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1. PREMESSA

Le problematiche connesse con la propagazione delle piante arboree da frutto
e di alcune piante arbustive perenni sono sempre al centro di una grande
attenzione sia dal punto di vista scientifico che legislativo. Le conoscenze
acquisite negli ultimi anni e I’esperienza maturata sin dall’emanazione dei
primi documenti normativi dell’Unione Europea, successivamente recepiti
anche dall’Italia, hanno condotto ad una rivisitazione del sistema di
produzione del materiale di propagazione che da circa un decennio ruota
intorno ad una strutturazione molto definita ma ancora suscettibile di
modifiche ed aggiustamenti.

Al di la di qualsiasi aspetto legato a problemi di certificazione, il
comparto vivaistico rimane sempre un punto nevralgico della filiera
agronomica e ancor di piu di quella delle specie perenni in considerazione
della poliennalita degli impianti. E* ormai accertato, infatti, che la qualita del
materiale di partenza costituisce il primo passo per una arboricoltura di
successo e tale qualita ¢ sempre piu legata ai sistemi di produzione e gestione
del materiale in vivaio.

Nel corso dell’ultimo cinquantennio la tecnica vivaistica ¢
profondamente mutata soprattutto per 1’ausilio di tutta una serie di
metodologie che ne hanno migliorato [’efficienza, sia qualitativa che
economica.

Tutta questa problematica rimane ancora estremamente viva soprattutto
per quelle specie che, a livello nazionale, rivestono una limitata importanza
strategica per via della ridotta diffusione in coltura, ovvero per quelle specie
considerate minori, per estensione colturale, ma che, nell’economia di alcuni

specifici areali, giocano ancora oggi un ruolo significativo. Tra queste, carrubo




e cappero sono specie certamente non a larga diffusione ma che nell’ambiente
meridionale, e siciliano in particolare, hanno tradizionalmente rappresentato e
rappresentano ancora oggi comparti produttivi di tutto rispetto.

Il miglioramento qualitativo delle produzioni vivaistiche, attraverso
I’innovazione nelle tecniche di propagazione, rappresenta quindi un tema di
attuale interesse sia per 1 riflessi sul sistema produttivo del settore che per il

miglioramento di comparti agronomici marginali ma pur sempre importanti.




2. INTRODUZIONE

Nel comparto della produzione agricola, nel senso piu generale del
termine, il moderno concetto di competitivita si sostanzia nella possibilita di
realizzare prodotti in grado di incontrare il gradimento del consumatore
mantenendo un costo di produzione ragionevole. I cicli produttivi, inoltre,
devono oggi tenere sempre piu in considerazione sistemi di gestione
sostenibili in termini di difesa e mantenimento delle risorse ambientali,
soprattutto di quelle risorse che oggi vengono comunemente definite ‘non
rinnovabili’.

Questo concetto, che trova applicazione in moltissimi settori
produttivi, si inquadra perfettamente nell’ambito di tutti gli aspetti che
regolano il comparto vivaistico in generale, ovvero quel comparto che,
attraverso una serie di interventi e approcci di tipo tecnico, provvede alla
produzione delle piante destinate all’impianto di pieno campo.

L’attenzione che la recente legislazione ha concentrato sul comparto
vivaistico sottolinea in modo inequivocabile il ruolo centrale che si attribuisce
alla qualita del materiale di propagazione al fine del successo degli impianti
destinati alle produzioni agricole.

E’ ormai da piu parti consolidato che la qualita delle piante, nello
specifico dell’arboricoltura da frutto, nasce e si sviluppa in primo luogo in
vivaio grazie alla competenza degli operatori e alle tecniche vivaistiche che
essi sono in grado di sviluppare ed applicare alle diverse specie prodotte
(Palliotti et al., 2006). La qualita del materiale vivaistico destinato alla
realizzazione di impianti ¢ definita da una serie di norme comunitarie e
nazionali che, da un punto di vista prettamente tecnico, esprimono i requisiti

che devono essere posseduti da una pianta avviata alla commercializzazione e,




di conseguenza, le procedure che devono essere seguite ed applicate dai
vivaisti nel corso dello sviluppo del processo produttivo.

Il comparto vivaistico e, pertanto, da considerare un comparto
estremamente dinamico per via della continua ricerca di elementi utili al
miglioramento della qualita e alla massimizzazione dell’efficienza produttiva
che si concretizza in una riduzione dei tempi di permanenza in vivaio delle
piante prima della posa a dimora in pieno campo e, quindi, nella riduzione dei
costi di produzione.

La produzione delle piante arboree da frutto ¢ regolamentata, come
accennato, da cogenti normative che stabiliscono, fondamentalmente, le
caratteristiche che devono avere le piante al momento della loro
commercializzazione. Tali caratteristiche sono riferite, in modo principale, alla
qualita che deve essere garantita al momento della vendita e fa capo a due
aspetti principali: la qualita genetica e quella sanitaria.

Con il termine di qualita genetica si intende la garanzia che la pianta
commercializzata, bimembre o meno, corrisponda esattamente, dal punto di
vista genetico, alla pianta richiesta dall’imprenditore frutticolo, cio che con
termine inglese si definisce “frue to type”. Con il termine di qualita sanitaria si
intende, invece, la rispondenza a specifiche norme sanitarie del materiale di
propagazione che, ai sensi di legge, deve risultare privo di organismi nocivi
che possono incidere negativamente sulla sua crescita e sulla rispondenza
agronomica in pieno campo. In merito a tale aspetto, il legislatore ha assunto
un ruolo di controllo mediante un sistema di certificazione complesso e
regolato da norme precise anche attraverso specifiche strutture centrali e
locali.

L’attenzione per questi aspetti connessi con lo sviluppo del sistema

vivaistico prende spunto da una serie di regolamenti comunitari che trovano




applicazione sin dalla fine degli anni 80 del secolo XX. Trascorrono alcuni
anni prima che i primi provvedimenti nazionali recepiscano le norme dell’U.E.
sul territorio nazionale e, da allora, una serie di aggiornamenti normativi si
sono susseguiti allo scopo di definire ogni dettaglio che possa mettere in
risalto le criticita e le necessarie azioni per rendere il comparto nazionale
conforme ad un livello di sicurezza di grande rilievo anche a confronto con gli
stati membri.

Le iniziative legislative che sono nel tempo intervenute per fare
ordine nel comparto, e avviare un sistema meglio integrato anche sul piano
comunitario, hanno preso avvio nella seconda meta degli scorsi anni ‘80 con
una serie di regolamenti che sono stati successivamente recepiti dagli stati
membri con normative nazionali di riferimento. I diversi interventi legislativi
che negli ultimi 15 anni hanno riguardato il comparto vivaistico possono
essere cosi riassunti: il DM 14/4/1997, relativo a norme tecniche sulla
commercializzazione dei materiali di moltiplicazione delle piante da frutto; il
DM 24/7/2003, riferito all’organizzazione del Sistema Nazionale di
Certificazione (SNC) volontaria del materiale di propagazione vegetale delle
piante da frutto; il DM 4/5/2006, riferito alle disposizioni generali per la
produzione di materiale di moltiplicazione delle specie arbustive ed arboree da
frutto, nonché delle specie erbacee a moltiplicazione agamica e, infine, il DM
20/11/2006 contenente tutti gli allegati tecnici con le norme analitiche per
clascuna specie in merito ai mezzi tecnici e alle metodologie connesse con la
produzione vivaistica, dalle fonti primarie ai campi di piante madri.

Molto piu recentemente, il D. Lgs. n. 124 del 25/06/2010 riporta un
ulteriore aggiornamento di tutti gli aspetti tecnici che regolano la produzione e
la commercializzazione del materiale di propagazione, ferme restando tutte le

indicazioni tecniche che, nella normativa di precedente approvazione, avevano




definito le prescrizioni in termini di fonti primarie, centri di pre-
moltiplicazione e moltiplicazione nonché la costituzione di campi di piante
madri per 1’approvvigionamento del materiale di propagazione da parte dei
vivaisti singoli o associati.

Le ultime disposizioni del citato Decreto Legislativo in buona
sostanza prevedono un allargamento dell’elenco di generi e specie, loro ibridi,
inclusi 1 portinnesti, ai quali si applica la normativa in tutte le fasi della
sistema di certificazione: Castanea sativa Mill., Citrus spp L., Corylus
avellana L., Cydonia oblonga Mill., Ficus carica L., Fortunella Swingle,
Fragaria spp. L., Juglans regia L., Malus spp. Mill., Olea europaea L.,
Pistacia vera L., Poncirus spp. Raf., Prunus amygdalus Batsch, Prunus
armeniaca L., Prunus avium (L.) L., Prunus cerasus L., Prunus domestica L.,
Prunus persica (L.) Batsch, Prunus salicina Lindley, Pyrus spp. L., Ribes spp.
L., Rubus spp. L., Vaccinium spp. L..

Il materiale di moltiplicazione (sementi, talee, marze, gemme, piante,
compresi 1 portinnesti, nonché colture in vitro in tutte le fasi) ¢ classificato, ai
sensi di quest’ultimo aggiornamento legislativo, nelle seguenti categorie:

a) fonte primaria: materiale di origine prodotto dal costitutore e
conservato dal medesimo o dagli aventi causa;

b) pre-base: materiale prodotto da piante ottenute dalla prima
moltiplicazione della fonte primaria e mantenuto presso il Centro di
conservazione per la premoltiplicazione in numero minimo di 2 piante madri;

c) base: materiale prodotto da piante ottenute dalla prima
moltiplicazione del materiale pre-base e mantenuto presso il Centro di
premoltiplicazione in un numero di piante madri variabili (minimo 2) in
relazione all’importanza e alle tecniche di moltiplicazione della specie e della

cultivar considerata;




d) certificato: materiale prodotto da piante ottenute dalla prima
moltiplicazione del materiale base e mantenuto presso il Centro di
moltiplicazione, in numero di piante variabili in relazione all’importanza e alle
tecniche di moltiplicazione della specie e della cultivar considerata, da
utilizzare per le produzioni commerciali da certificare;

e) C.A.C. (Conformitas Agraria Communitatis): comprende i
materiali di moltiplicazione ‘“aventi identita varietale e adeguata purezza
varietale” ed e certificata dal vivaista che produce o, in ogni caso, da chi
commercializza il materiale anche se non direttamente produttore.

Solo questi materiali possono essere commercializzati ad eccezione
di quantitativi appropriati destinati a prove o a scopi scientifici o attivita di
selezione o utili per la conservazione della diversita genetica.

E’ interessante sottolineare che il citato decreto 124 istituisce, su
base ministeriale, il Registro nazionale delle varieta delle piante da frutto
ammesse alla commercializzazione che integra, in pratica, il Registro
nazionale delle accessioni, delle cultivar, dei cloni e delle selezioni
certificabili (DM 24/07/2003). L’esistenza di tali registri, tuttavia, rimane
ancora relativamente fine a se stesso poiché, diversamente da quanto avviene
ormai da decenni per il settore viticolo in cui I'impianto a fini commerciali &
ammesso solo ed esclusivamente con cultivar o cloni iscritti ufficialmente nel
Registro Nazionale dei Vitigni, per i fruttiferi citati non vi ¢ alcuna
imposizione o stretta attinenza tra impianto e registri con la conseguenza che
fin quando saranno attive le deroghe previste dal citato Decreto la
commercializzazione dovra tener conto di certo delle norme di certificazione
genetico-sanitaria ma non avra alcun effetto diretto determinato dall’iscrizione

delle cultivar delle diverse specie a registro.




Cio evidenzia che la normativa, per quanto recente e cogente,
determina un comparto ancora in via di definizione in cui tutti gli attori sono
chiamati ad aggiornarsi e a migliorare la propria organizzazione con tempi pil
0 meno pressanti € sempre sotto il diretto accreditamento da parte degli organi
ministeriali e il continuo controllo da parte dei Servizi Fitosanitari Regionali.

Se tutto questo ha una rilevanza notevole dal punto di vista
normativo e per tutto cio che attiene, come detto, alla qualita genetico-
sanitaria, di tutt’altro rilievo, di certo non minore, ¢ I’aspetto connesso con la
qualita ‘tecnica’ del materiale di propagazione che dipende dal continuo
aggiornamento del comparto vivaistico che cerca sempre continue evoluzioni
su tutte le specie di interesse agronomico per raggiungere elevati livelli di
efficienza e, appunto, qualita.

Nell’ultimo ventennio, infatti, le tecniche vivaistiche hanno avuto un
fortissimo input teso al miglioramento della gestione del vivaio e
all’ottenimento di piante di qualita in grado di offrire un notevole vantaggio
per il frutticoltore. Cio ha comportato, e comporta tutt’oggi, la necessita di
affrontare continuamente nuovi approcci mirati al superamento di
problematiche che, in modo differenziato, interessano molte delle specie che
sono costantemente oggetto di interesse da parte del comparto vivaistico.

Va detto, in tal senso, che oggi la tecnica vivaistica pit moderna ha
raggiunto livelli di definizione elevatissimi e la qualita del materiale
commercializzato, fatto salvo ogni riferimento agli aspetti normativi, ¢
generalmente molto elevata al punto che il vivaismo italiano gioca oggi un
ruolo di riferimento sostanziale nel Bacino del Mediterraneo, nel Medio
Oriente e nei Paesi dell’Est europeo sul piano degli scambi commerciali di

piante.
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Se questo ¢ vero e tangibile per una larga varieta di specie definite
maggiori (pomacee, drupacee, agrumi, olivo, vite, etc.), ¢ anche vero che il
comparto non ha fatto grandissimi passi avanti su specie di minore
importanza, ovvero per quelle specie che vedono una ridotta incidenza nei
nuovi impianti e che, quindi, non sono considerate meritevoli di grandi
investimenti in termini di sperimentazione e aggiornamento. E’ per tale
ragione che, spesso, solo poche strutture vivaistiche evidenziano una maggiore
specializzazione per alcune specie minori offrendo una gamma di prodotti
molto piu limitata e con una qualita globale non sempre di grande rilevanza.

E’ sufficiente dare uno sguardo alle offerte vivaistiche del settore
arboricolo, anche da parte delle strutture piu evolute e avanzate, per avere
esplicita contezza del fatto che le specie cosiddette minori non sono tenute
molto in considerazione se non per completare una gamma di specie da
inserire a catalogo. Cio da un lato non stupisce in quanto la razionalita basata
su termini di economia di mercato da ragione alle strutture produttive che non
trovano grande convenienza negli investimenti per specie che non hanno
grande richiesta da parte del mercato. Da un altro lato, perd, si sostanzia
I’impossibilita di trovare materiale di impianto di elevata qualita per specie
minori se non dietro specifica commissione. Ne consegue che tale materiale,
ancorché fosse disponibile, non soddisfa spesso le esigenze di qualita
confacenti con una moderna frutticoltura, identificate primariamente nella
omogeneita dell’accrescimento vegetativo e nella consistenza di piante giovani
e di efficiente risposta all’impianto.

E’, tuttavia, da sottolineare che tale ridotto interesse del comparto
vivaistico per specie arboree minori va spesso di pari passo con una limitata
attivita di ricerca che, al contrario, ¢ elemento importante per contribuire al

trasferimento tecnologico nelle strutture commerciali.
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Se, da un lato, il vivaismo e le tecniche connesse non sono piu da
anni argomenti di ricerca di grande diffusione, lo stesso, ma in misura
decisamente superiore, puo dirsi per le specie arboree minori per le quali le
tecniche vivaistiche e le conoscenze connesse con la produzione e
I’accrescimento delle piante in vivaio sono rimaste quelle perlopili adottate da
oltre un ventennio. Ci0 ¢ certamente giustificabile per via di un ridotto ritorno
economico degli aggiornamenti tecnici in vivaio su tali specie e, quindi,
dell’efficacia del trasferimento di know-how in un comparto produttivo di alta
specializzazione.

Tuttavia, va considerato che le specie di minore rilevanza godono
oggi di un rinnovato interesse per via di una moltitudine di ragioni. Molte
specie infatti sono dotate di una serie di caratteristiche multifunzionali che le
rendono di particolare interesse sia con obiettivi agronomici che per indiretti
vantaggi in termini di gestione ambientale che derivano da specificita che si
concretizzano in determinati areali e in determinate condizioni climatiche.

In tale contesto, le conoscenze vivaistiche sono realmente poco innovative e
richiedono notevoli sforzi per consentire uno sviluppo di tecnologie utili al
comparto produttivo, sia esso in vivaio che in pieno campo. Va, comunque,
sottolineato che molte di queste specie minori, arboree o arbustive, hanno
messo in evidenza una serie di difficolta in termini di propagazione dovute a
quei fenomeni che, notoriamente, vengono definiti di ‘recalcitranza’. Si tratta
indubbiamente di fenomeni complessi € dominati da diverse componenti di
tipo genetico, fisiologico e morfologico, non sempre facilmente superabili con

tecnologie semplici e di larga diffusione.
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3. PROPAGAZIONE DELLE SPECIE ARBOREE ED ARBUSTIVE E
RECALCITRANZA

Nella moderna agricoltura la propagazione gioca un ruolo
fondamentale per la produzione delle piante necessarie alla costituzione di
nuovi impianti. Se la propagazione gamica, o riproduzione, trova applicazione
pit diffusa nelle colture erbacee ed ortive e, per le colture arboree, nel
miglioramento genetico, nella produzione di portinnesti e di essenze forestali,
la propagazione vegetativa ¢ largamente utilizzata per la produzione di piante
con corredo genetico assolutamente identico alla pianta madre per la
costituzione di impianti da frutto dotati di elevata uniformita ed omogeneita o
per la realizzazione di impianti nell’arboricoltura da legno con I’adozione di
ibridi o selezioni clonali. La propagazione delle piante, in tal senso, ha
acquisito un elevato livello di diversificazione in merito alle tecniche piu
idonee per la sua realizzazione al fine di sfruttare al meglio le caratteristiche
genetiche delle diverse specie e di coniugare al meglio le potenzialita offerte

dagli ambienti di produzione.

La recalcitranza, in termini generali, ¢ definita come I'impossibilita o
difficolta ad ottenere un nuovo individuo vegetale attraverso I’applicazione
delle pit comuni ed innovative tecniche di propagazione in vivaio (Hartmann
et al., 1997). Tale fenomeno ¢ riscontrabile sia quando si tratti di propagazione
gamica che nel caso della propagazione vegetativa e coinvolge molte tecniche
ordinariamente utilizzate in vivaio per la produzione di piante da destinare alla
commercializzazione.

