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RIASSUNTO

Nellambito del progetto "NewVarltaly" finanziatoad MiPAAF, 6 linee clonali di
Limonium selezionate all'interno di una collezione di 4&we costituzioni conservate presso
il CRA-VIV (Pescia), sono state fatte oggetto dauwicerca finalizzata all'individuazione di
efficienti protocolli di micropropagazione ed al@alizzazione di un affidabiléngerprinting
per ciascuna di esse. Sono stati valutati piu didtstrati di moltiplicazione e di radicazione
in vitro, con diversa composizione ormonale e vitamirfte. la valutazione dell'efficienza dei
substrati di coltura, sono stati presi in considien@e i tassi di moltiplicazione e le percentuali
di radicazione, l'incremento giornaliero medio @rbassa, l'incidenza di eventuali fenomeni
necrotici e di vitrescenza, le dimensioni e |'d&pgenerale dei germogli. Per le prove di
acclimatazione in serra sono state valutate Jskvmniscele di terricci, di cui una, composta da
residui fermentati della lavorazione dell’'orzo, dinoptinolite e da agriperlite, a elevata
valenza ecologica, in quanto priva di torba. Sebbkn percentuale di sopravvivenza sia
risultata ottimale su tutte le miscele, questidt ha fornito i migliori risultati in termini di
peso fresco e secco degli apparati fogliari e ediiarea fogliare, analisi colorimetrica delle
foglie e concentrazione di clorofilla "a" e "b". Bunte il periodo di fioritura, le linee clonali
selezionate sono state sottoposte a prove agroheritisieme a altrettante varieta commerciali
dalle caratteristiche simili. Le prove hanno foonrisultati incoraggianti per un immediato
sviluppo commerciale delle nuove costituzioni. B&scuna delle suddette linee selezionate
sono stati sviluppati protocolli di caratterizzamaomolecolare mediante marcatori AFLP, come
supporto alla documentazione richiesta dal CPVQi¢ldf Comunitario delle varieta vegetali)

per la domanda di privativa e per la tutela coetrentuali contraffazioni.



ABSTRACT

Within the project "NewVarltaly" funded by MiPAAIE, clonal lines otimonium selected
among 48 new hybrids preserved at the CRA-VIV (R¢swere made the subject of a research
aimed at identifying efficient micropropagation fmeols and a reliable genetic fingerprinting
for each of them. Over 20 media farvitro multiplication and rooting, with different hormdna
and vitamin composition were evaluated.

For the evaluation of the efficiency of the sulissa have been taken into account the
multiplication rates and rooting percentages, Werage daily increase of biomass, the impact
of any necrotic and vitrification phenomena, theesand the general appearance of the shoots.
About the acclimatization trials were evaluated iffetent mixtures of potting soil, one of
which consisting of fermented residues of the lyapiecessing, added with clinoptinolite and
perlite, with a high ecological importance, sintésipeat-free. Although the survival rate was
optimal for of all mixtures, the latter gave thesbeesults in terms of fresh and dry weight of
leave and root systems, leaf area, colorimetridyarsaof the leaves and their concentration of
chlorophyll "a" and "b". All the selected clonesr@dested for agronomic trials during their
flowering period, along with commercial varietiestiw similar features. The trials have
provided encouraging results for an immediate cororakeexploitation of the new clones.
Protocols for the molecular characterization by RFInarkers have been developed, as
supporting documentation required by the Europeami@unity Plant Variety Office to obtain

plant variety rights and for the protection agapwssible counterfeiting.



Capitolo 1
INTRODUZIONE

1. 1. Premessa

A partire dagli anni 90 il MIPAAF ha finanziato @lni programmi di miglioramento
genetico su piante da fiore reciso, condotti dallfstituto Sperimentale per la Floricoltura,
Sezione di Miglioramento Genetico di Sanremo (0GHA-FSO Unita di Ricerca per la
Floricoltura e Piante Ornamentali) e dalla SezidnPescia (oggi CRA-VIV Unita di Ricerca
per il Vivaismo e la Gestione del Verde AmbientdeOrnamentale).

