, eseguira analisi fitopatologiche atte ad escludere la presenza di infezioni patologiche

I- Prove preliminari di reattivita alla coltura in vitro Questa fase € a carico del laboratorio IRF. Verifica della reattivita in vitro del materiale consegnato (efficacia del processo di entro 6 mesi dalla consegna
sterilizzazione, qualita e tempistiche di crescita dell'espianto, indicazioni sul terreno di coltura e preliminare valutazione del
mantenimento di caratteristiche come variegatura, crestatura..). Al termine di questa fase, I''RF comunichera all'azienda i
risultati ottenuti

1I- Messa a punto del protocollo di micropropagazione |Questa fase é a carico del laboratorio IRF. Ricerca bibliografica, prove sperimentali rivolte a definire il miglior protocollo di 12 -14 mesi
micropropagazione con definizione di tutte le fasi fino all'acclimatazione del materiale ex vitro. Nel corso di questa fase,
potrebbe essere necessario esguire dei test fitopatologici a garanzia della produzione stessa. Obiettivo della fase Il sara di
creare uno stock di plantule in vitro (fino ad un max di 40 piante/genotipo) e una campionatura di piante in vivo (fino ad un max
di 100 piante/genotipo). Valutazioni preliminari relative al costo/pianta per una produzione massale. Al termine di questa fase,
I'Azienda comunichera ad IRF la volonta di procedere nella produzione e/o la conservazione in vitro del genotipo clonato

11I- Produzione di plantule ex vitro L'IRF si impegna nella produzione di plantule ex vitro a partire dal materiale vegetale clonato nella fase Il e dietro specifica da concordare tra le Parti
richiesta dell'Azienda. Le Parti convengono di pianificare la produzione in accordo ai parametri di efficienza evidenziati nella
fase Il e nel rispetto della capacita produttive del laboratorio IRF sia in termini di genotipi che di numero plantule/genotipo. Le
plantule micropropagate saranno consegnate gia acclimatate e direttamente utilizzabili nelle strutture aziendali

IV- Conservazione in vitro del genotipo selezionato e  |Alla fine della Fase Il, IRF ha creato uno stock in vitro del genotipo clonato che sara utilizzato per la Fase di produzione (Fase Ill). [da concordare trale Parti
micropropagato Qualora I'Azienda, dopo la Fase Il non fosse intenzionata a procedere alla Fase Il al fine di effettuare verifiche agronomiche e
commerciali, I'IRF potra attivare il servizio di conservazione in vitro (Fase 1V) per un anno dalla fine della Fase Il. In ogni caso, la
Fase IV di conservazione potra essere confermata per un massimo di due anni dalla fine della Fase II; al termine di tale periodo
I’Azienda dovra confermare definitivamente se € intenzionata ad una produzione (Fase Il1) o se intende abbandonare la
produzione del genotipo clonato




Foto di alcune delle piante micropropagate nel nostro laboratorio

Abromeitiella sp Agave pumila Aloe hawortioidea variegata

Crassula cornuta Crassula cornuta minima
- — ‘—

Crassula fusca Crassula pyramidalis Crassula tecta




I Echeveria 'Compton Carousel' ‘ Echeveria colorata “Mexico Giant” ‘
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