La recalcitranza ¢ un fenomeno che raramente ha trovato soluzioni

definitive quanto, al contrario, diverse sono le tecniche che sono state proposte
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per mitigarne gli effetti consentendo un incremento dell’efficienza di
propagazione per le specie che ne sono affette. Il fenomeno puo essere
ordinariamente distinto secondo due tipologie che fanno riferimento
prevalentemente alle origini che la determinano e alle manifestazioni del
fenomeno stesso: la recalcitranza esogena e la recalcitranza endogena.

La recalcitranza esogena ¢ quella manifestazione del fenomeno che
trova implicazioni sostanziali nell’ambiente di propagazione o, piu nello
specifico, nelle condizioni ambientali che accompagnano il processo di
propagazione, gamica ed agamica. E’, quindi, una manifestazione dovuta
prevalentemente all’applicazione di improprie o non opportune condizioni
dell’ambiente di propagazione che influenzano negativamente la capacita del
seme o della talea di sviluppare un nuovo individuo in grado di svilupparsi
compiutamente in una nuova pianta.

La recalcitranza endogena ha, invece, natura pitt complessa e spesso
di difficile soluzione poiché nasce da cause specifiche frequentemente
riconducibili a ragioni fisiche, fisiologiche, morfologiche o genetiche degli
organismi che la manifestano. Si tratta, in questo caso, di reali problematiche
che influenzano in modo significativo le procedure di produzione delle piante
in vivaio e, di conseguenza, la disponibilita delle stesse per gli impianti di
pieno campo.

Il fenomeno ¢ stato oggetto di innumerevoli studi e con molteplici
approcci sensibilmente diversificati in funzione che esso si manifesti a carico
del seme o nel caso di propagazione vegetativa. Va, tuttavia, detto che la
terminologia nasce e si sviluppa in modo piu approfondito in merito alla
riproduzione delle piante per poi essere diffuso ad altre tematiche pil
specifiche con riferimento alla propagazione agamica e, in particolar modo,

alla rizogenesi a fini produttivi.
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3.1. Recalcitranza alla germinazione

Roberts, nel 1973, sottolinea che il concetto iniziale di recalcitranza
del seme deve essere riferito alla potenzialita dello stesso di essere conservato
mantenendo la propria germinabilita e, di conseguenza, la capacita di generare
un nuovo individuo. Tale condizione porta alla presenza di semi ‘ortodossi’,
non recalcitranti, in cui il processo di formazione sulla pianta ha visto una
progressiva disidratazione del seme dalla quale deriva poi la possibilita di
conservazione per un periodo pitt o meno lungo. I semi recalcitranti, invece,
non subiscono un reale processo di disidratazione prima della raccolta dalla
pianta e cio determinerebbe una ridotta possibilita di conservazione con rapida
perdita della germinabilita. Nell’ambito delle specie temperate, il genere
Castanea, Quercus (ma non tutte le specie), alcune specie di Acer, etc. (Janes,
1969; Bonner e Vozzo, 1987; Bonner, 1990). Su tali aspetti molti studi hanno
dimostrato 1’effetto di una serie di fattori che, combinati tra loro, determinano
la mancata capacita germinativa che si concretizza nella mancata emissione
dell’epicotile o nella rapida degenerazione dei nuovi organi derivanti da una
germinazione appena accennata. Le cause maggiormente accreditate sono
quelle che si riferiscono all’equilibrio di metaboliti interni, in maggiore misura
al ruolo giocato dalle proteine e dai carboidrati (Roberts, l.c.; Farrant et al.,
1985; Wesley-Smith et al., 1992).

In ogni caso, il risultato di tali processi e manifestazioni endogene ¢
che il processo germinativo risulta inevitabilmente compromesso con la
conseguenza che viene meno la possibilita di utilizzare le metodologie di
propagazione gamica per la produzione di nuovo materiale vegetale da avviare

alla commercializzazione. Ancora oggi, infatti, le reali cause endogene che
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determinano il complesso fenomeno della recalcitranza dei semi non ¢ chiaro
per via della difficile comprensione dell’effetto combinato di fattori
metabolici, fisiologici e biochimici che intervengono nel determinare 1’effetto
visibile (Connor e Bonner, 2000) e che, in tal modo, possano suggerire le
modalita e le tecniche per ottenerne il superamento attraverso un sostanziale
incremento della efficienza germinativa.

Un caso a parte ¢ quello relativo ad altro tipo di implicazioni
endogene e fisiologiche che possono giocare un ruolo determinante, in natura,
e che hanno visto progressi delle conoscenze non indifferenti
nell’individuazione delle tecniche wutili al superamento dell’evidente
recalcitranza (Hartmann et al., l.c.). E’ noto, infatti, che i semi delle principali
specie arboree della fascia temperata spesso non germinano anche se posti in
ambiente con condizioni ottimali: questo particolare fenomeno deriva da uno
specifico stato fisiologico che & -caratteristico dell’intero ciclo biologico
annuale dei diversi organi delle piante e che, anche per il seme, prende il nome
di dormienza. L articolato processo di germinazione, infatti, € condizionato da
questo fenomeno e, perché si abbia un normale sviluppo dell’embrione e della
successiva plantula, ¢ necessario che all’interno del seme, a carico
dell’embrione e/o endosperma, si completi il superamento della fase della
dormienza endogena e si verifichino importanti cambiamenti fisiologici quali:
a) imbibizione del seme e conseguente attivazione dei processi metabolici; b)
sviluppo dell’embrione. Attraverso una serie di studi a carico del processo
germinativo e delle connessioni con la fase fisiologica della dormienza
(Nikolaeva, 1999; Gordon e Rowe, 1982), si ¢ pervenuti alla definizione di
una dormienza esogena, di una dormienza endogena, nonché di una dormienza

combinata e secondaria.

16




Tale complesso fenomeno morfo-fisiologico endogeno ¢ stato
ampiamente approfondito e oggi, per la maggior parte delle specie arboree,
sono note le tecniche che ne consentono il superamento. Stratificazione e
vernalizzazione (stratificazione fredda) sono le tecniche che, pit di altre,
permettono il superamento del fabbisogno in freddo, geneticamente
determinato, e la contestuale imbibizione dell’embrione che rappresenta uno
stimolo sostanziale all’avvio del processo germinativo.

Nell’ambito di questi fenomeni che riguardano, da un punto di vista
pit morfologico, la germinazione del seme vale la pena ricordare la
costituzione fisica e meccanica del seme stesso che rappresenta un elemento
fortemente condizionante per il raggiungimento di elevate efficienze
germinative, evidenziando in tal modo molte correlazioni con il fenomeno
della recalcitranza alla formazione di una nuova pianta. I semi di una grande
quantita di specie arboree ed arbustive, infatti, si caratterizzano per la presenza
di un tegumento estremamente duro che spesso rappresenta un ostacolo fisico
alla penetrazione dell’acqua che garantisce il citato processo di imbibizione e,
pertanto, al risveglio metabolico che conduce all’emissione dell’ipocotile e
dell’epicotile. Molte specie di Quercus, Olea, Ceratonia, Cercis, Spartium,
etc., si caratterizzano proprio per tale evidenza che rende spesso problematico
il processo germinativo senza gli opportuni accorgimenti che si concretizzano
in una serie di trattamenti di scarificazione preventivi.

In tale contesto, si distingue una scarificazione meccanica da quella
fisica e da quella chimica; tutte le tipologie giocano un ruolo fondamentale e
sostanziale nell’indebolimento della consistenza del tegumento esterno con
tecniche ed efficacia diverse. La scarificazione meccanica (intervento
manuale), per quanto efficace se operata da mani esperte, risulta oggi

improponibile per gli elevati costi; la scarificazione fisica, che si sostanzia in
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trattamenti di immersione in acqua calda (con temperature e durate differenti
in funzione della specie e della tipologia di seme) consente di ottenere livelli
di germinazione accettabili ma non per tutte le specie che presentano questo
fenomeno. La scarificazione chimica, operata a mezzo di trattamenti di
immersione in acido solforico, garantisce risultati piu che soddisfacenti ma
presenta una serie di difficolta connesse con la pericolosita dell’agente
scarificante e della sua manipolazione che difficilmente puo essere gestita in
una struttura con attivita commerciale.

In ogni caso, I’azione di una di queste metodologie, talvolta anche in
modo combinato, riesce oggi a dare risultati soddisfacenti confermando la
possibilita che anche questo fattore di recalcitranza risulta controllabile e
gestibile in vivaio, fatta salva la conoscenza approfondita delle caratteristiche
morfo-fisiologiche del seme da avviare al processo germinativo.

Al di 1a di ogni considerazione piu strettamente attinente alla
produzione vivaistica, la condizione di recalcitranza dei semi, cosi come
descritta da Roberts (1973, l.c.) e successivamente ripresa da una vasta
moltitudine di Autori, si ¢ oltremodo rivelata uno dei principali ostacoli
nell’attuazione di programmi di conservazione e gestione delle risorse
genetiche (Ouédraogo A.S. et al., 1996; Turok J. et al., 1997). Da cio0 deriva il
proliferare di programmi di ricerca che approfondiscono tale aspetto sul piano
strettamente biologico, a fini conservativi, ma anche sul piano piu
commerciale in relazione alla possibilita di propagare per seme specie
recalcitranti soprattutto quando la riproduzione di nuovi individui ¢ il prodotto

primario di una complessa attivita di miglioramento genetico.
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3.2. Recalcitranza alla moltiplicazione

Nel campo della propagazione agamica, la recalcitranza ¢
direttamente riferita alla incapacita o difficolta di emettere radici per via di
fattori fisici, fisiologici e/o morfologici, e cid anche in presenza di ormoni
esogeni artificialmente somministrati. Tale circostanza puo risultare in una
assoluta assenza di nuove radici oppure nella formazione di radici poco
funzionali che non sono comunque in grado di sopravvivere e, di conseguenza,
di garantire la vitalita del nuovo individuo vegetale che si cerca di moltiplicare
(Teotonio et al., 2004).

E’ evidente che quando si parla di questa tipologia di recalcitranza,
legata cioe alla propagazione agamica che consente I’ottenimento di piante
esattamente identiche alla pianta madre, 1’effetto visibile deriva da una
concomitanza di fattori endogeni ed esogeni che contribuiscono tutti insieme
alla formazione di radici avventizie e, in definitiva, di un nuovo individuo
vegetale (Leakey et al., 1994).

La formazione di radici avventizie rappresenta un tema di studio
molto dibattuto per le piante arboree, da frutto e forestali, cosi come per le
specie arbustive poliennali (De Klerk et al., 1999). Molti studi hanno
approfondito gli aspetti di questo complesso processo che prende il nome di
rizogenesi utilizzando diverse specie modello che presentano specifiche
evidenze legate alla recalcitranza. In definitiva, si distinguono tre fasi
principali in questo processo: 1) la fase di induzione, in cui non si manifestano
evidenti cambiamenti morfologici; 2) la fase di iniziazione, in cui si avvia la
divisione cellulare, si formano i meristemi radicali e i primordi divengono

evidenti; 3) la fase di espressione, in cui la crescita delle radici e il loro
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sviluppo diventano evidente attraverso la visibile fuoriuscita dalla porzione
vegetativa di partenza (Kevers et al., 1997).

E’ fuor di dubbio che la maggior parte degli studi connessi con la
moltiplicazione vegetativa per radicazione e le interazione tra i diversi fattori
fisiologici e morfologici coinvolti, hanno assunto una rilevanza
sostanzialmente diversa dal momento in cui si € compreso il reale contributo,
in questa fase, delle sostanze ormonali e, soprattutto, delle loro reciproche
relazioni. Per ci0 che attiene la propagazione agamica, infatti, al di la dei primi
approcci che riguardavano I’intuizione del coinvolgimento di sostanze interne
alla pianta (Duhamel du Monceau, 1758; Sachs, 1882), ¢ stata la scoperta del
ruolo delle auxine quale agente promotore dell’induzione di radici avventizie
(Thimann e Went, 1934) e i1 successivi approfondimenti sulle capacita di
sintesi di tale ormone da parte degli organi vegetativi coinvolti nella
moltiplicazione ovvero della capacita di mobilizzazione e traslocazione dello
stesso (Van der Lek, 1941), a dare uno slancio non indifferente all’avvio delle
conoscenze piu precise su tale fenomeno.

Nel processo di formazione delle radici avventizie il ruolo delle
auxine ¢, quindi, oggi abbastanza chiaro; una maggiore concentrazione &
efficace nella fase di induzione, puo divenire inibitore nella fase di formazione
ma rimane, comunque, strettamente vincolato alla capacita che il tessuto
sottoposto a propagazione possiede in termini di produzione di auxine
endogene e di basipeta diffusione delle stesse verso i nuovi organi in
formazione (De Klerk et al., l.c.). Attraverso tutta la serie di conoscenze
maturate nel corso dell’ultimo cinquantennio sull’argomento, la maggior parte
della propagazione agamica per radicazione oggi esercitata a livello
commerciale utilizza comunemente 1’acido indol-butirrico (IBA) o, in misura

minore, 1’acido indol-acetico (IAA) o naftalen-acetico (NAA) cosi come co-
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formulati. La scelta di una tipologia di sostanza auxinica rispetto ad un’altra ¢
fortemente legata alla specifica attivita e al tipo di azione promotrice
necessaria (Fett-Neto, 1992). Recenti studi, inoltre, hanno messo in evidenza
che la specie ¢ fortemente condizionante nell’efficacia della tipologia di
ormone auxinico somministrato con differenze molto sensibili in termini di
capacita di indurre la formazione di radici avventizie funzionali, ovvero in
grado di garantire la formazione di un nuovo individuo autonomo (Martellet
Fogaca e Fett-Neto, 2005).

Molti dei piu recenti approfondimenti sulla potenzialita rizogena
nella propagazione agamica riguardano prevalentemente 1’applicazione di tali
tecniche su specie forestali. Se da un lato queste specie, a livello vivaistico,
vengono prodotte attraverso una prevalente attivita di riproduzione, sia pure
con seme selezionato sul piano qualitativo e sanitario, le recenti acquisizioni in
termini di nuovi ibridi o nuove selezioni clonali da miglioramento genetico
hanno reso necessaria 1’individuazione di mezzi alternativi per garantire il
mantenimento del corredo genetico selezionato (Leakey et al., 1994). In
Juglans cinerea (L.), ad esempio, la cogente pericolosita determinata
dall’agente del cancro del noce bianco (Sirococcus clavigignenti-
juglandacearum) ha determinato un’intensa attivita di miglioramento genetico
specificamente mirata alla selezione di genotipi resistenti. La disponibilita di
tali individui ha, pero, reso evidente la necessita di procedere, diversamente
dal passato, alla moltiplicazione vegetativa individuando sistemi efficienti sia
dal punto di vista biologico che economico. Da qui, malgrado il genere
Juglans sia notoriamente recalcitrante, ¢ stata evidenziata la possibilita di
procedere a propagazione vegetativa attraverso 1’applicazione di tecniche di
rizogenesi indotta su talee semierbacee (Pijut and Barker, 1999). Tale

evidenza, tuttavia, ha comportato una approfondita verifica di tutta una serie di
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fattori capaci di influenzare in modo rilevante il processo di induzione e
formazione di nuove radici avventizie: la tipologia del materiale di partenza,
I’epoca di prelievo e di posa in radicazione, 1 trattamenti ormonali in termini di
tipologia di ormone esogeno e di dose del trattamento (Pjiut e Moore, 2002).

Numerosi studi con analoga base di ricerca e di approfondimento
sono stati condotti su molte specie con risultati non sempre coincidenti; ¢
evidente, infatti, che lo sviluppo di radici avventizie ¢ frutto dell’interazione di
diversi fattori che includono non solo la presenza, disponibilita ed efficacia
degli ormoni di crescita coinvolti (auxine) e del relativo quadro ormonale
complessivo, ma anche la presenza di carboidrati, composti fenolici che
possono giocare un ruolo promotore ma anche inibitore, lo stato fenologico,
fisiologico e nutrizionale della pianta madre, cosi come, in definitiva, le
caratteristiche genetiche della specie che finiscono per dominare qualsiasi
effetto (Hassig, 1986; Gaspar e Hofinger, 1988). E’ noto, infatti, che qualsiasi
intervento esterno si ponga in atto con I’apporto di sostanze ormonali esogene,
o con l’applicazione di tecniche per il miglioramento dell’ambiente di
moltiplicazione (cassoni, serre, impianti di nebulizzazione, etc.), le
caratteristiche genetiche giocano un ruolo significativo determinando, in ogni
caso, la predisposizione alla emissione di radici avventizie. L’intervento
esogeno, infatti, ¢ notoriamente efficace solo ad incrementare 1’emissione di
radici senza, invece, alcuna capacita di determinare capacita rizogenetica in
specie o cultivar totalmente recalcitranti.

E’, ad esempio, il caso dell’olivo. La gran parte delle piante prodotte
su scala nazionale provengono da attivita di moltiplicazione vegetativa per
talea attraverso I’applicazione di tecniche di propagazione in ambiente
controllato, con nebulizzazione, a carico di talee semilegnose con foglie.

Esiste, tuttavia, un cospicuo nucleo di cultivar della medesima specie che, nel
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corso degli anni, hanno evidenziato una sostanziale recalcitranza alla
propagazione per talea, a parita di trattamento ormonale e di condizione di
forzatura (Fabbri et al., 2007). Per tale ragione, queste cultivar vengono ancora
oggi tradizionalmente propagate per innesto in quanto questo rappresenta
I’unico mezzo per superare la recalcitranza alla radicazione e poter ottenere
piante con caratteristiche identiche alla pianta madre.

Per la maggior parte delle specie arboree da frutto, infatti, le
problematiche connesse con la recalcitranza alla rizogenesi sono usualmente
superate per via dell’applicazione di tecniche di innesto; queste hanno trovato
ampia diffusione e specializzazione per ragioni legate a motivi agronomici che
hanno portato all’adozione delle piante bimembri nella quasi totalita degli
impianti frutticoli. Tale evidenza, tuttavia, non ¢ cosi diffusa per alcune specie
minori per le quali la ricerca agronomica ¢ stata meno approfondita e, di
conseguenza, gli avanzamenti scientifici non hanno consentito di sviluppare
sistemi innovativi lasciando ogni aspetto vivaistico legato a metodologie
classiche e non sempre efficienti.

Nel corso dell’ultimo ventennio, il superamento della difficolta nella
propagazione di specie recalcitranti, sia in termini di riproduzione che di
moltiplicazione vegetativa, ¢ stato affidato a metodologie piu innovative che si
basano su sistemi biotecnologici mediante 1’applicazione di tecniche che

vedono I'uso di colture di tessuti vegetali in vitro.
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3.3. Recalcitranza e propagazione in vitro

La propagazione in vitro, 0 micropropagazione, rappresenta uno dei
sistemi che rientrano nella vasta tipologia delle colture di tessuti vegetali.
Questo sistema fonda la propria funzionalita sulla totipotenza della cellula
vegetale ovvero sulla capacita di formare nuovi tessuti ed organi vegetali a
partire da una cellula che detiene al suo interno tutta 1’informazione genetica
necessaria. La coltura di tessuti, quindi, consiste nella possibilita di
stabilizzare e mantenere piante o organi di piante in coltura asettica, per
I’appunto in vitro; ci0 si applica a organi specifici (embrioni, germogli, radici,
foglie, etc.) o tessuti singoli (cellule, callo, protoplasti, tessuti aploidi, etc.).