Su Limoniumspp., in particolare, sono state svolte attivitdbiedingdal 1997 al 2002
nell’ambito del Progetto Finalizzatd’fodotti e tecnologie innovative su piante ornaraéht
(Mi.P.A.F. - DM n.286/7240/97 del 31/7/97, DM n.78A0/99 del 3/2/99, DM n.356/7240/99
del 7/7/99, DM n.383/7303/2000 del 16/10/2000, DM 28/7303/2001 del 21/11/2001).

Tali attivita hanno portato alla costituzione di 4i®ee clonali selezionatgibridi
intra/interspecifici)di Limoniumcaratterizzate da:

- elevata produzione;

- originali architetture delle infiorescenze;

- notevole rusticita, resistenza alle malattieasso input energetico grazie all'inserimento
nel piano di incroci di specie botaniche di origimediterranea (Burchet al, 2000; 2003;
2006) (Fig. 1).

Piu recentemente é stato finanziato il progettowMarltaly” - “Sviluppo commerciale di
nuove varieta da fiore reciso e da vaso di costiue italiana” (MiPAAF - Bando Imprese
Florovivaistiche, D.M. 186 del 1° agosto 2007, G.nJ 208 del 7/09/2007), della durata di 3
anni (settembre 2009 - settembre 201Rprogetto, a cui si fanno riferimento le attivith
ricerca svolte per il presente dottorato, & statsgntato dall’Azienda Florovivaistica Bindi
Sirio di Bindi Maurizio, di Pescia (PT), ed é comato da Gianluca Burchi, del CRA-VIV di
Pescia (PT).



Figura 1 — Panoramica di una parte del campo catagp di Limonium conservato presso il CRA-VIV
(Pescia, PT).

L’obiettivo dell’azienda proponente € rappresentddtio sviluppo commerciale di varieta
da fiore reciso e/o da vaso gia costituite, traleusuddette linee selezionate ldmonium,
ottenute da precedenti collaborazione con il CRA-¥H il CRA-FSO Negli ultimi decenni,
infatti, il settore florovivaistico ha manifestata necessita di continue innovazioni, sia di
prodotto che di processo, non solo per poter coen@etui mercati internazionali ma anche per
garantire la sua stessa sopravvivenza. |l mercate giante ornamentali pud oggi essere
distinto in base a due diverse tipologie di offepgeodotti percepiti comecommoditiey a
costo contenuto, con un livello qualitativo ritemsufficiente a soddisfare una domanda senza
particolari esigenze; prodotti percepiti comspécialitie$, disponibili a prezzi molto piu
elevati a fronte di requisiti di novita e origirtali di una qualita impeccabile, e di servizi
aggiuntivi. Il primo segmento mantiene a tutt’ogga netta prevalenza, tuttavia, in prospettiva
futura, il secondo segmento ha probabilmente maggmargini di espansione (dallo stato
dell'arte del Progetto “NewVarltaly”).

Sulla scorta di tali considerazioni, gli obiettidel progetto saranno perseguiti attraverso
alla messa a punto di efficienti sistemi di proagae in vitro per le varietd dLimonium
selezionate e di un affidabiléingerprinting genetico per la protezione da eventuali
contraffazioni sul mercato nazionale ed internaaien a supporto della documentazione
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richiesta per I'ottenimento di privative comunigger i ritrovati vegetali.

1.2.11 Genere Limonium

1.2.1. Cenni botanici

Appartenente alla famiglia dellelumbaginaceagsottofamiglia Staticoideag il Genere
Limonium(dal grecoleiuwv ‘leimon’ = prato) Tourn. ex Mill. (Index Kewensis) e stato a lungo
ripartito in 3 sottogeneriGoniolimon Verilimoniume Siphonanthg a loro volta suddivisi in
numerose sezioni e sottosezioni, comprendentinaiita 300 specie, di cui almeno 250
endemiche del bacino mediterraneo (Scordo, 199@)je& mediterranea ne rappresenta infatti
uno dei principali centri di differenziazione, irarticolare per le specie che vegetano negli
ambienti salmastri delle zone costiere (Fig. 2).