La coltura di tessuti rappresenta uno straordinario sistema che
consente di approfondire la conoscenza della risposta degli organi vegetali alle
diverse tecniche di propagazione, all’effetto di specifici fito-ormoni,
all’influenza dei fattori climatici (luce, temperatura, fotoperiodo, etc.); ¢,
altresi, un importantissimo mezzo di produzione vivaistica, atteso che la gran
parte dei portinnesti delle specie da frutto ¢ ordinariamente moltiplicato in
vitro attraverso tecniche ampiamente consolidate (Catalano et al., 2010).

La micropropagazione ¢ una tecnica notoriamente proposta quale
alternativa per il superamento della recalcitranza alla propagazione ordinaria,
sia in termini di riproduzione che di moltiplicazione vegetativa. La coltura in
vitro, inoltre, puo offrire un valido contributo alla conservazione della
ricchezza floristica e della biodiversita in genere (Gatti et al, 2004). Si tratta di
una tecnica estremamente efficiente che consente di operare su grandi numeri
limitando fortemente lo spazio necessario. Per moltissime specie, oggi, si

opera tale metodica, non solo per la conservazione ma, anche per la
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moltiplicazione soprattutto nel tentativo di superare, come detto, fenomeni di
recalcitranza alla propagazione vegetativa.

I processi e le tecniche legate alle colture in vitro sono da ricondurre,
principalmente, a due fenomeni che rappresentano la base fisiologica su cui si
fonda I’intero processo di moltiplicazione. Si parla infatti di organogenesi
diretta che ¢ una metodologia volta all'ottenimento di germogli o radici,
direttamente da tessuti messi in coltura attraverso specifiche fasi che
garantiscono una discreta stabilita genetica e consentono I’ottenimento di
piante assolutamente identiche alla pianta madre.

La capacita di rigenerazione diretta ¢ caratteristica di un numero
ristretto di specie e limitato ad alcuni tessuti e si realizza attraverso la
conoscenza dell’equilibrio tra diverse specifiche sostanze nutritive ed
ormonali che garantiscono la crescita, lo sviluppo e la proliferazione dei
tessuti nonché I’emissione di radici e 1’acquisizione della loro funzionalita
assorbente.

Tale particolare tecnologia prevede di operare la moltiplicazione
partendo da un unico espianto, spesso uninodale, che viene inserito, dopo
opportuna sterilizzazione, in ambiente di crescita artificiale sia per quanto
concerne il substrato che per I’ambiente colturale. Una volta avvenuta
I’introduzione in vitro (establishment), si procede, attraverso 1’utilizzo di
specifici substrati, alla successiva proliferazione dei germogli a partire da uno
singolo (shooting) e successivamente, in fase finale, alla stimolazione per
I’emissione di radici avventizie (rooting). L’ultima pil delicata fase, ¢ quella
dell’acclimatazione ovvero del passaggio del nuovo individuo cosi ottenuto
dal vitro al vivo. Tutte le procedure appena descritte avvengono in asepsi

totale.
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In alternativa, sono state studiate e sviluppate forme di organogenesi
indiretta che avvengono attraverso il passaggio per ammassi cellulari
denominati "calli". Il materiale vegetale, sia pure perfettamente organizzato,
perde la propria struttura consentendo, grazie ad uno specifico equilibrio
ormonale a prevalente base auxinica, la formazione di massa cellulare che
viene definita ‘callo embriogenetico’. In funzione della modificazione del
quadro ormonale ¢ possibile indurre il callo affinché una o piu cellule
riacquistino la capacita di dividersi dando origine a centri meristematici (fase
di induzione). Successivamente, attraverso una fase di determinazione,
regolata e dipendente sempre dalla tipologia di mezzi colturali utilizzati, i
centri meristematici acquistano una polarita indirizzandosi verso la formazione
di un apice radicale o apicale.

Le tecniche di embriogenesi somatica sono state proposte per il
superamento della recalcitranza in conifere con una serie di difficolta nel
mantenere efficiente il grado di vitalita degli embrioni e il successivo sviluppo
nella costituzione della pianta intera (Bonga et al., 2010). L’embriogenesi
somatica ¢ altresi proposta per il superamento della recalcitranza alla
moltiplicazione vegetativa di Prunus avium L. soprattutto per la produzione di
piante clonali per fini produttivi in impianti da legno. Mandegaran et al.
(1999) hanno a tale scopo proposto I’applicazione della tecnica su Colt, ibrido
triploide tra P. avium e P. pseudocerasus, evidenziando una efficienza
nettamente superiore e la possibilita di avviare questa tecnica anche alla
produzione commerciale con costi accettabili. Pijut, nel 1997, evidenziava la
possibilita di avviare alla moltiplicazione in vitro il genere Juglans, con
risultati ampiamente variabili in funzione della specie, delle condizioni di
coltura e degli organi di prelievo dalla pianta madre. Parfitt, nel 1998,

riportava con successo la possibilita di rigenerare in vitro piante di Pistacia
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vera L. a partire da talee uninodali di giovani germogli, mentre Onay (2000)
evidenziava un approccio innovativo che consentiva, per la medesima specie,
la moltiplicazione a partire da piante adulte opportunamente predisposte alla
produzione di giovani germogli in attiva crescita per la coltura di tessuti in
Vitro.

L’embriogenesi somatica ¢ stata ampiamente studiata e proposta
quale tecnica sviluppata per il superamento della recalcitranza alla
propagazione vegetativa in vivo anche per carrubo; Carimi et al. (1997), e piu
tardi Canhoto et al. (2006) e Custodio e Romano (2006), hanno proposto, con
un parziale ma soddisfacente successo, metodologie di induzione di embrioni
somatici a partire da embrioni zigotici immaturi con 1’ausilio di opportuni
stimoli ormonali in vitro cosi come precedentemente riportato per altre specie
su medesimo substrato vegetale (Akhatar et al., 2000).

Molti lavori che trattano la coltura in vitro di diverse specie arboree ed
arbustive poliennali, riportano con evidenza sperimentale una serie di
problematiche connesse con la recalcitranza ad alcune fasi della
micropropagazione, soprattutto nella fase della emissione delle radici. La
radicazione, infatti, ¢ legata fortemente ad un corretto bilancio ormonale e alla
approfondita conoscenza della specifica sostanza utilizzata e dei suoi effetti in
tutto il processo. Come gia accennato, il ruolo delle auxine di sintesi risulta
efficace e sensibile nella fase di induzione mentre puO assumere un
comportamento tossico o inibitore nella fase di emissione o immediatamente
dopo. Cio accade, ad esempio, in Eucalyptus spp. dove elevate dosi di IBA
mantenute oltre la fase di induzione delle radici contribuiscono alla
formazione di callo basale con diminuzione dell’efficacia della rizogenesi e
compromissione quasi totale della pianta prodotta (Fazal et al., 2003). In

Ceratonia, invece, un contributo alla recalcitranza nelle diverse fasi della
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propagazione in vitro ¢ fornita dall’abbondanza di sostanze tanniche e
fenoliche che vengono ordinariamente rilasciate dai tessuti, soprattutto nelle
fasi immediatamente successive all’introduzione in asepsi (Naghmouchi et al.,
2008). Un comportamento analogo si evidenzia nella germinazione in vitro
soprattutto per via delle sostanze rilasciate dal tegumento del seme, ancorché
scarificato, che se non opportunamente rimosse o allontanate impediscono il

corretto sviluppo dell’embrione e 1’accrescimento della plantula.
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4. SCOPO DELLA TESI

Nella moderna frutticoltura, la gran parte delle manifestazioni di
recalcitranza alla propagazione vegetativa, soprattutto per talea, sono superate,
o meglio aggirate, attraverso la tecnica dell’innesto. Con questa metodologia,
¢ stato possibile superare diversi problemi legati, prevalentemente, alle specie
da frutto di maggiore importanza per le quali ’'uso del portinnesto, e la
disponibilita di una vasta gamma di essi, ha preso campo per ragioni di
carattere molto pit vasto e che non fanno riferimento esclusivo alle
problematiche di propagazione.

Per molte specie minori, spesso considerate marginali, si sono, al
contrario, perpetuate le tecniche di propagazione classiche ovvero quelle che
in qualche modo hanno dato risultati accettabili tanto ai vivaisti quanto agli
agricoltori.

Alcune di queste specie minori, tipiche dell’areale mediterraneo,
invece, sono state pill recentemente oggetto di rivalutazione perché possono
contribuire ad una diversificazione produttiva di sicuro interesse. Ci0
restituisce loro interesse economico soprattutto in quelle aree in cui
determinate specie sono state sempre tradizionalmente presenti.

L’attivita di ricerca condotta, quindi, ha concentrato 1’attenzione sulle
specie menzionate, ed in particolare su carrubo (Ceratonia siliqua L.) e
cappero (Capparis spinosa L.) anche con riguardo all’ausilio delle
metodologie di applicazione in vitro e con I’adozione, in via esclusivamente
sperimentale, di alcune metodologie innovative mirate alla risoluzione di

specifiche problematiche agronomiche.
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5. CARRUBO

5.1. Brevi richiami sulla specie
Il Carrubo (Ceratonia siliqua L1.) appartiene alla famiglia delle
Leguminosae, sottofamiglia Caesalpinoideae, ordine delle Rosales. Pianta
tipica della “macchia” Mediterranea, da tempi remoti riscuote interesse per gli
usi industriali dei prodotti derivati dalla lavorazione dei frutti. Oggi, tuttavia,
si registra una sensibile contrazione della coltivazione della specie che risulta

relegata a particolari areali del Bacino del Mediterraneo.

Fig. 1 - Distribuzione del Carrubo nel Bacino del Mediterraneo (da Tous e Batlle, 1996)

Pianta xerofita e sempreverde costituisce un elemento caratterizzante
degli ecosistemi mediterranei spesso assieme all’olivo con cui identifica una
specifica  associazione (Oleo-ceratonion). Sull’origine, diffusione e
naturalizzazione nei diversi areali in cui il carrubo ¢ presente esistono tutt’oggi
perplessita e molte sono le ipotesi avanzate nel corso dei decenni che
evidenziano diversi fenomeni che hanno contribuito al consolidamento della

specie nel Bacino del Mediterraneo (Fig. 1).
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De Candolle (1883) e Vavilov (1951) concordano sull’ipotesi che il
carrubo sia originario delle aree costiere del Medio Oriente. Gia a partire dal
IV secolo a.C. esistono evidenti riferimenti alla specie ed alla sua diffusione
nei principali Paesi del Medio Oriente e nelle isole greche. Diversi sono poi 1
riferimenti storici al carrubo, individuato sempre come specie in grado di dare
frutti di grande pregio soprattutto in tempi di miseria e di carestia.

In epoche piu recenti, il carrubo deve certamente la sua diffusione in
tutto il Bacino del Mediterraneo all’opera degli Arabi che ne influenzarono il
nome comune soppiantando la vecchia denominazione di Keratea o Keratia
(Keras = corno, per la peculiare forma del frutto) con il termine Kharrub (o
Charnub). I Medioevo rappresenta certamente il momento di massima
diffusione della coltura in tutto il Mediterraneo con una prevalente
utilizzazione per scopi alimentari e per la produzione di importanti derivati ma
¢ solo alla fine del XIX secolo che per il carrubo si registra un forte interesse
colturale derivato dalla possibilita di produrre alcool mediante la lavorazione
delle silique. In conseguenza di tale possibile utilizzazione la coltura si ¢
diffusa in tutti 1 Paesi che si affacciano sul Mediterraneo, soprattutto Spagna,
Italia (Sicilia) e Isole greche. L’innalzamento improvviso dei costi per la
produzione dell’alcool derivato da substrati diversi dall’'uva determino una
drastica contrazione dell’interesse per la coltura che rimase delimitata ad
alcuni areali marginali soprattutto per limiti pedologici e climatici. Il calo di
interesse per la coltura ha avuto riflessi un po’ in tutti 1 Paesi in cui la stessa
aveva assunto un’importanza economica notevole. In Sicilia, dove si era
concentrato oltre il 70 % della carrubicoltura nazionale, la specie ricopriva un
ruolo economico notevole ed intorno ad essa si era sviluppato un sistema
industriale legato prevalentemente alla produzione di alcool e di altri prodotti

per I’alimentazione animale ed umana, la coltura del carrubo si ridimensiono
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drasticamente. A partire dagli anni 80 del XX secolo il carrubo ¢ oggetto
di rinnovato interesse e la sua coltivazione ¢ stata intrapresa anche negli Stati
Uniti (California, Texas), in Messico ed in alcuni Paesi europei (Spagna e
Portogallo) mentre in Italia e Grecia, pur non ricoprendo un ruolo economico
dominante, mantiene comunque notevole importanza, soprattutto dal punto di
vista paesaggistico. Pill recentemente, grazie soprattutto a nuove introduzioni
vegetali frutto del miglioramento genetico (La Malfa e La Rosa, 2006), sono
state formulate nuove proposte di ripresa della coltura che, pur non avendo
certamente I’interesse di un tempo, rappresenta, soprattutto in certi areali
siciliani, un’importante fonte di reddito per il sostegno di economie agricole
locali.

L’interesse economico del carrubo ¢ oggi certamente legato in modo
esclusivo alle potenzialita di utilizzazione industriale che deriva
prevalentemente dai semi contenuti. Viene tuttavia riconosciuto anche un
discreto interesse per le possibilita che la specie offre nella forestazione
produttiva, soprattutto per gli areali con maggiori difficolta per il reperimento
di risorse idriche e con specifici limiti pedologici

Nel 1982 Spina riportava una produzione mondiale di circa 350.000 t.
Oggi si registrano circa 330.000 t di carrube prodotte nel mondo delle quali
oltre il 60% proviene dalla Spagna. In questo Paese si rileva comunque un
elevato consumo interno che non riesce talvolta a soddisfare le esigenze
nazionali motivo per il quale la Spagna ricorre spesso all’importazione dai
paesi vicini. L’Italia, dopo la Spagna, ¢ il principale produttore europeo con
circa 30.000 t (oltre il 90 % delle quali ¢ concentrato in Sicilia) seguito dal
Marocco, dalla Grecia e dal Portogallo (dati FAO, faostat.fao.org).

L’attuale interesse per il carrubo rimane legato esclusivamente

all’utilizzazione dei prodotti derivati dalla trasformazione dei frutti e dei semi
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e destinati all’industria alimentare e farmaceutica. E’ per questo, ma anche per
specifiche caratteristiche biologiche e produttive, che, tranne alcuni casi
sporadici, la carrubicoltura odierna ¢ generalmente abbastanza obsoleta,
raramente specializzata e quasi completamente priva di interventi di moderna
tecnica colturale.

La specie predilige clima tipicamente mediterraneo, ¢ dotata di una
straordinaria rusticita e si adatta anche a condizioni pedologiche inospitali per
gran parte delle specie arboree da frutto. L’albero puo raggiungere 7-10 m di
altezza anche se le sue dimensioni spesso risultano maestose pill per volume
della chioma e sua proiezione sul suolo che per altezza della stessa. Presenta
un apparato radicale di notevole sviluppo che segue facilmente le asperita del
substrato utilizzando 1 pochi spazi liberi presenti per il proprio accrescimento
in caso di terreni rocciosi. Si caratterizza per una lunga fase giovanile
determinata da un ritmo di crescita relativamente lento e dalla posizione degli
organi di fruttificazione.

I fiori, infatti, sono raggruppati in infiorescenze racemose che
generalmente si sviluppano nel legno piu vecchio di grosse branche. L’antesi
avviene tra settembre e novembre, in relazione alla cultivar ed alle condizioni
climatiche. La fioritura ¢ scalare sia tra le infiorescenze della medesima pianta
che nell’ambito della stessa infiorescenza nella quale i fiori basali, in genere,
fioriscono prima di quelli apicali. L’impollinazione ¢ prevalentemente
entomofila; tuttavia, anche il vento puo risultare un efficace vettore di polline.
Dal punto di vista della biologia fiorale si tratta di piante poligamo-dioiche.
Fiori maschili e femminili sono, infatti, presenti su piante diverse; sono state
tuttavia descritte cultivar ermafrodite cosi come piante con fiori femminili ed

ermafroditi. In ogni caso la presenza di sia pure poche piante maschili come
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semplici impollinatori nel carrubeto ¢ consigliabile per ottenere un’abbondante
fruttificazione.

La foglia ¢ composta solitamente da 8-15 foglioline, coriacee, di colore
verde intenso piu chiaro nella pagina inferiore e caratterizzate da una spessa
epidermide superiore. 1 vacuoli delle cellule del mesofillo contengono
composti fenolici. La ripresa vegetativa si verifica solitamente in primavera,
prevalentemente in aprile e maggio. Il rinnovo delle foglie avviene ogni 15-18
mesi.

Il frutto ¢ un legume (o siliqua), verde durante la maggior parte del suo
periodo di sviluppo, marrone scuro a maturazione. Il periodo che intercorre tra
fioritura e maturazione ¢ di circa 11 mesi: il frutto inizia ad invaiare in luglio e
matura circa un mese dopo cosicché, alla raccolta, ¢ abbastanza frequente
trovare sulla pianta frutti e fiori contemporaneamente.

Come specie tipica degli ambienti mediterranei, primavere calde, estati
asciutte ed inverni miti sono le condizioni climatiche da considerarsi piu
idonee per il carrubo. La pianta ¢, infatti, capace di sopportare bene
temperature elevate (fino anche a 50 °C) mentre risulta estremamente
vulnerabile alle basse temperature: la crescita vegetativa si riduce
sensibilmente a temperature prossime a 10 °C mentre la pianta viene
seriamente danneggiata quando la temperatura scende, e si mantiene per lungo
tempo, al di sotto di 4 °C.

Per una regolare attivita vegetativa e di fruttificazione il carrubo esige
terreni ben drenati; la presenza nella tradizionale “macchia mediterranea”
testimonia comunque la capacita della pianta di bene adattarsi a suoli anche
estremamente rocciosi e calcarei. Tollera poco, invece, terreni salmastri e
prolungati periodi di asfissia radicale per ristagno idrico. Nell’esclusiva ottica

dell’uso della pianta di carrubo per scopi di riforestazione produttiva,
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indipendentemente quindi dal potenziale produttivo, la specie risulta essere in
grado di contribuire alla formazione di terreno agrario partendo anche da
substrati molto poveri e assai privi di struttura specifica.

Come si ¢ detto, la fioritura ¢ molto lunga protraendosi da fine agosto a
novembre e risulta, in genere, contemporanea alla maturazione dei frutti.
Questo aspetto ¢ spesso strettamente connesso con problematiche colturali
come, ad esempio, le operazioni di raccolta delle piante che, non essendo del
tutto meccanizzabili, spesso determinano un danneggiamento dei fiori presenti
sulle grosse branche e contribuiscono all’instaurarsi di fenomeni di alternanza
di produzione soprattutto quando condotte attraverso la bacchiatura.

L’aspetto relativo alle cultivar di carrubo ha da sempre rappresentato un
punto di poca chiarezza per diverse ragioni. Gia nel 1933 Romolotti, in uno
studio per la valutazione dei frutti di diverse cultivar di carrubo per
I’alimentazione animale, riportava quattro principali varieta coltivate in
Sicilia: la “Saccarata”, la “Latissima”, la “Racemosa” e la “Falcata” ma
segnalava anche la presenza di altre entita di dubbia identificazione. Alcune di
esse, infatti, si differenziavano abbastanza distintamente 1’una dall’altra per le
dimensioni dell’albero e per la forma e le dimensioni del frutto, altre meno.

La difficolta di distinzione tra le diverse varieta, come emergeva gia
dalle considerazioni del Castro (1952), dipendeva prevalentemente
dall’omonimia e/o eteronimia che emergeva tra una localita di coltivazione e
I’altra soprattutto per 1’abitudine di denominare le diverse varieta con
appellativi del dialetto locale.

Oggi nella carrubicoltura mondiale si contano circa sessanta varieta,
distinte tra quelle piu tradizionali ed annoverate gia nei testi del secolo scorso

e quelle di nuova introduzione che, sia pure in numero ridotto, sono state
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licenziate da programmi di miglioramento genetico oggi attivi solo negli USA
e a Cipro.

In questo contesto vanno necessariamente rimarcati i profondi
mutamenti che I’attivita di miglioramento genetico del carrubo, per quanto
non molto vasta, ha subito. A motivo di tali cambiamenti c¢’¢ senza alcun
dubbio la diversa destinazione del prodotto, sia esso inteso come carruba in sé
o come derivato dalla lavorazione della siliqua, che nel corso dei secoli ha
interessato la specie.

Quanto finora detto evidenzia le difficolta di selezione e conservazione
delle diverse cultivar che nel corso di tutti questi processi evolutivi hanno
trovato pill o meno larga diffusione nei diversi areali di coltivazione.

Diversi sono stati, negli ultimi decenni, gli approcci sperimentali
valutati per la discriminazione e differenziazione varietali ai fini di una piu
corretta classificazione nel vasto panorama di cultivar ed accessioni riferite,
soprattutto, nel Bacino del Mediterraneo (Tous et al., 1992; Di Lorenzo et al.,
1997). In tale contesto, un contributo non indifferente ha rappresentato, in
tempi pit recenti, lo studio del corredo genetico attraverso tecniche di
estrazione ed analisi del DNA. Un recente approfondimento su cultivar
siciliane e straniere ha messo in evidenza la possibilita di distinguere su base
genetica buona parte del patrimonio varietale oggi conosciuto in Italia e nel
mondo contribuendo con elementi di estrema chiarificazione in merito al
patrimonio varietale e ai rischi di omonimia/sinonimia che molto spesso si
presentano, soprattutto con specie di non larghissima diffusione come il

carrubo (La Malfa et al., 2007).
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Tab. 1 - Principali varieta di carrubo diffuse nel mondo

Spagna Negra, Royal, Banya de cabra, Duraio, Matalafera, Melera, Delamel, Rubria,
Ramillete, Mixt, Blanca, Fino, Castellano.
Italia Gibiliana, Racemosa, Saccarata, Amele di Bari, Latinissima, Falcata, Impollinatrice,

Greca, Bonifacio, Tantillo, Moresca, Calabrese, Melara.

Portogallo Galhosa, Canela, Costella de vaca, Alfarroba de burro, Mulata, Bonita.
Grecia Hemeria, Tylliria, Kritiqui, Sykea.

Cipro Tylliria, koundourka

Creta Banturia

Algeria Bouye, Altea.

Tunisia Sfax

Libia Kyrmiotike, Sarakine, Templeotike

Israele Tylliria, Habati, Sandalawi

California Santa Fe, Excelsior, Horné, Victoria, White, Conejo, Anaheim, Molino
Australia Chook-house, Paxton, Maitland, Irlam, Marshall 1.

In considerazione della particolare biologia fiorale del carrubo, un
grande vantaggio ¢ offerto oggi dalla disponibilita di cultivar ermafrodite,
ovvero che portano contemporaneamente fiori femminili ed ermafroditi.
L’individuazione delle piante ermafrodite ha rappresentato certamente un
traguardo di notevole importanza che, con ['aiuto delle azioni di
miglioramento genetico e la costituzione, quindi, di cultivar con questa
tipologia fiorale e, nello stesso tempo, con rilevanti caratteristiche produttive e
qualitative, potrebbe condurre anche ad un importante rilancio della coltura.
Una decina di cultivar con detta biologia fiorale sono state gia descritte nei
diversi Paesi interessati alla coltura del carrubo. Tra queste, in Sicilia, le piu
importanti sono la Tantillo, la Bonifacio e la Greca, diffuse nelle provincie di

Ragusa ed Agrigento anche se sono emerse alcune evidenze sperimentali che,
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attraverso analisi del DNA, dimostrano che queste cultivar sono geneticamente
molto legate a quelle spagnole facendo sorgere il sospetto di una loro
introduzione in Sicilia (La Malfa et al., 1.c.).

Malgrado non risulti improponibile la propagazione per talea o
margotta (De Michele e Occorso, 1987), oggi il sistema di produzione delle
piante di carrubo delle diverse cultivar rimane I’innesto su piante provenienti
da seme. La germinabilita dei semi (detti anche “carati”’), con gli opportuni
trattamenti del caso (cassone riscaldato, trattamenti termici e/o chimici pre-
semina), raggiunge senza molte difficolta il 95-100 % (De Michele et al.,
1987) anche se ¢ molto influenzata dal genotipo.

L’estrema rusticita della specie ha da sempre indotto a considerare che
il carrubo non necessitasse di specifici interventi colturali. Anche se ci0 in
parte risulta corrispondente al vero, in realta le rese che si ottengono sono
decisamente modeste e prive di riscontro economico in caso di estrema
riduzione degli interventi colturali. Alcune esperienze hanno, invece,
dimostrato che il carrubo bene reagisce, ad esempio, all’irrigazione anche in
combinazione con specifiche somministrazioni di elementi minerali (Correia e
Martins-Lougao, 1993).

Anche la concimazione ¢ stata praticamente sottovalutata soprattutto
per la considerazione che il carrubo ¢ una leguminosa e, in quanto tale,
dovrebbe essere maggiormente efficiente nell’assorbimento e nell’uso
dell’azoto. Raramente si ¢ tenuto conto delle esigenze nutritive relative a tutti
gli altri macro e microelementi.

Per quanto riguarda le tecniche di impianto, oggi si utilizzano
prevalentemente piante innestate su semenzali (Damigella et al., 2001).
L’innesto, nella maggior parte dei casi, viene effettuato in pieno campo anche

se si va diffondendo pure I’'innesto in vivaio su semenzali allevati in fitocella.
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Considerato il notevole volume che le piante adulte possono raggiungere le
distanze adottate non devono mai scendere al di sotto dei 10-12 metri tra le
piante in modo da consentire il pieno accesso ai mezzi meccanici. Va sempre
tenuta in debito conto la necessita di intercalare piante maschili all’interno
dell’impianto in modo da assicurare la massima disponibilita di polline. In tal
senso, un grande vantaggio ¢ offerto dalle varieta ermafrodite; in genere,
comunque, si considera razionale un impiego di impollinatori pari al 10%
delle piante messe a dimora.

Nei Paesi del Mediterraneo 1 frutti vengono tradizionalmente utilizzati
per I’alimentazione animale ed umana. La carruba ¢ composta per il 90 %
dalla polpa oltre che dai semi ed altre componenti. Elevato risulta il contenuto
in zuccheri (saccarosio e glucosio soprattutto) e basso il tenore proteico.
Grazie a queste caratteristiche compositive ed al caratteristico aroma, le
carrube da secoli vengono solitamente miscelate con altri prodotti per
costituire mangimi complessi che risultano cosi piu appetibili e nutrienti per
gli animali. La farina ottenuta dalla macinazione della polpa essiccata viene
utilizzata invece nella preparazione di prodotti dietetici per 1’alimentazione
umana.

I semi delle carrube rappresentano anch’essi una fonte inesauribile per
le ampie possibilita di utilizzazione dei derivati ottenuti dalla loro lavorazione.
Il seme ¢ composto da episperma (30-35%), endosperma (35-45%) e germe
(25-30%).

Dalla frantumazione dei semi, dell’endosperma in particolare, e dalla
successiva lavorazione della farina che ne deriva, si ottiene una sostanza ad
elevata viscosita che viene commercializzata come farina di semi di carrube ed
utilizzata come addensante naturale nell’industria alimentare per la

preparazione di cibi in scatola, in pasticceria e nell’industria degli insaccati.
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Sempre nell’industria dolciaria, ha trovato largo uso il carcao ottenuto
attraverso una serie di trattamenti ed ampiamente utilizzato come surrogato del
cacao rispetto al quale si caratterizza per una bassa percentuale di grasso e
sodio ed un elevato contenuto in carboidrati naturali.

Innumerevoli altre utilizzazioni dei prodotti derivati dalla lavorazione
delle carrube sono prevedibili nell’industria alimentare: le mucillagini ricavate
dai semi possono essere utilizzate nell’industria cosmetica, dalle polpe
denocciolate viene ottenuto alcool, 1 residui della lavorazione per Ila
produzione di alcool vengono utilizzati per la preparazione di mangimi di tipo

complesso ad alta digeribilita e conseguente elevato valore nutritivo.

5.2 L attivita sperimentale

Una delle problematiche tecnico-agronomiche di rilevante interesse

nella coltivazione del carrubo ¢ quella legata all’uso del portinnesto e alla
mancata disponibilita di portinnesti clonali.
In Sicilia, dopo anni di ridotto interesse, la specie sta acquistando, sia pure
molto lentamente, una rinnovata attenzione dovuta alla crescente domanda di
prodotti derivanti dai sottoprodotti della lavorazione del frutto e dalla
destinazione delle diverse componenti dello stesso in vari settori dell’industria
agroalimentare.

Risultano pressoché assenti studi mirati alla valutazione dell’uso del
portinnesto per questa specie. Tradizionalmente, infatti, gli impianti di carrubo
sono stati sempre realizzati mettendo a dimora semenzali di almeno 3 anni da
sottoporre all’innesto in campo dopo circa un anno. Queste problematiche si
aggiungono ai lunghi tempi di attesa per I’entrata in fruttificazione, fenomeno
che dissuade spesso dagli investimenti a vantaggio di specie piu “pronte” nella

risposta vegeto-produttiva.
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Nell’uso dei vivaisti che producono piante di carrubo, infatti, c’¢
esclusivamente la produzione di semenzali che, in alternativa all’impianto
diretto in pieno campo, possono essere innestati, dopo almeno tre anni dalla
germinazione, direttamente in vivaio utilizzando le cultivar maggiormente
richieste per la resa in semi. Esiste una recente attivita di miglioramento
genetico varietale che ha reso evidente un’ampia diversificazione in merito
alle caratteristiche compositive e merceologiche dei frutti, dei semi e della
polpa (La Malfa e La Rosa, l.c.). Nulla, invece, ¢ noto in merito alla selezione
di portinnesti alternativi al semenzale mentre la possibilita di disporre di
portinnesti di origine clonale costituisce un elemento di indiscussa importanza
ai fini della realizzazione di nuovi impianti specializzati ed omogenei per i
quali oggi, come gia accennato, ¢’¢ un notevole ritorno di interesse.

Tale prospettiva, unitamente all’ipotesi di applicare metodologie
innovative di propagazione agamica (mini-innesto o micro-innesto), sia in vivo
che in vitro, ha rappresentato uno spunto di particolare interesse per
I’impostazione dell’attivita di ricerca secondo 1’articolazione illustrata di

seguito.
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PROPAGAZIONE IN VIVO DI PIANTE INNESTATE DI CARRUBO: PROVE DI MINI-

INNESTO DELLA CULTIVAR PASTA SU PIANTE DA SEME

Materiali e metodi

Nel mese di settembre, immediatamente dopo la raccolta dei frutti,
sono stati prelevati semi della cultivar Latinissima in collezione presso il
campo didattico del Dipartimento DEMETRA ubicato al Parco d’Orleans
(Palermo). I semi sono stati estratti manualmente dai frutti e sottoposti a
lavaggio e successiva cernita per la loro vitalita attraverso immersione
temporanea in acqua.

In considerazione della recalcitranza alla germinazione determinata
dallo spessore e dalla consistenza del tegumento esterno che impedisce una
rapida imbibizione, il seme ¢ stato sottoposto a scarificazione con acido
solforico (H,SO,) alla concentrazione del 90% (5 volumi di acido per ogni
volume di seme) per 20’ con successivo lavaggio in acqua corrente per 24 ore
al fine di eliminare qualsiasi residuo della componente chimica scarificante.
La semina (200 semi scarificati) ¢ avvenuta nel mese di novembre utilizzando
contenitori attraversabili dalle radici del tipo Jiffy®-pot preventivamente
imbibiti con acqua. I contenitori sono stati, quindi, posti in ambiente protetto
(tunnel) con controllo termico per mantenere la temperatura a 22 + 2°C. Il
tunnel ¢ stato sottoposto a irrigazione a spruzzo con due adacquate al giorno
della durata di circa 1 minuto cd..

I semenzali sono stati allevati in ambiente protetto per tutto il periodo
di germinazione e durante la fase di accrescimento della giovane pianta. Dopo
circa 45-60 giorni, quando avevano raggiunto uno sviluppo vegetativo di circa

10-12 cm e le radici iniziavano a fuoriuscire dal panetto di torba, le giovani
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piantine sono state trasferite in vaso rigido di PE a sezione circolare da litri 4
con substrato a base di torba, sabbia e agriperlite (v/v/v).

Lo sviluppo vegetativo dei semenzali ¢ stato monitorato con cadenza
quindicinale fino al momento dell’innesto.

Dopo circa 180 gg, quando il semenzale aveva raggiunto uno sviluppo
di circa 25 cm in altezza e approssimativamente 1 cm di diametro, si ¢
proceduto al mini-innesto con metodologia a ‘doppio spacco inglese’. 1
semenzali sono stati innestati, in numero di 50 per sesso, ad un’altezza di circa
12 cm dal colletto utilizzando marze di calibro adeguato prelevate da un’unica
pianta adulta della cultivar siciliana Pasta d’Orleans e da un’unica pianta
adulta di cultivar maschile di genealogia sconosciuta. L.e marze avevano
lunghezza media di circa 8 cm e 2-3 gemme.

Sulle piante innestate, mantenute in ambiente protetto costituito da serra
in vetro, ¢ stata applicata la tecnica della forzatura mediante 1’apposizione di
due sacchetti, il primo in PE e il secondo in carta, secondo le note procedure
riservate prevalentemente alle specie arboree sempreverdi. I sacchetti sono
stati parzialmente e progressivamente aperti a partire da circa 30 gg dopo
I’innesto e completamente rimossi dopo circa 60 gg dall’innesto.

Dopo 8 mesi dall’innesto le piante sono state travasate in fitocelle da 14
It e trasferite in pien’aria. La prova di innesto ¢ stata monitorata in termini di
attecchimento e sviluppo del nesto per 18 mesi.

Il trattamento dei dati, per la tipologia di prova condotta, ha riguardato

esclusivamente il calcolo delle medie e del relativo errore standard.
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Fasi della realizzazione del mini-innesto in vivo:
germinazione dei semi in Jiffy®, predisposizione delle
marze, innesto e forzatura delle piante bimembri

a4




Risultati e discussione

La percentuale di germinazione in vivo, come era da attendersi a seguito
dell’opportuno trattamento di scarificazione del seme, ¢ risultata elevata
raggiungendo valori superiori all’80%. La germinazione ¢ stata contestuale per
I’intera parcella in esame non evidenziando differenze in termini di tempo
medio di germinazione. La composizione dei Jiffy®-pot, la loro struttura e il
continuo mantenimento dello stato idrico ha messo le piante in condizioni di
mantenere uno sviluppo progressivo per tutto il periodo di crescita (Fig. 2).
Dopo 180 gg oltre I’'80% dei semenzali avevano raggiunto il calibro ritenuto

utile per poter procedere all’innesto.

Sviluppo lineare (cm) di semenzali di carrubo (cv
Latinissima) in ambiente condizionato
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Fig. 2

L’attecchimento dell’innesto, sia per la cultivar maschile che per quella

femminile, ¢ stata superiore all’80%. Nella fase iniziale ¢ stato notato un lento
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processo di saldatura del punto di innesto con la necessita manifesta di
mantenere la legatura ben salda. L’innesto, tuttavia, ¢ risultato completo dopo
circa 60 gg. Lo sviluppo del nesto ha avuto un tasso di accrescimento molto
elevato nel corso dei primi 70 gg e dopo una fase di stasi di circa 50 gg ha
manifestato una ripresa per ulteriori 40 gg salvo poi avere un tasso di
accrescimento decrescente con conseguente processo di lignificazione (Fig. 3).
L’accrescimento ¢ ripreso nell’aprile dell’anno successivo mentre a settembre
sul 70% delle piante ¢ stata rilevata la presenza delle prime infiorescenze sulla

parte del nesto piu prossimale al punto di innesto.

Accrescimento (cm) del nesto in piante maschili e
femminili di carrubo
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Fig. 3

L’accrescimento vegetativo complessivo delle piante innestate, rispetto
a quelle non innestate, ¢ risultato inferiore di circa il 30% ma nessun
semenzale ha evidenziato presenza di infiorescenze alla medesima data

rispetto alle piante innestate.
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Germogliamento e sviluppo delle gemme innestate e successiva fioritura maschile e femminile
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Le piante maschili hanno evidenziato un ritmo di accrescimento assimilabile
rispetto alle piante femminili, con maggiore vigoria, sebbene la presenza di
infiorescenze, al termine dell’esperimento, si sia manifestata solo nel 40 %
delle piante.

Sebbene 1’esperimento sia assolutamente preliminare, va sottolineato che
I’ottenimento della fioritura dopo 21 mesi dalla semina del portinnesto e dopo
16 mesi dall’innesto ¢ un risultato di assoluto interesse per la specie. La
tecnica vivaistica corrente, infatti, ¢ limitata da tempi molto lunghi e
I’abitudine di innestare in pieno campo fa si che I’entrata in fruttificazione
risulti molto ritardata determinando una serie di problematiche agronomiche di
grande rilevanza per gli imprenditori interessati alla specie. E’ assolutamente
necessario procedere nell’esperimento per verificare il comportamento delle
piante al trasferimento in pieno campo, alla consistenza della fruttificazione
negli anni successivi e al comportamento vegetativo delle piante in presenza
della fruttificazione fino al raggiungimento della maturita.

E’ altresi importante sottolineare che, per avere un quadro piu chiaro delle
potenzialita offerte dai risultati conseguiti, le prove di mini-innesto in vivo
dovranno essere approfondite utilizzando cultivar diverse, sia maschili che
femminili, cosi come ermafrodite, onde comprendere ed evidenziare
I’eventuale effetto del genotipo sull’attecchimento, sullo sviluppo e sulla

manifestazione di fioritura in tempi rapidi.
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PROPAGAZIONE IN VITRO ATTRAVERSO LA TECNICA DEL MINI-INNESTO SU

SEMENZALI E SU PORTINNESTI OTTENUTI PER VIA AGAMICA

Materiali e metodi
Portinnesti da seme

Per I’ottenimento dei semenzali in vitro, sono stati prelevati semi da
silique raccolte da campi di collezione del Dipartimento delle cultivar Pasta e
Latinissima.

I semi sono stati estratti manualmente dai frutti e sottoposti a lavaggio
e successiva cernita per la loro vitalita attraverso immersione temporanea in
acqua.

La scarificazione ¢ stata eseguita attraverso due modalita:

a) scarificazione chimica, utilizzando H,SO4 al 90% (5 volumi di acido
per ogni volume di seme) per 20’ e successivo risciacquo in acqua
corrente per 24 ore.

b) scarificazione manuale, utilizzando carta abrasiva da 2 mm. I semi sono
stati abrasi in modo da ridurre considerevolmente lo spesso del
tegumento esterno senza inficiare la funzionalita dei cotiledoni ma solo

al fine di garantire I’imbibizione dell’acqua.

La sterilizzazione ¢ stata effettuata attraverso immersione in una
soluzione commerciale di Ipoclorito di Sodio (NaHCI) alla concentrazione del
50 % per 15°.

Questa tecnica ¢ di particolare importanza soprattutto per il carrubo in
quanto consente anche di favorire la riduzione delle sostanze fenoliche
presenti nel tegumento del seme che rappresentano, come ¢ noto, fattori

limitanti allo sviluppo dell’embrione.
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Alla sterilizzazione sono seguiti 3 risciacqui con acqua sterile; 1 semi,

quindi, sono stati lasciati immersi in acqua sterile per 10-12 ore in modo da

favorire il processo di imbibizione.

Al termine del processo di sterilizzazione, 1 semi sono stavi avviati a

due diverse tesi di germinazione:
1 - Introduzione diretta in vitro.

2 — Pre-germinazione in petri € successivo inserimento in vitro.

STERILIZZAZIONE
Pregerminazione Introduzione in vitro
[in petri] [in De Wit in PE]

Cambio mezzo

[in De Wit in PE]
Introduzione in vitro Cambio mezzo
[in tubo vetro] [in tubo vetro]

Schema sintetico delle tesi applicate ai semi dopo scarificazione e prima della fase di

germinazione in vitro

La pre-germinazione ¢ stata effettuata ponendo i semi sterili in scatola
petri con dischi di carta assorbente imbibita di acqua sterile. Le piastre sono,
quindi, state poste in camera climatica a 25 + 1°C con fotoperiodo di 16 h e
intensitd luminosa di 50 umol m™ s™'. I semi sono stati mantenuti in tali
condizioni per 3-4 giorni fino all’emissione della radichetta. Successivamente,

1 semi pregerminati sono stati introdotti in vitro.
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Imbrunimento del mezzo colturale in
semi di carrubo in fase di germinazione
diretta in vitro

Seme pregerminato prima (sopra) e dopo
I’introduzione in vitro e successivo
sviluppo ideale per la realizzazione del
mini-innesto in vitro
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La tecnica di pre-germinazione ¢ stata applicata per verificarne I’efficienza
nella attenuazione del contenuto di sostanze fenoliche che giocano un ruolo
inibitore nel processo germinativo in vitro, soprattutto nelle prime fasi.

Il substrato colturale ¢ stato costituito da sali MS (Murashige e Skoog,
1962) half strength, solidificato con 3 g/l di Gelrite®. Il pH & stato corretto a
5,8 prima della sterilizzazione del mezzo colturale in autoclave a 121 °C per
15’ a1 atm.

I semi non sottoposti a pre-germinazione sono stati inseriti nel mezzo
colturale in contenitori di PE del tipo De Wit (7 ml di mezzo per contenitore)
avendo cura di immergerli per meta del loro volume. Cio, a seguito di
precedenti esperienze condotte per mettere a punto la metodologia, ha evitato
che il rilascio dei fenoli, immediato ed abbondante nei trattamenti in vitro di
diverse specie arboree (Poudyal et al., 2008), determinasse nocumento
irreversibile allo sviluppo del seme, aspetto questo di cui si rendera conto nella
sezione relativa ai risultati. La tesi era composta da 100 semi in contenitore PE
per cultivar e per metodologia di scarificazione.

I semi sottoposti a pre-germinazione sono stati introdotti nel medesimo
mezzo colturale in tubi di vetro di altezza adeguata per favorire lo sviluppo
della plantula ed ottenere un apparato radicale il piu possibile equilibrato. La
tesi era composta da 100 semi in tubo di vetro per cultivar e per metodologia
di scarificazione.

I contenitori di PE e 1 tubi di vetro sono stati posti in camera climatica
con un’intensitd luminosa pari a 50 pumol m™ s ed un fotoperiodo di 16 h di
luce.

Dopo il primo giorno ¢ stato necessario cambiare il mezzo dei
contenitori in PE (semi non sottoposti a pre-germinazione) poiché il rilascio di

fenoli si ¢ reso evidente con un consistente imbrunimento del mezzo. Dopo
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altri 2 giorni si ¢ proceduto ad un ulteriore rinnovo del mezzo colturale e i
semi sono stati definitivamente trasferiti in tubo di vetro in modo da rendere
piu agevole la distensione della radichetta ed avere un apparato radicale il piu
possibile equilibrato.

Dopo 1-2 giorni il seme ha emesso 'ipocotile, mentre dopo circa una
settimana 1 cotiledoni si sono pienamente liberati dei tegumenti. Dopo tre
settimane la plantula & risultata in condizioni anatomicamente idonee per

essere sottoposta a mini-innesto in vitro

Predisposizione di portinnesti clonali

La definizione del protocollo per I'introduzione e la moltiplicazione in
vitro, inclusa la fase di acclimatazione, & stata condotta, in fase iniziale, in
collaborazione con I’Univesitat do Algarve attraverso uno stage formativo
dedicato svolto a Faro (Portogallo) nel 2009.

Il materiale vegetale ¢ stato prelevato da pianta adulta del genotipo
portoghese “Galhosa” presente in un campo di collezione di piante madri.

Sono stati prelevati germogli apicali che, dopo la rimozione delle
foglie, sono stati lavati in acqua corrente e sezionati in segmenti uninodali.

La sterilizzazione degli espianti ¢ stata eseguita con una soluzione di
cloruro di mercurio (HgCl,) allo 0,2 % per 10 minuti, con 1’aggiunta di 2-3
gocce di Tween20 (tensioattivo non-ionico idrosolubile con azione
detergente). Anche in questo caso sono seguiti 3 risciacqui con acqua distillata
sterile.

Le porzioni, cosi sterilizzate, sono state lasciate asciugare
completamente sotto il getto di aria della cappa a flusso laminare, quindi sono
state tagliate con il bisturi in segmenti uninodali di dimensioni di poco
superiori a 1,5 cm, avendo cura anche di tagliare le parti che sono rimaste a

contatto con 1’agente disinfettante.
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Fasi della propagazione in vitro finalizzata all’ottenimento di portinnesti
clonali da avviare a mini-innesto
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Le microtalee sono state introdotte in tubi di vetro (15x180 mm)
contenenti un substrato costituito da sali MS half strength addizionati di
CaCl2 in dose intera e con I’aggiunta di 0,5 mg/l di BA-N-6benzyladenina e
vitamine MS, 30 g/l di saccarosio e 8 g/l di Plantagar (Romano et al., 2002). Il
pH del mezzo ¢ stato corretto a 5,8 con poche gocce di KOH e/o HCI prima
della sterilizzazione in autoclave a 121°C per 15” a 1 atm.

I tubi con le microtalee sono stati posti in camera climatica a 26°C con
intensita luminosa pari a 60 umol m?s” econ fotoperiodo di 16 h.

Dopo il primo giorno di incubazione ¢ comparso un imbrunimento nel
substrato a causa della presenza di composti fenolici endogeni che sono stati
rilasciati dalle microtalee. E’ stato necessario, quindi, rinnovare il mezzo
colturale onde evitare 1’azione di tossicita delle sostanze fenoliche a carico
della porzione vegetativa in accrescimento. Dopo altri 2 giorni si ¢ proceduto
ad un ulteriore rinnovo del mezzo per le medesime motivazioni.

Dopo due settimane il germoglio emesso dalla microtalea ¢ stato reciso
ed avviato al ciclo di proliferazione.

I germogli con almeno 1,5 cm di lunghezza sono stati posti
verticalmente in beuta: la predilezione per tale contenitore ¢ dipesa dalla
necessita di garantire al germoglio in proliferazione un sufficiente spazio per
lo sviluppo dei germogli proliferati ed in modo che 1’apparto fogliare di nuova
costituzione non entrasse a contatto con la superficie del contenitore stesso
interrompendo flussi traspirativi.

Il substrato di proliferazione ¢ stato costituito da Sali MS solidificato
con di 8 g/l di Plantagar, con 30 g/l di saccarosio. Il pH ¢ stato corretto a 5,8
prima della sterilizzazione in autoclave a 121 °C per 15 a 1 atm. Dopo la
sterilizzazione sono stati aggiunti al mezzo i regolatori di crescita: 1 mg/l di 6-

benzilaminopurina (BAP, Sigma B-4308), 0,1 mg/l di acido 3-indolacetico
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(IAA, Sigma I-2886), precedentemente sterilizzati per filtrazione attraverso un
filtro di nylon da 0,22 micron.

Dopo 6 settimane in queste condizioni da ogni microtalea si sono
sviluppati 4-6 nuovi germogli. I germogli cosi ottenuti sono stati utilizzati per
avviarli al processo di radicazione.

Per la fase di radicazione, invece di procedere alla preparazione di un
mezzo colturale addizionato di ormoni rizogeni, si ¢ preferito adottare la
tecnica del dipping, ovvero immersione temporanea della parte basale del
germoglio da avviare a radicazione (3-5 cm) in una soluzione sterile di acido
indolo-3-butirrico (IBA, Sigma [-5.386) ad una concentrazione di 1 mg/l per 3
minuti. La parte basale del germoglio, prima dell’immersione, ¢ stata liberata
da qualsiasi gemma laterale o foglia eventualmente presente.

Dopo il dipping le talee sono state inserite in tubo su un substrato a base
di sali MS privo di ormoni.

I tubi sono stati posti al buio in cella climatica per 6 giorni e
successivamente trasferiti alla luce nella medesima cella a 26°C con intensita
luminosa pari a 60 pmol m?s” con fotoperiodo di 16 h.

Le osservazioni sulla formazione e lo sviluppo delle radici sono state
avviate dopo 14 giorni e sono proseguite per un totale di 4 settimane.

I germogli che presentavano una consistente radicazione sono stati
prelevati per procedere alla fase di acclimatazione. Sono stati lavati con acqua
distillata per rimuovere integralmente 1’agar e sono stati successivamente
trasferiti in vasetti di PE da 0,250 1 con un substrato costituito da una miscela
di torba ed agriperlite (2v/v); 1 vasetti con le giovani piantine in
ambientamento sono state poste in camera climatica a 27 £ 1 ° C e 80% di

umidita relativa. Dopo 3-4 settimane le piantine ben sviluppate sono state
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esposte a una graduale riduzione di umidita e dopo 40 giorni sono state
trasferite in serra.

Nel 2010, nel laboratorio di Palermo, applicando la medesima
metodologia si ¢ proceduto alla introduzione e moltiplicazione della cultivar
Pasta d’Orleans in collezione presso il Dipartimento DEMETRA. E stato,
quindi, possibile produrre piante micropropagate idonee all’applicazione delle

tecniche di mini-innesto.

Mini-innesto in vitro

Le tecniche di innesto in vitro sono state messe a punto durante uno
stage all’estero presso I'IVIA di Valencia (Spagna) presso il quale gia da
diversi anni sono state messe a punto e quindi consolidate metodologie di tale
genere sia pure su specie diverse (Navarro, 1990). La prima prova preliminare
¢ stata svolta, quindi, nel 2009 presso il laboratorio del Dott. Navarro con
I’obiettivo di evidenziare le peculiarita relative alla specie e di verificare la
risposta ai primi tentativi.

E’ stato predisposto un mezzo colturale liquido costituito da sali MS,
vitamine di White (10 ml/l), inositolo (100 mg/l), saccarosio (30 g/l), pH
regolato a 5,8. Il mezzo ¢ stato disposto in tubi di vetro (25 cc per tubo);
all’interno del tubo ¢ stato inserito, quale supporto per sostenere la pianta, un
disco di carta precedentemente forato avendo cura di non immergerlo nel
mezzo colturale.

I tubi sono stati quindi sottoposti a sterilizzazione in autoclave a 121
°Cper 15’ a1 atm.

L’operazione di mini-innesto ¢ avvenuta sotto cappa a flusso laminare
e con 'ausilio di stereomicroscopio su una base con carta assorbente umida e

sterile per limitare la perdita di umidita dei tessuti.
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Operazione di mini-innesto in vitro: primo esperimento presso 'IVIA (Spagna)
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I semenzali sono stati prodotti presso il laboratorio di Palermo
seguendo la metodologia risultata piu efficiente dopo I’esperimento appena
descritto e trasferiti in Spagna in contenitore De Wit tramite corriere
specializzato dopo circa 20 giorni dall’ultimo trasferimento. Una volta giunti a
destinazione sono stati mantenuti in vitro, in tubo di vetro, fino al
raggiungimento delle dimensioni ideali.

Le plantule dei semenzali da innestare sono state, quindi, sottoposte a
cimatura immediatamente al di sotto dell’inserzione cotiledonare. Sul punto di
taglio ¢ stata effettuata una incisione assimilabile a quella di un innesto a
spacco centrale.

Per quanto concerne il nesto, si ¢ proceduto al prelievo di apici
vegetativi da una pianta adulta della cultivar spagnola Ramillete in collezione
presso I'IVIA. Gli apici sono stati sterilizzati in Ipoclorito di Sodio (NaHCI) al
2 % e con 2-3 gocce di TWEEN 20, con successivo abbondante risciacquo con
acqua sterile.

Gli apici vegetativi, quindi, sono stati tagliati e sagomati a cuneo in
modo da poter essere inseriti nel portinnesto di gia opportunamente
predisposto.

Il nuovo individuo bimembre ¢ stato quindi inserito all’interno del
tubo con substrato liquido e posto in camera di crescita a temperatura di 25 +
1°C, fotoperiodo di 16 h e intensita luminosa pari a 50 umol m™>s™ .

Nel corso del 2010, presso il laboratorio del Dipartimento
DEMETRA, la medesima tecnica, senza alcuna modificazione in termini di
contenuti del mezzo colturale e di condizioni di crescita, ¢ stata applicata per
procedere all’innesto su plantule provenienti da germinazione in vitro € su

plantule provenienti da moltiplicazione vegetativa in vitro. Gli innesti sono
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stati realizzati utilizzando marze della cultivar Racemosa propagata e in vitro e
opportunamente conservata per la produzione di germogli idonei ad essere
modellati per I’innesto.

Sulle piante innestate in vitro sono stati effettuati rilievi di

attecchimento e di accrescimento epigeo ed ipogeo.

Analisi dei dati

I trattamenti per la produzione dei semenzali sono stati effettuati con
100 semi, ciascuno allevato in ogni singolo tubo di vetro. Nel caso della
moltiplicazione in vitro si ¢ operato su 15 Magenta-box con 4 espianti
ciascuno, suddivisi in tre ripetizioni da 5 box.

Il disegno sperimentale ¢ stato completamente randomizzato, gli
effetti dei trattamenti sono stati valutati con analisi della varianza (P <0,05) e
le differenze tra le medie sono state valutate con il test di Tukey. Quando gli
effetti delle terapie ormonali sono stati espressi come percentuali, prima delle
analisi, 1 dati sono stati opportunamente trasformati. L'analisi statistica ¢ stata

effettuata utilizzando Systat 5.0 per Windows.

Risultati e discussione
Germinazione in vitro

Il complesso delle prove effettuate ha consentito di mettere a punto un
protocollo originale per la germinazione dei semi di carrubo che permette di
raggiungere percentuali di germinazione superiori al 90% e sostanziali
risparmi di tempo e di mezzi colturali. Dai dati riportati emerge in modo
inequivocabile che non ¢ possibile evidenziare un effetto del genotipo sulla

percentuale di germinazione. I trattamenti esogeni che hanno influenzato in
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modo piu significativo tale processo sono la tecnica di scarificazione e la pre-

germinazione.

Tab. 2 - Percentuale di germinazione complessivamente rilevata al termine
dell'esperimento in semi di carrubo sottoposti a scarificazione meccanica o chimica, pre-
germinati o non pre-germinati

SCARIFICAZIONE SCARIFICAZIONE
MECCANICA CHIMICA
Latinissima Pasta Latinissima Pasta
% % % %
Seme
pre-germinato 21,8 17,1 97,0 93,1
Seme non
. 11,4 7,2 70,4
pre-germinato ’ %3 67, 0,
kk * kk kek

*, ** = denotano significativita per P < 0,05 e per P < 0,01, rispettivamente

Per quanto concerne la tecnica di scarificazione finalizzata alla
germinazione in vitro, ¢ evidente che la metodologia di tipo meccanico non ha
fornito risultati positivi. La scarificazione meccanica, operata con abrasione
del tegumento, comporta si un’efficiente imbibizione del seme che, tuttavia,
non si sostanzia in un’efficiente germinazione dello stesso. Una volta messo in
coltura, infatti, il seme si rigonfia in modo consistente e repentino ma
evidenzia una insufficiente capacita di perforazione delle parti di tegumento
non abraso a causa, evidentemente, di un trattamento scarificante non
uniforme sull’intera superficie. A seguito del permanere di tale condizione,
dopo circa 10 giorni dall’introduzione in vitro il seme inizia a manifestare una
serie di sintomi di regressione dal processo di germinazione, imbrunisce € si
atrofizza.

Come gia riferito, una delle problematiche piu evidenti nell’ambito

delle procedure di introduzione in vitro del carrubo, anche utilizzando i semi, ¢
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il rilascio di una consistente quantita di sostanze a base fenolica che, in
assenza di interventi di mitigazione, si sostanzia in un imbrunimento del
mezzo, un abbassamento del pH dello stesso con conseguente interruzione

delle fasi evolutive del processo in corso (Poudyal et al., 1.c.).

Evoluzione della germinazione (%) in semi non sottoposti
a pre-germinazione e con differente trattamento di
scarificazione
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Fig. 4

Al fine di superare tale problematica, una tecnica ampiamente consolidata per
la coltura in vitro della specie consiste nel repentino cambiamento del mezzo
di coltura che consente, in tal modo, di rinnovare il substrato eliminando
progressivamente tutte le sostanze fenoliche via via rilasciate (Romano et al.,
l.c.). 1l sistema adottato in questo esperimento, infatti, ha visto un duplice
cambiamento di mezzo colturale dopo 1 giorno e dopo 2 giorni dalla prima
introduzione, per finire con un trasferimento conclusivo in tubo in cui non si
sono piu evidenziate sostanze fenoliche e lo sviluppo della plantula si e
manifestato in modo regolare.

In alternativa a questa metodologia, nel presente esperimento ¢ stato

introdotto un trattamento di pre-germinazione secondo le fasi descritte in
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precedenza. I risultati evidenziano 1’efficienza del trattamento operato che ha
permesso di raggiungere livelli di germinabilita superiori in tutti 1 contesti,

anche nel caso di una scarificazione meccanica.

Evoluzione della germinazione (%) in semi sottopostia
pre-germinazione e con differente trattamento di
scarificazione
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Fig. 5

Attraverso tale metodologia, peraltro, si ¢ reso possibile evitare il
continuo rinnovamento del mezzo colturale, con non indifferente risparmio di
tempo e di risorse, riuscendo anche ad introdurre in vitro un seme con
ipocotile gia emesso favorendo in tal modo la formazione di un apparato
radicale diritto e uniformemente regolare.

La relazione tra I’efficienza nella germinazione in vitro e il rilascio
delle sostanze fenoliche da parte del seme si ¢ resa evidente anche attraverso
una serie di approcci metodologici preliminari che hanno riguardato il
posizionamento del seme nel substrato colturale.

I semi di carrubo, infatti, al momento della germinazione affondano
energicamente 1’ipocotile e qualsiasi ostacolo a tale approfondimento rischia

di determinare un eccessivo innalzamento dell’inserzione cotiledonare con

63




formazione di un apparato radicale non lineare ed omogeneo. Per tale ragione
si tende ad approfondirlo integralmente nel substrato colturale in modo che
tale processo di ‘risalita’ non crei anomalie morfologiche. Una siffatta
procedura, pero, trova fortissime limitazioni per via delle sostanze fenoliche il
cui rilascio aumenta in modo consistente e, conseguentemente, anche gli
effetti della loro tossicita si rendono piu forti con una ulteriore riduzione della
capacita germinativa.

Al contrario, un seme appena appoggiato sul substrato colturale
rilascia una quantita pit limitata di sostanze fenoliche senza perd che
I’ipocotile riesca ad immergersi uniformemente nel mezzo o, in alternativa,
evidenziando la formazione di un apparato radicale morfologicamente
anomalo.

Per tale ragione, I’esperimento con le diverse tesi sopra esposte ¢ stato
condotto con immersione parziale del seme; il seme, qualsiasi sia stato il
trattamento di scarificazione o di eventuale pre-germinazione, ¢ stato inserito
nel substrato per 1/3 della propria superficie facendo si che I’effetto ‘risalita’
fosse limitato cosi come quello delle sostanze fenoliche. In tal modo, avendo
cura di guidare, se necessario, le diverse fasi dell’accrescimento dell’ipocotile
¢ possibile ottenere una plantula perfettamente idonea all’esecuzione di un
innesto in vitro.

Per quanto attiene allo sviluppo dell’apparato radicale, attraverso la
metodologia sperimentata ¢ stato possibile ottenere risultati soddisfacenti
mirati all’ottenimento di una plantula idonea all’innesto.

Anche in questo caso ¢ evidente che il trattamento di pre-
germinazione ha contribuito a raggiungere, entro le tre settimane di

osservazioni, una radice pit allungata ed una minore percentuale di radici
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malformate a seguito delle difficolta di accrescimento ed approfondimento nel
mezzo colturale.

In definitiva, introdurre in coltura un seme pre-germinato a seguito di
scarificazione chimica rappresenta il sistema migliore per ottenere un’elevata
percentuale di semi in accrescimento e morfologicamente idonei per essere

sottoposti alla pratica del mini-innesto in vitro.

Tab. 3 - Accrescimento radicale e irregolarita morfologiche nella germinazione di
semi di due cultivar di carrubo, sottoposti a scarificazione chimica, dopo 3 settimane
di osservazione

LATINISSIMA PASTA
Lunghezza Radici Lunghezza Radici
della radice malformate della radice malformate
(media £ e.s.) (media £ e.s.)
cm ) cm %
Semi 7,1 £0,7 3,0 £0,2 6.4 1,0 2,1 £04
pre-germinati
Seminon 45 £14 14,1 2,1 51 +0,7 10,6 1,2
pre-germinati
kek kk * kk

*, ** = denotano significativita per P < 0,05 e per P < 0,01, rispettivamente

La produzione di portinnesti clonali

Le procedure di moltiplicazione in vitro sono risultate particolarmente
efficienti a seguito dell’applicazione di una serie di misure necessarie al
contenimento dell’effetto della presenza di sostanze fenoliche che vengono
rilasciate nel mezzo colturale, soprattutto nelle prime fasi che conducono alla
stabilizzazione in vitro. Gli espianti, una volta stabilizzati e trasferiti in mezzo

di proliferazione, hanno fatto registrare tassi di sviluppo consistenti e
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accrescimenti rilevanti. Oltre 11 70% delle micro talee introdotte in vitro hanno
emesso un germoglio dall’unica gemma presente; tale percentuale avrebbe
potuto essere ancora maggiore se non fossero insorte successive
contaminazioni fungine e/o batteriche determinate dalla difficolta di ottenere
una completa sterilizzazione. Tale comportamento ¢ da attribuire, molto
verosimilmente, alla presenza di una contaminazione endogena che non riesce
ad essere completamente debellata anche con il trattamento con cloruro di
mercurio (HgCl,), notoriamente molto efficace nella sterilizzazione del
materiale vegetale da introdurre in vitro.

I germogli recisi dalla micro talea e trasferiti in mezzo di proliferazione
hanno prodotto alla base una massa cellulare callosa che ¢ risultata essere la
fonte primaria della proliferazione di nuovi germogli. Ogni espianto in
proliferazione ha emesso mediamente 7,6 germogli che hanno raggiunto una

lunghezza di 3,4 cm, ritenuti idonei per ’avvio della fase di radicazione.

Moltiplicazione in vitro della cultivar Pasta: microtalee che
produconc germogli (%), germogli per espianto in
proliferazione (n’) e lunghezza dei germogli proliferati (cm)
al termine dell'esperimento
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Microtalee che Germogli per esoianto in  Lunghezze del germogli
producono germogli proliferezione proliferati

Fig. 6

La fase di radicazione ¢ risultata particolarmente efficiente attraverso la

tecnica del dipping in IBA e successivo mantenimento in buio per circa una
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settimana al fine di contrastare la degradazione dell’ormone di radicazione
notoriamente fotolabile. La percentuale media di radicazione ha superato il
70% e le radici di nuova formazione sono risultate mediamente in numero di
3,2 per germoglio con una lunghezza media di 4,5 cm.

Le radici ottenute sono risultate particolarmente consistenti, in grado,
quindi, di garantire efficienza nella fase di acclimatazione successiva alle
procedure di innesto. Tuttavia, proprio ai fini della realizzazione delle
procedure di innesto in vitro, la presenza di piu radici di tipo avventizio
rispetto all’unica radice fittonante del semenzale, determina una serie di
difficolta operative nel trasferimento dal mezzo agarizzato a quello liquido

descritto nella metodologia del mini-innesto.

Moltiplicazione in vitro della cultivar Pasta: germogli radicati
(%), radici per germoglio (n°} e lunghezza delle radici (cm) al
termine dell'esperimento
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Germogli radicati Radici per germoglio Lunghezza delle radici

Fig. 7

Innesto in vitro
La tecnica dell’innesto in vitro non ha mai trovato applicazione nel caso

del carrubo sia in termini di micro-innesto (attraverso, quindi, ’'uso di apici
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meristematici) che in termini di mini-innesto (attraverso 1’uso di apici
vegetativi o di porzioni vegetative uninodali). Cio ha determinato la necessita
di una serie di prove per la messa a punto della metodologia sia all’estero che
in Italia. Le prime prove effettuate in Spagna hanno fornito elementi di
approfondimento interessanti: I’innesto, operato su semenzali prodotti in vitro
a Palermo, ha evidenziato la possibilita di ottenere in breve periodo piante
innestate con buona percentuale di attecchimento (>65%). L’esperienza
maturata a livello internazionale, che come detto ¢ bibliograficamente piu
documentata e prolifica soprattutto su agrumi, non & stata, pero, di grande
ausilio per via delle peculiarita del carrubo in termini di rilascio di prodotti
fenolici dopo il taglio e di habitus di accrescimento. Tuttavia, a seguito di una
serie di esperimenti e di diverse metodologie applicate, ¢ stato possibile
mettere a punto un protocollo in grado di sviluppare le conoscenze sulla
tecnica anche per questa specie.

Le prove effettuate nel corso del 2010 su portinnesti di origine
vegetativa e riproduttiva sono ancora estremamente preliminari per consentire
una valutazione definitiva in termini di attecchimento ed efficienza ma danno
comunque la possibilita di fornire alcune indicazioni in merito alle prime
osservazioni sull’effetto del mini-innesto sia su portinnesti propagati
agamicamente che su semenzali, in entrambi 1 casi in vitro.

La percentuale di attecchimento ¢ stata sempre superiore al 65% e si ¢
resa evidente attraverso un germogliamento che ha avuto inizio dopo circa due
settimane con 1’accrescimento apicale e 1’avvio della crescita del nesto. Nelle
due settimane successive, a circa 30 giorni dall’innesto, nel 20% circa delle
piante innestate si ¢ resa evidente la formazione di una massa cellulare di callo
al punto di innesto dovuta, tecnicamente, al contatto della parte di unione in

fase di saldatura con il substrato colturale liquido denotando, quindi, la

68




necessita di migliorare la struttura che regge la pianta bimembre all’interno del
tubo di coltura. Dopo 60 giorni dall’innesto, nelle piante con saldatura
attecchita non si ¢ manifestata alcuna proliferazione dal portinnesto sia nel
caso di portinnesto da seme che nel caso di portinnesto clonale.

Va tuttavia segnalato che I’innesto su semenzale trova una pil semplice
realizzazione per via di una struttura anatomica piu idonea alle operazioni
tecniche da eseguire; il portinnesto clonale, infatti, sebbene perfettamente
accresciuto, ha presentato una struttura con calibro inferiore e minore
consistenza con inevitabili riflessi negativi sulla possibilita di operare I’innesto

in asepsi e con 1’uso di stereomicroscopio.

Tab. 4 - Attecchimento e sviluppo vegetativo di innesti in vitro di carrubo su portinnesti
clonali e da seme dopo 40 giorni dal momento dell'unione

Attecchimento Tempo di Callo al punto  Proliferazione
germogliamento di innesto del portinnesto
% Gg % %
Portinnesto da 75 13 16 0
seme
Portinnesto 50 20 20 0
clonale
ns Ns ns -

ns = non significativo

Le ricerche complessivamente svolte su carrubo, con lo scopo di
favorire I’acquisizione di nuove conoscenze in merito alla propagazione della
specie e all’ottenimento di piante piu idonee alla realizzazione di impianti
specializzati, omogenei, uniformi, etc., secondo i dettami di una moderna
frutticoltura, sono da considerare incoraggianti. Sono molti gli spunti di
interesse che inducono a proseguire le ricerche e ad approfondire le

conoscenze.
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Mini-innesto in vitro di carrubo su portinnesto da seme
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Sul piano della propagazione in vivo, ¢ assolutamente necessario verificare
I’efficienza produttiva ed agronomica delle piante sottoposte a mini-innesto
dopo trasferimento in pieno campo. Il sistema sperimentato, pero, se da un lato
ha fornito risposte incoraggianti in merito alla possibilita di ottenere in tempi
molto rapidi piante in grado di fruttificare, dall’altro non risolve Ia
problematica relativa all’omogeneita del portinnesto che, con provenienza
gamica, mantiene sempre una variabilita molto elevata che non si sposa per
nulla con la opportunita di disporre di piante omogenee.

A tale scopo, le ricerche condotte in vitro hanno permesso di ottenere
piante innestate su portinnesti clonali e di ottenere, quindi, piante bimembri in
grado di garantire requisiti di omogeneita ed uniformita. E’ di certo ancora
troppo presto per comprendere le potenzialita di future applicazioni di tali
tecniche che mantengono un’elevata componente di specializzazione e che
non lasciano supporre grandi spazi di trasferibilita nella tecnica vivaistica
ordinaria. L.’acquisizione di tali conoscenze, tuttavia, se supportate da futuri ed
indispensabili approfondimenti, consentira di dare un ulteriore contributo alla
conoscenza di rilevanti aspetti di propagazione della specie. Sottolineando,
inoltre, che per la prima volta si sono applicate tecniche di mini-innesto in
vitro su una specie recalcitrante come il carrubo che si caratterizza, peraltro,
per problematiche non indifferenti nella gestione dei tessuti vegetali per via
del contenuto in sostanze fenoliche che, in vitro, trovano il massimo della loro

espressione.
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6. CAPPERO

6.1. Brevi richiami sulla specie

Il Cappero ¢ specie arbustiva, suffruticosa, diffusa nelle regioni aride e
semi aride del bacino del Mediterraneo. Predilige 1 suoli rocciosi e, in ogni
caso, non compatti e ben drenati. Oggi ¢ presente in quasi tutte le zone a clima
semi arido del mondo dall’Europa all’ Australia, dove ¢ raccolto da piante allo
stato spontaneo e, meno frequentemente, coltivate (Barbera, 1991)

Nel bacino del Mediterraneo ¢ presente con molta frequenza allo stato
spontaneo e caratterizza molti ambienti siccitosi dei Paesi che delimitano tale
bacino. La sua coltivazione, sia pure con interessi commerciali differenti, ¢
riportata in Grecia, Cipro e Turchia e, in misura certamente maggiore, in
Marocco, Spagna e Italia. I boccioli fiorali trovano largo uso nella cucina
mediterranea tradizionale; piu recentemente anche i frutti, comunemente
denominati ‘cucunci’, e 1 giovani germogli (cime, in spagnolo “tallos”),
appaiono sempre pil richiesti ed apprezzati in Europa e negli USA (Inocencio
et al, 2005). In alcune specifiche tradizioni europee, 1 capperi vengono
essiccati e sfarinati per essere poi utilizzati quale ornamento di piatti tipici
(Sottile, com. pers.).

L’Italia si caratterizza per la presenza diffusa di cappereti sia in forma
consociata che specializzata. Gli impianti sono, comunque, realizzati con
piante appartenenti alla specie Capparis spinosa var. spinosa € sono piu
frequenti nelle regioni meridionali anche se non mancano alcuni esempi in
specifiche aree del nord del Paese con clima particolarmente favorevole
(Liguria; Lago di Garda). Tra le regioni meridionali, la maggiore intensita di
cappereti ¢ senza alcun dubbio presente nell’isola di Pantelleria (TP) e nelle

isole Eolie e, nell’ambito di queste, a Salina (ME). Nei territori di queste due
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isole il cappero ¢ da considerare coltura da reddito per piccole e medie
imprese agricole, spesso in consociazione con olivo e/o vite da vino, talvolta
in impianti specializzati di grande interesse per la valorizzazione dello
sviluppo agronomico ed economico della coltura. All’interno delle due isole si
svolge D’intero processo della filiera cappericola attraverso le tipiche
trasformazioni del prodotto nelle diverse tipologie commerciali avviate al
mercato.

I cappereti coltivati vengono tradizionalmente realizzati utilizzando
materiale di propagazione ottenuto per via gamica (da seme) che, ancorché
limitato da una ridotta percentuale di germinazione, rimane il principale
sistema di propagazione soprattutto nell’isola di Pantelleria. Sporadicamente, e
limitatamente all’isola di Salina, ¢ utilizzato il sistema di moltiplicazione per
talea spesso adottato non da un vivaismo specializzato ma dagli stessi
produttori i1 quali, seppure con risultati molto variabili, riescono in tal modo ad
integrare 1 propri impianti o a rimpiazzare eventuali fallanze.

La scarsa capacita di germinazione dei semi di cappero ¢ avvertita
come un problema agronomico, non pienamente risolto da interventi in fase
vivaistica, anche per i riflessi che ne derivano sulla disomogeneita del
materiale ottenuto.

La variabilita genetica che consegue alla propagazione gamica, come ¢
infatti noto, si riflette negativamente sull’omogeneita del materiale di
propagazione ottenuto e, di conseguenza, sull’omogeneita dell’impianto dal
punto di vista fenologico, vegetativo, produttivo e qualitativo. Per tale ragione,
diversi sono stati 1 tentativi sperimentali posti in atto per la definizione di
protocolli di propagazione agamica con risultati ampiamente variabili e spesso

poco incoraggianti.
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La disomogeneita colturale, la difficolta di ottenere impianti altamente
produttivi e caratterizzati da un elevato standard qualitativo, si traduce spesso
in un forte rallentamento alle possibilita di ulteriore diffusione degli impianti
specializzati che necessitano di materiale selezionato, per produzione e
qualita, propagato agamicamente.

Le produzioni siciliane di cappero sono rinomate per i caratteri
qualitativi e produttivi dei vari biotipi presenti allo stato spontaneo o in
coltura. Fino ad oggi pero non ¢ stato compiuto un lavoro di selezione volto a
individuare 1 biotipi potenzialmente piu idonei a fornire produzioni di pregio.
Un tema questo di assoluto interesse per giungere alla ottimizzazione delle
potenzialita produttive della specie.

Gli approfondimenti pitt recenti sulla coltura del cappero in Sicilia
(Barbera et al., 1991) hanno reso evidente che il cappero oggi non si
caratterizza attraverso la presenza di specifiche cultivar né anche in passato
sono mai stati avviati interventi di selezione nell’ambito delle popolazioni
maggiormente diffuse in coltivazione. La presenza, infatti, di piu specie e
varieta botaniche, I’incertezza sulla loro biologia fiorale e, in ogni caso, la
possibilita della fecondazione incrociata, I’evidenza con cui la variabilita
genetica si manifesta quando si ricorra a semenzali (come nel caso di
Pantelleria), 1’assenza di specifici interventi di selezione anche dove si
propaghi agamicamente (come nel caso di Salina), non consentono di definire
con certezza le caratteristiche del materiale genetico in coltura nelle diverse
aree.

Per tale ragione, ¢ apparso significativo avviare un processo di
selezione partendo dai genotipi considerati in loco come quelli caratterizzati
da tratti qualitativi di rilievo. Il lavoro svolto ha comportato un’indagine

presso 1 piu affermati ed esperti produttori di cappero nelle isole di Salina e di
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Pantelleria allo scopo di individuare nelle loro aziende 1 biotipi che, attraverso

la loro esperienza, potevano definirsi migliori in termini di produzione e

qualita. Tali biotipi, una volta caratterizzati e, quindi, sottoposti ad una prima

valutazione potranno essere introdotti nei campi di valutazione per un esame

comparativo nelle stesse condizioni ambientali.

La scelta dei parametri da considerare nella caratterizzazione qualitativa

del prodotto ¢ stata operata tenendo conto delle indicazioni di riferimento nella

bibliografia sulla specie e di quegli aspetti commercialmente importanti oggi

definiti dal mercato del prodotto finito (Bounous e Barone, 1989; Diaz-

Andreu, l.c.; Barbera et al., 1.c.):

produttivita elevata con formazione di un elevato numero di bottoni fiorali
con emissione non eccessivamente scalare;

bottoni fiorali di colore verde intenso, con superficie glabra, forma
rotonda e brattee compatte per assicurare una migliore qualita
commerciale;

antesi ritardata; facile distacco dal peduncolo per agevolare la raccolta;
assenza di spine stipolarti;

buona capacita riproduttiva per via agamica;

resistenza alla siccita, al freddo, al ristagno idrico;

resistenza alle malattie;

parte apicale dei rami tenera (per I’uso alimentare);

frutti di colore verde chiaro e con pochi semi (per I’uso alimentare).

6.2. L’attivita sperimentale

Le ricerche mirate agli aspetti pit specificamente connessi alla

propagazione, invece, hanno preso spunto da esperienze passate su medesime

tematiche. Va detto che molti approfondimenti sulla propagazione del cappero
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riguardano prevalentemente metodi per I’incremento della percentuale di
germinazione soprattutto con I’ausilio di sistemi di scarificazione e trattamenti
ormonali (Sozzi e Chiesa, 1995). Nonostante le problematiche legate alla
ricombinazione genica del processo fecondativo, non si ¢ dato un contribuito
significativo alla ricerca di alternative nei sistemi di propagazione. Le
principali problematiche legate alla propagazione per talea sembrano derivare
dalla tipologia di materiale di propagazione utilizzato (Barbera e Di Lorenzo,
1984) la cui formazione, in termini di sviluppo vegetativo, ¢ certamente
condizionata dall’ambiente di crescita. Poco tuttavia si conosce sulle cause che
determinano una cosi bassa percentuale di rizogenesi e soprattutto la
variabilita che questa percentuale puo evidenziare in funzione dei biotipi
utilizzati e dell’ambiente di radicazione.

Per tali ragioni, negli ultimi anni si assiste ad una intensificazione
dell’interesse nei confronti della micropropagazione che consente di garantire
omogeneita di caratteri genetici ed uniformita di materiale vegetale per il
mantenimento delle caratteristiche dei genotipi considerati eventualmente pill
idonei per la realizzazione di impianti specializzati.

L’attivita di ricerca ¢ stata condotta, quindi, su alcuni aspetti che

caratterizzano la moltiplicazione in vitro della specie.
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INTRODUZIONE IN VITRO, PROLIFERAZIONE, RADICAZIONE E

ACCLIMATAZIONE DI CAPPARIS SPINOSA L.

Materiali e metodi

Il materiale vegetale ¢ stato ottenuto da una pianta adulta di un genotipo
siciliano (ICAORL2) in collezione presso il Dipartimento DEMETRA
dell’Universita degli Studi di Palermo. In primavera sono stati prelevati
germogli apicali che, dopo la rimozione delle foglie, sono stati lavati in acqua
corrente e sezionati in segmenti uninodali (1 cm di lunghezza). Gli espianti
uninodali sono stati sterilizzati attraverso immersione in soluzione di etanolo
al 70% per 5 minuti e, successivamente, in soluzione di ipoclorito di sodio al
2% per 20 minuti seguita da tre risciacqui di 5 minuti in acqua distillata sterile.
Dopo il risciacquo, la base dei segmenti nodali ¢ stata leggermente rifilata al
fine di evitare eventuali danni determinati dalla permanenza dell’ipoclorito di

sodio.

Mezzi e condizioni di coltura

Gli espianti uninodali sono stati messi in coltura su mezzo MS solidificato
con Plantagar in concentrazione di 8 g/l con 30 g/l saccarosio come fonte di
carbonio. Il pH della media ¢ stato corretto a 5,7 £ 0,1 prima della
sterilizzazione in autoclave. Gli espianti sono stati allevati in piastre Petri da
10 cm di diametro e 2,5 cm di altezza, contenente 25 ml di terreno substrato
colturale. Dopo la sterilizzazione sono stati aggiunti al mezzo i regolatori di
crescita: 6-benzilaminopurina (BAP, Sigma B-4308), l'acido indolo-3-
butirrico (IBA, Sigma [-5.386), acido 3-indolacetico (IAA, Sigma 1-2886),
l'acido 1-Naphthaleneacetic (NAA, Sigma-N 0640) precedentemente

sterilizzati per filtrazione attraverso un filtro di nylon da 0,22 micron. Le

77




diverse concentrazioni dei regolatori di crescita utilizzate nella prova sono

riportate nella tabella 5.

Fase di moltiplicazione

Al fine di confrontare 1'effetto di diversi regolatori di crescita sulla formazione
di gemme ascellari di cappero gli espianti uninodali sono stati sottoposti a 9
diverse combinazioni ormonali evidenziati nella Tabella 1.

Il materiale vegetale ¢ stato sottoposto a subcoltura con intervalli di 30 giorni
e mantenuto in una camera climatica a 25 + 1 °C sotto illuminazione con

fotoperiodo di 16 h al giorno e intensita luminosa di 50 pmol m?s.

Fase di radicazione

I germogli in fase di attiva crescita sono stati espiantati 40 giorni dopo l'inizio
della cultura e utilizzati come nuovi espianti per la fase di radicazione. 1
germogli individuali sono stati asportati e sottoposti a 12 trattamenti di
radicazione evidenziati nella tabella 6. Gli espianti (germogli di sopra di 1 cm
di lunghezza) sono state allevati su substrato di sali MS integrato con IBA,
NAA e TAA. Le piastre sono state incubate nelle stesse condizioni sopra
descritte. Per testare l'influenza della luce e l'effetto della continua presenza di
IBA, alcuni germogli sono stati coltivati su substrato MS solidificato con
Plantagar (8 g/l) in presenza di IBA a 1, 5 e 10 uM per sei giorni al buio e
successivamente trasferiti su un substrato di sali MS solidificato e privo di

ormoni e alla luce.

Fase di acclimatazione
Gli espianti che presentavano una consistente radicazione sono stati prelevati

per procedere alla fase di acclimatazione quattro settimane dopo 1’avvio della
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fase di rizogenesi in vitro. I germogli radicati sono stati lavati con acqua
distillata per rimuovere 1’agar e sono stati successivamente trasferiti in panetti
di torba Jiffy® 7; al fine di mantenere elevato il livello di umidita, i singoli
panetti di torba sono stati inseriti in Magenta GA-7 e posti in camera climatica
a 27 + 1 °C. Dopo 3-4 settimane le piantine ben sviluppate sono state esposte a
una graduale riduzione di umidita e dopo 40 giorni sono state trasferite in serra

fredda.

Analisi dei dati

I trattamenti sono stati effettuati con 20 espianti e due ripetizioni. Dieci
repliche (piastre Petri) e quattro espianti per replica sono stati sottoposti a
ciascuno dei trattamenti in sperimentazione. Ogni trattamento ha compreso
quindi 40 espianti. L'effetto di diversi mezzi colturali sulla proliferazione e la
radicazione ¢ stato osservato rispettivamente dopo 30 e 40 giorni di
incubazione mantenimento in camera di crescita. Il disegno sperimentale ¢
stato a randomizzazione completa, gli effetti delle terapie ormonali sono stati
testati con analisi della varianza (P <0,05) e le differenze tra le medie sono
state valutate con il test di Tukey. Quando gli effetti delle terapie ormonali
sono stati espressi come percentuali (su base capsula di Petri), prima delle
analisi, 1 dati sono stati opportunamente trasformati. L'analisi statistica ¢ stata

effettuata utilizzando Systat 5.0 per Windows.

Risultati e discussione

Fase di introduzione e proliferazione

L'effetto di ciascun trattamento sulla proliferazione e la crescita ¢ stato
determinato 30 giorni dopo l'inizio della fase di allevamento in vitro: i dati

sulle percentuali di espianti che producono germogli, il numero di germogli
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per espianto e la lunghezza dei germogli di nuova generazione sono riportati n

tabella 1.

Tabella 5. Effetto dei trattamenti con diverse combinazioni di ormoni regolatori di crescita sulla
capacita di determinare germogliamento di gemme ascellari e sulla crescita dei
germogli avventizi generati in vitro.

Regolatore di crescita citochininico
Regolatori
di crescita BAP 2 uyM BAP 4 uyM BAP 6 yM
auxinici
IBA Espianti con proliferazione (%) 833+1° 65,1 + 4,0bc 91 +3,0°
0,12 pM Germogli per espianto (n°) 8,3+272° 6,1 +2.1 8,7+1,6%
’ Lunghezza dei germogli (cm) 23+04% 1.2+0,3° 2,7+0,9%
IBA Espianti con proliferazione (%) 80,2 + 4,1ba 59.4 + 5,1bc 70,2 +4,1°
0,25 uM Germogli per espianto (n°) 5,5+0,7 6,5+2,1 8,1+19%
’ Lunghezza dei germogli (cm) 2,1+0,1"™ 2,1+0,5 1,9+0,2
IBA Espianti con proliferazione (%) 55,4 + 5,2bb 98,1+0,1° 60,2 +4,1°
0,50 uM Germogli per espianto (n°) 52+1,6 8,8+1,9% 79+22%
’ Lunghezza dei germogli (cm) 2,2+0,1™ 2,1+0,1 2,0+0,3

I dati riportati sono medie % e.s.; lettere diverse nell’ambito di ciascuna riga evidenziano risultati
significativi per P <0.05. ns = non significativo

I risultati dimostrano che la rigenerazione ¢ stata ottenuta in vitro da tutte le
condizioni ormonali in prova, ma la risposta varia a seconda dello specifico
regolatore di crescita utilizzato. La percentuale di espianti che producono
germogli ¢ variata da 55,4 (2 uM BAP + 0,5 uM IBA) a oltre 90 (varie
combinazioni ormonali). Il tasso di moltiplicazione superiore in termini di
numero di germogli per ogni espianto ¢ stato osservato con la maggiore
concentrazione di BAP tranne quando si ¢ utilizzato il massimo livello di IBA.
Per quanto riguarda l'allungamento, la lunghezza media ¢ variata da 1,9 cm (6
uM BAP con 0,25 uM IBA) a 2,7 cm (6 uM BAP + 0,12 uM IBA)
evidenziando il ruolo giocato dall’IBA sulla fase di distensione dei tessuti in

accrescimento.
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In ogni caso, la combinazione di regolatori di crescita che ha visto I'uso di 4
uM di BAP e 0,5 uM di IBA ¢ risultata la piu efficiente per tutti 1 parametri
rilevati in termini di percentuale di proliferazione, numero di germogli per

espianto e relativa lunghezza.

Radicazione e acclimatazione
Gli espianti ottenuti in presenza di 4 uM BAP + 0,5 uM IBA sono stati

utilizzati come materiale di base per gli esperimenti radicazione.

Tabella 6. Radicazione dei germogli di cappero proveniente dalla moltiplicazione in vitro dopo 4
settimane di allevamento in mezzo rizogenetico contenente diversi livelli ormonali

Regolatore di Germogli Radici per Lunghezza
Trattamento in fase di crescita radicati germoglio delle radici
radicazione (M) (%) (n) (cm)
IBA 1 37,8+0,3° 33+0,7° 1,2+0,1°
IBA 5 934+0,2° 2,6+0,3" 2,9+0,3"
IBA 10 684+02° 2,6+0,3"° 2,4+02*
Esposizione continua NAA1 68,2+04° 2,0+0,3° 1,2+0,1°
alla luce NAAS o
NAA 10 0o e e
IAA 1 552+03° 2,505 2,0£0.2°
IAA 5 252+03" 3,3+0,3° 1,4+0.2°
TIAA 10 0o e e
Buio per 6 gg e IBA 1 68,3+0,3° 22402 1,4+0.2°
successiva IBA 5 874+0,1° 3,5+05° 2,302
esposizione alla luce IBA 10 934+0,1° 32+0,3"° 1,7+0.2"°

I dati riportano medie * e.s.; lettere diverse nell’ambito della medesima colonna evidenziano
differenze significative per P < 0.05.

I risultati evidenziano che gli espianti hanno prodotto radici in tutte le
combinazioni valutate tranne quando espianti sono stati allevati su substrato a
base di sali MS integrato, alternativamente, con 5 ¢ 10 uM di NAA e 10 uM di
IAA. In tali condizioni di coltura si ¢ assistito alla formazione di una
consistente massa callosa basale con insorgenza di poche radici peraltro con

una evidente sostanziale debolezza. Le percentuali di espianti radicati ¢ variata
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dal 25,2 % (5 uM TIAA) al 93,4% (diverse condizioni ormonali). Le migliori
prestazioni in termini di percentuale di piante radicate sono state realizzate in
tre condizioni di coltura: 5 uM di IBA sempre alla luce, 10 uM di IBA per 6
giorni al buio e poi in mezzo senza ormoni e alla luce, con una differenza
sostanziale nella consistenza della radice.

In ogni caso, in presenza continua di IBA, la superficie del taglio ha
comunque evidenziato una massa di callo da cui si sono sviluppate diverse
radici per espianto. Questa condizione, perd, non risulta opportunamente
idonea per la produzione di piante efficientemente radicate poiché, come ¢
noto, il callo interferisce con il sistema vascolare riducendone le capacita di
trasporto e, quindi, di sopravvivenza nella successiva fase di acclimatazione.

Quando talee di cappero sono state allevate con condizione di presenza
temporanea di IBA (solo per 6 giorni al buio con successivo trasferimento alla
luce senza ormone nel mezzo colturale), le radici sono emerse direttamente
dalla superficie di taglio senza formazione di callo e con maggiori probabilita
di successo in fase di acclimatazione.

Il tasso piu elevato di radicazione in termini di numero di radici per
ogni espianto ¢ stato raggiunto quando i germogli sono stati sottoposti a
trattamento con 5 uM di IBA, con successivo periodo di 6 giorni al buio, e
successivamente trasferiti in un substrato a base di sali MS senza ormoni e alla
luce. In questa condizione sperimentale ¢ stato possibile ottenere 3,5 radici per
espianto.

Per quanto riguarda l'allungamento della radice, nelle condizioni
sperimentali impostate, 1 risultati migliori sono stati ottenuti quando gli

espianti sono stati coltivati con 5 uM di IBA in continua luce (2,9 cm).
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Fasi della propagazione in vitro del
cappero, dall’introduzione alla
acclimatazione
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Quando le nuove piantine di cappero sono state allevate in presenza di NAA o
IAA ¢ stato impossibile ottenere un nuovo individuo dopo il trasferimento di
acclimatazione poiché le radici si sono progressivamente dissociate dal
fusticino durante la fase di lavaggio per I’opportuna eliminazione dell’agar.
Risultati simili sono stati ottenuti quando le radici sono state rigenerate in
continua presenza di IBA, in realta, come gia detto, radici deboli emerse da
una gran massa callo dalla superficie del germoglio nel punto di taglio basale.
Dopo la radicazione, i germogli sono stati trasferiti su panetti di torba
Jiffy® 7 e mantenuti in una camera di crescita per circa 60 giorni. Dopo
lI'incubazione le piante hanno raggiunto circa 10 cm di altezza e le piante ben
sviluppate sono state progressivamente esposte ad un minore umidita relativa e
ad una intensita luminosa superiore. L'acclimatazione migliore ¢ stata ottenuta
con piantine radicate con 10 uM di IBA e 6 giorni al buio. La percentuale di
piantine acclimatate e trasferite con successo in serra ¢ variata dal 75%

all’82%.

84




PRIMA CARATTERIZZAZIONE MORFOLOGICA E QUALITATIVA DI GENOTIPI

SELEZIONATI E LORO INFLUENZA NELLA MOLTIPLICAZIONE IN VITRO

Materiali e metodi

Caratterizzazione genotipica

Dieci genotipi sono stati selezionati nell'lsola di Pantelleria (36° 49' N - 11°
58" E), che rappresenta una delle aree pitl importanti della produzione di
capperi. La caratterizzazione dei genotipi ¢ stata effettuata nei laboratori del
Dipartimento Colture Arboree (oggi Dipartimento DEMETRA) mediante
campionamento di boccioli fiorali direttamente in situ. Le osservazioni sono
state eseguite su 50 boccioli per genotipo e hanno riguardato: peso fresco,
diametro longitudinale e trasversale, consistenza su ogni bocciolo fiorale.

I dati di diametro sono stati utilizzati per calcolare la rotondita, di particolare
valore per fini commerciali. La consistenza ¢ stata rilevata utilizzando un

penetrometro digitale con un puntale da 2 mm.

Prove di propagazione in vitro
Per il prelievo del materiale vegetale sono stati utilizzate due diverse
metodologie:

A) porzioni vegetative di 30-40 cm sono state raccolte durante il riposo
invernale, pienamente dormienti, abbondantemente risciacquate in
acqua corrente e Tween 20, sterilizzate mediante immersione in HgCl,
in concentrazione di 1% per 10 min. Dopo la sterilizzazione, le
porzioni vegetative dormienti sono state disposte in contenitori sterili,
immerse alla base in agriperlite e interamente coperte con PE per

mantenere I'umidita prossima al 100%.
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La formazione di nuovi germogli ¢ stata forzata in camera climatica a
25+1°C con fotoperiodo di 24h e intensita luminosa di 60 pM m™ s™';
dopo circa 3 settimane 1 nuovi germogli con lunghezza media di circa
1,5-2,0 cm sono stati rimossi e, dopo una seconda sterilizzazione,
sottoposti direttamente a proliferazione in vitro.

B) germogli vegetanti di 30-40 cm sono stati raccolti durante la primavera;
le foglie sono state prontamente rimosse avendo cura di non
danneggiare la gemma ascellare. Dopo diversi lavaggi in acqua
corrente € Tween 20, i germogli sono stati divisi in espianti uninodali
per I’introduzione in vitro dopo una sterilizzazione in HgCl, al 2% per

5 min.

Tre diversi genotipi sono stati testati per la moltiplicazione in vitro: Sel.

Pant_001, Sel. Pant_004 e Sel. Pant_009.

La scelta dei substrati colturali ha tenuto conto dei risultati della prova
preliminare per la messa a punto di un sistema completo di moltiplicazione in
vitro del cappero di cui si ¢ riferito prima.

Per I’introduzione in vitro, gli espianti sono stati coltivati su MS solidificato
con Plantagar 8 g/l arricchito con 20 g/l di saccarosio; il pH ¢ stato regolato a
5,7.

Per la fase di proliferazione, espianti di almeno 2 cm sono stati allevati su
substrato MS solidificato con 8 g/l di Plantagar ed integrato con 26,6 mg/l di
6-benzilaminopurina (BAP, Sigma B-4308) e 2,46 mg/l di acido indolo-3-
butirrico (IBA, Sigma [-5.386), precedentemente sterilizzati per filtrazione

attraverso un filtro di nylon da 0,22 micron.
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Tutto il materiale in vitro & stato mantenuto in camera climatica a 25 + 1 °C

con fotoperiodo di 16 h e intensita luminosa di 50 pmol m™>s™,

Analisi dei dati

I trattamenti sono stati effettuati con 20 espianti e due ripetizioni. Dieci
repliche (piastre Petri) e quattro espianti per replica sono stati predisposti per
ogni trattamento in sperimentazione. L'effetto della tecnica adottata sui diversi
genotipi in prova ¢ stato osservato rispettivamente dopo 30 giorni per
I’introduzione in vitro e dopo 40 giorni di incubazione per la proliferazione. Il
disegno sperimentale ¢ stato completamente randomizzato, gli effetti delle
terapie ormonali sono stati testati con analisi della varianza (P < 0,05) e le
differenze tra le medie sono state valutate con il test di Tukey. Quando gli
effetti delle terapie ormonali sono stati espressi come percentuali (su base
piastra Petri), prima delle analisi, 1 dati sono stati opportunamente trasformati.

L'analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando Systat 5.0 per Windows.

Risultati e discussione

Il peso medio dei boccioli fiorali dei genotipi in prova e stato di 0,37 g; quattro
genotipi hanno evidenziato valori piu elevati di peso del bocciolo e si sono
dimostrati validi anche in termini di consistenza. Per quanto riguarda la
turgidita del bocciolo, infatti, la Sel. Pant_004 ha raggiunto valori superiori a
2,2 kg/cm2 con un peso medio superiore alla media generale (0,42 g) e una
rotondita di poco superiore a 1.

Tutti 1 genotipi selezionati hanno mostrato, comunque, un livello di rotondita

del bocciolo fiorale prossimo a 1 con un ottima performance delle selezioni

Pant_003 e Pant_006.
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Peso fresco del bocciolo fiorale(g)

1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
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Consistenza del bocciolo fiorale (kg/cm?)

2,5

1,0

0,5

0,0 -

Tre di questi genotipi, migliori per prestazioni qualitative, sono stati scelti per
la valutazione della risposta alla propagazione in vitro attraverso
I’applicazione delle metodologie messe a punto per la specie.

Per quanto riguarda il materiale vegetale prelevato per il trattamento
finalizzato all’introduzione in vitro, nessuna differenza & stata evidenziata tra 1
due approcci adottati. Anche se il materiale vegetale prelevato in primavera ¢
ampiamente considerato il migliore per 'introduzione in vitro, le prove di
forzatura di porzioni vegetative in dormienza sono risultate particolarmente
interessanti perché rappresentano una valida alternativa durante la fase di
riposo inducendo germogli in grado di essere avviati direttamente alla fase di
proliferazione riducendo notevolmente, in tal modo, i tempi ed i costi del
processo di micropropagazione.

La Sel. Pant_001 ha mostrato il piu alto numero di espianti che producono
nuovo germoglio (81%) mentre gli altri due genotipi non hanno superato il
70%. In ogni caso, nessuna differenza statistica ¢ stata evidenziata. Durante la

proliferazione, la Sel. Pant_004 ha evidenziato il comportamento migliore in
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termini di numero di germogli per espianto mentre la Sel. Pant_001 il
peggiore. Per quanto riguarda lo sviluppo dei germogli proliferati, la Sel.
Pant_001 ha mostrato una lunghezza significativamente superiore che, dopo
tre settimane, ha raggiunto 1,5 cm, mentre per gli altri due genotipi la
lunghezza media era inferiore ad 1 cm.

I risultati hanno evidenziato una performance interessante dei protocolli di
introduzione in vitro della specie con una leggera influenza del genotipo che
necessita di ulteriori approfondimenti. In merito a quest’ultimo aspetto, sara
interessante completare lo studio attraverso la valutazione del comportamento
delle piante ottenute durante la fase di radicazione e di acclimatazione per
comprendere se questo metodo possa essere proposto per una reale attivita di

propagazione clonale di genotipi derivanti da miglioramento genetico.

Germogli per espianti (n°)
6,0

5,0

bc
4,0

3,0 4

2,0 -

0,0 -
Sel. Pant_001 Sel. Pant_004 Sel. Pant_009

Fig. 11

Non tutti 1 genotipi si sono opportunamente prestati alla moltiplicazione in
vitro confermando quanto gia evidenziato per altre specie, ovvero che la
risposta alla micropropagazione ¢ sensibilmente genotipo-dipendente e che, di

conseguenza, richiede continui aggiustamenti al fine di mantenere elevata la
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sua efficienza e di essere considerata tecnica efficace al superamento di
fenomeni di recalcitranza. I genotipi che hanno manifestato di adattarsi alla
metodologia applicata, tuttavia, hanno fatto registrare risultati significativi in
tutte le fasi che caratterizzano la coltura in vitro da completare con la delicata

fase di acclimatazione.

Espianti in grado di produrre nuovi germogli
(%)
100
n.s
S0
80
70 A
60 +
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Sel. Pant_001 Sel. Pant_004 Sel. Pant_009
Fig. 12
Lunghezza dei germogli (cm)
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Fig. 13

91




7. Conclusioni generali

Le moderne tecniche di propagazione, con le piu recenti acquisizioni
che sfruttano le potenzialita offerte dalle colture in vitro, rappresentano di
certo oggi uno strumento in pill per poter cercare soluzioni alle problematiche
che si rendono manifeste soprattutto per alcune specie di piu difficile
propagazione.

La moderna tecnica vivaistica oggi fornisce ampie soluzioni per
I’ottenimento di piante omogenee ed uniformi ma, come gia accennato, non
sempre tale possibilita ¢ percorribile anche per le specie minori.

La ricerca continua di soluzioni alternative, per specie e cultivar, in un
contesto agronomico sempre pit complesso in cui ¢ necessario valorizzare la
differenziazione colturale pone sempre in grande rilievo 1’approfondimento
delle conoscenze su temi che rischiano di apparire fin troppo basilari per
essere studiati al giorno d’oggi. La sperimentazione su tematiche relative alla
propagazione, gamica ed agamica, infatti, potrebbe sembrare anacronistica se
non contestualizzata alla specie oggetto di studio e al livello di
specializzazione che la riguarda.

In tal caso ¢ assolutamente necessario che gli studi realizzati per
comprendere 1 meccanismi di recalcitranza alla propagazione, gamica ed
agamica, prendano spunto dalle peculiarita botaniche delle specie in esame e,
allo stesso tempo, cerchino di sfruttare tutte le piu moderne conoscenze che
hanno trovato maggiore evidenze per specie di maggiore diffusione. Tutto cio
con l’obiettivo, sempre in primo piano, di rendere disponibili sistemi
produttivi, in vivaio, che siano d’ausilio da un lato all’operatore in vivaio
mentre, da un altro lato, consentano all’imprenditore agricolo di potersi
avvalere del materiale vegetale piu idoneo per il miglioramento dell’efficienza

agronomica dei nuovi impianti.
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La propagazione agamica, a tal fine, ¢, nell’ambito delle colture
poliennali da frutto, uno strumento indispensabile per giungere all’ ottenimento
di piante in possesso di quei requisiti di uniformita, omogeneita ed identita
genetica dai quali oggi non ¢ in alcun modo possibile prescindere.

Se si valutano tali aspetti su una coltura come il cappero, si evidenzia in
modo inequivocabile che I’assenza di conoscenze e di soluzioni utili alla
standardizzazione di idonei sistemi produttivi in vivaio ha certamente
contribuito a limitare lo sviluppo dell’attivita di miglioramento genetico della
specie e, di conseguenza, del rinnovamento della stessa in coltura. E’
sufficiente, infatti, analizzare la bibliografia esistente per questa specie, in
Italia, in altri Paesi del Bacino del Mediterraneo ma anche del Sud America
(Bounous e Barone, l.c.; Luna e Perez, 1985; Barbera, 1991), per comprendere
come le difficolta connesse con la propagazione agamica abbiano finito per
condizionare negativamente un comparto che non ¢ riuscito a trovare standard
di produzione e di qualita del prodotto all’altezza delle richieste del mercato
globalizzato. E’ anche vero che, I’assenza di tali standard ha contribuito in
qualche modo al mantenimento di una certa tipicita della coltura anche per via
della specificita connessa con ['uso del prodotto e con i processi di
trasformazione che vengono applicati sullo stesso.

Disporre oggi di strumenti in grado di offrire soluzioni alternative a
quella della complessa, ancorché diffusa, propagazione gamica rappresenta
certamente un elemento di conoscenza scientifica importante che, se condotta
su livelli di accessibilita tecnica e di sostenibilita economica, contribuira
indubbiamente ad un’ulteriore crescita del comparto.

La propagazione in vitro, il cui sviluppo non ¢ di certo recentissimo, ha
avuto una timida applicazione sul cappero per via, probabilmente, di limitati

ritorni economici a fronte di un investimento rilevante, in termini di
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attrezzature e competenze professionali. I primi approcci, infatti, furono
limitati alla verifica della risposta della specie all’introduzione e alla
proliferazione in vitro (Chalak et al., 2003; Caglar et al., 2005), senza, al
contrario, aver proceduto alla fase di acclimatazione per un effettivo
contributo al miglioramento delle tecniche di propagazione agamica. L’avvio
di una nuova fase di miglioramento genetico con la conseguente esigenza di
procedere alla moltiplicazione di genotipi selezionati, invece, pone la
propagazione in vitro in una luce differente poiché rappresenta, per una specie
con una tale evidente recalcitranza alla radicazione diretta, I’unico strumento
in grado di fornire soluzione effettiva al problema. Attraverso la metodologia
applicata, infatti, ¢ stato possibile pervenire alla moltiplicazione di piante di
cappero con ottima percentuale di acclimatazione e con una tecnologia in vitro
che ha permesso una efficace applicazione anche a genotipi selezionati. Tali
risultati sono peraltro in linea con preliminari approcci analogamente applicati
ad altri genotipi in collezione presso 1 campi di conservazione della
biodiversita del Dipartimento DEMETRA (Carra et al., 2011).

Il prosieguo delle attivita di ricerca, in tale ambito, saranno
assolutamente indispensabili per la verifica della rispondenza delle piante
moltiplicate in vitro ed acclimatate una volta che saranno state poste in pieno
campo, possibilmente negli ambienti di elezione produttiva. Solo attraverso
questo ultimo passaggio finale sara possibile considerare la metodologia
proposta come utile per il trasferimento alla tecnica vivaistica ordinaria che,
per altre specie, gia si avvale comunemente della micropropagazione.

Va da sé che la comune appartenenza alla categoria di specie minori
non sempre si sostanzia con problematiche comuni o sovrapponibili. In
carrubo, ad esempio, per quanto si discuta comunque di problematiche di

recalcitranza alla propagazione gamica ed agamica, la necessita di
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miglioramento della tecnica vivaistica e delle conoscenze connesse alla
moltiplicazione vegetativa sono da riferire ad aspetti che, come in parte gia
visto, rimangono legati alla realizzazione di impianti omogenei non
esclusivamente solo su base varietale quanto anche dal punto di vista del
portinnesto utilizzato. L’innesto, infatti, ¢ risultato un efficace sistema per il
superamento della recalcitranza alla radicazione ma la mancata disponibilita di
portinnesti clonali e, al contempo, la grande variabilita dei semenzali giocano
un ruolo significativo nel rendere elevato il livello di disomogeneita
(Damigella et al., L.c.).

Tale evidenza si sostanzia gia in vivaio poiché rende difficile
I’uniformita delle operazioni su piante con comportamento vegetativo molto
diversificato; e si evidenzia, successivamente, in pieno campo con una grande
variabilita nell’entrata in fruttificazione delle piante, nell’accrescimento
vegetativo, nel comportamento vegeto-produttivo.

La disponibilita di portinnesti clonali, infatti, € un importante elemento
che favorisce la realizzazione di impianti frutticoli specializzati in grado di
massimizzare |’efficienza agronomica attraverso 1’omogeneita delle risposte
agronomiche e, di conseguenza, degli interventi colturali. Tutto questo si
associa in modo molto stretto con la biologia della specie, con i tempi di
entrata in fruttificazione, con le peculiarita riferite alla biologia fiorale, etc..

Attraverso gli esperimenti in vivo presentati in questo lavoro ¢ stato
possibile mettere a punto una metodologia sperimentale in grado di fornire
piante fruttificanti in un tempo molto ridotto. Tale acquisizione ¢ importante
sul piano strettamente vivaistico soprattutto perché non prevede ausilio di
attrezzature particolarmente sofisticate. Come gia detto, peraltro, sono

necessari approfondimenti di campo prima di poter fornire giudizi univoci cosi
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come si prospetta la necessita di verificare la risposta alla tecnica del mini-
innesto con cultivar diverse, anche ermafrodite.

Appare, tuttavia, inequivocabile che il risultato raggiunto ¢ di
sostanziale interesse per 1 riflessi pratici che ne possono derivare: con tale
tecnica, infatti, si riducono del 50 % 1 tempi di attesa per la prima
fruttificazione delle piante tenuto conto che nell’odierna carrubicoltura ¢
prassi mettere a dimora semenzali di 24 mesi e, a seguito di innesto a dimora,
ottenere le prime infiorescenze dopo altri 24 mesi (Damigella et al., 1.c.).

Un ulteriore elemento di interesse che vale la pena rimarcare ¢ il
plausibile trasferimento di tali conoscenze all’arboricoltura ornamentale. E
noto, infatti, che da circa un decennio si assiste ad un continuo sviluppo di
tecniche vivaistiche di alta specializzazione mirate alla produzione di piante da
frutto per esclusivo uso ornamentale. Attraverso queste metodologie,
maggiormente diffuse e sviluppate in Italia, soprattutto in Sicilia, per gli
agrumi (Crescimanno e Sottile, 2007), molti vivai si sono specializzati nella
produzione di piante in vaso per uso ornamentale con grande apprezzamento
dei mercati su scala soprattutto internazionale. Nulla vieta di ipotizzare che i
risultati degli esperimenti ottenuti possano presentare ulteriori sviluppi anche
per il carrubo nell’ottica di una possibile diversificazione delle specie in
questo importante comparto della produzione agricola regionale.

Per quanto attiene alle acquisizioni prodotte con le tecniche in vitro e
con I’applicazione del mini-innesto in vitro, ¢ certamente difficile fare una
valutazione obiettiva soprattutto perché non c’¢ alcuna informazione
bibliografica su carrubo. Molti lavori che adottano queste tecniche sono stati
applicati a specie differenti (Navarro et al., 1983; Onay et al., 2004; Canan et
al., 2006; Raharjo et al., 2005; Onay et al., 2007) e non ¢ sempre semplice

trasferire tali conoscenze soprattutto in un ambito in cui la specie e il genotipo
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giocano un ruolo non indifferente. Molti di questi studi hanno avuto per
obiettivo principale il risanamento attraverso 1’innesto di apici meristematici;
altri, in misura minore, per mettere a punto innovativi sistemi vivaistici. A
confronto con I'innesto in vivo, infatti, le tecniche in vitro hanno evidenziato
possibili vantaggi in termini di sanita del materiale prodotto, rapidita
nell’ottenimento delle combinazioni bimembri e maggiore produzione di
piante in minore spazio di vivaio (Cigdem et al., 2011). D’altro canto, pero,
rimangono ancora insolute molte problematiche relative prevalentemente
all’efficienza delle tecniche di innesto in vitro anche e soprattutto in
considerazione della delicata fase di acclimatazione.

In carrubo si sono evidenziate problematiche specifiche relative alle
caratteristiche endogene della specie; il rilascio di sostanze fenoliche,
notoriamente frequente in questa specie, richiede I’applicazione di tecniche
appropriate nella fase di taglio e di innesto al fine di evitare che il rilascio
fenolico influenzi negativamente 1’attecchimento dell’innesto. Le percentuali
di riuscita, sia pure con una esclusiva valutazione in vitro senza aver potuto
procedere alla successiva fase di acclimatazione, lasciano tuttavia una serie di
proposizioni positive per ulteriori approfondimenti. L’innesto su semenzale
consente certamente una maggiore praticita per via della maggiore consistenza
anatomica del tessuto da sottoporre al taglio rispetto al caso del portinnesto
moltiplicato in vitro che ha una consistenza molto piu erbacea. Lo stesso si
deve evidenziare per la morfologia di apparato radicale tra le due tipologie di
portinnesto che presenta consistenza e caratteristiche completamente differenti
senza tuttavia rendere particolarmente complessa 1’applicazione della tecnica.

Le acquisizioni scientifiche prodotte attraverso il presente lavoro, in
definitiva, contribuiscono certamente a fornire un quadro di innovazione su

alcuni aspetti biologici fondamentali del processo di moltiplicazione di queste

97




specie, consentono di individuare margini di miglioramento attraverso
tecniche innovative ed applicazioni originali e, in definitiva, forniscono
innumerevoli spunti di ulteriore approfondimento attraverso una serie di

ricerche sperimentali di cui alcune gia in corso di svolgimento.
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