Altri importanti areali deLimoniumsono rappresentati dalle steppe aperte ed asdeitee

regioni caucasiche, asiatiche e sud-africane (Glpipel976; Arrigoni e Diana, 1999).

Figura 2 — Alcune specie dLimonium degli ambienti costieri mediterranei: A) Limonium cordatum (L.)
Miller (Liguria); B) Limonium articulatum (Loisel.) Kuntze (Corsica); C)Limonium serotinum (Rchb.)
Pign. (Toscana).

Al GenereLimonium appartengono specie annuali, biennali e perenripd erbaceo o
sub-cespuglioso, con fusto legnoso alla base (8¢cd@b7). Le foglie possono essere intere, da
ellittiche a obovate, oppure pinnato-lobate, raecah rosette basali o distribuite su rami
suffruticosi. | fiori, pentameri, dialipetali (0 nopetali saldati solo alla base), ermafroditi e
attinomorfi presentano corolle di colore generaltadatu-violetto (ma non mancano specie con
altri colori, specialmente tra quelle di interessgamentale); sono piccoli, numerosi, raccolti in
spighe formate da spighette terminali strettamesdedossate l'una all'altra (“dense”) o
distanziate tra loro (“dissitiflore”) (Pignatti, 82; Syngeet al, 1956).

Dal punto di vista tassonomico, il Genegestato fatto oggetto drequenti revisioni,

esclusioni ed integrazioni dovute alle peculiagiédla sua biologia riproduttiva, che comprende



fenomeni di apomissia, dimorfismo polline-stigmaerestilia, ibridazione interspecifica e
poliploidia (Diana, 1992). Da un punto di vistaio&ygico i livelli di ploidia delLimonium
possono variare da 2 a 6, con svariati numeri lwhgeli i piu frequenti sono x=8 e x=9. Poiché
tutti cariotipi a base x=8 includono un grosso cosoma metacentrico che non si riscontra
nelle combinazioni a base x=9, & stato ipotizzdte ¢ suddetto cromosoma metacentrico
derivi dalla fusione di 2 piccoli cromosomi acrotren presenti nei cariotipi a base x=9, che
quindi sarebbero primitivi. Sulla scorta di talinsidderazioni Erben ha ipotizzato che, nel caso
del Limonium i frequenti casi di triploidia derivino dalla fose di un gamete aploide, con n=8
0 9, con un diplogamete con n= 16 o 18, piuttoste dall’incrocio di individui diploidi e
tetraploidi (Erben, 1978, 1979). Tali fenomeni na&gentano dei fattori chiave
nell'insediamento in particolari nicchie ecologiagh@ella strategia evolutiva del Genere, che si
e quindi frammentato in un gran numero di microggescotipi ed endemismi che ne rendono
particolarmente difficile I'inquadramento sistencat{Cowaret d., 1998).

Grazie allo sviluppo di analisi filogenetiche basatlle sequenze di DNA plastidiale, il
Genere e stato recentemente riclassificato e adatt2 soli SottogenerPteroclados e
Limonium mentre alcune delle vecchie Sezioni e Sottogeswid stati elevati al rango di
Generi a sé stanti (Lledet al., 1998, 2005). Tra questoniolimon, Psylliostachysd
Afrolimon, ai quali appartengono alcune delle l¢tee clonali selezionate presso il CRA-VIV,
riferibili rispettivamente alle specieGoniolimon tataricum (L.) Boiss., Psylliostachys
suworowii (Regel) Roshk. é&frolimon peregrinun{Berg.) Lincz.. Nel presente lavoro, per tali
genotipi, si e scelto di mantenere la vecchia denanone dal momento che ancora oggi, sul

mercato globale del fiore reciso, essi vengonausidia iLimonium

1.2.2. Interesse ornamentale

Il Limoniume un genere a fioritura tipicamente estiva, erfigua i dieci Summer flower
piu venduti in Europa (CBI Market Information Dageie, 2009). In particolare, durante
l'estate, sono molto richieste le infiorescenze uldizzare come riempimento per le
composizioni floreali (fresche ed essiccate) egheaddobbi destinati ai matrimoni, in chiesa,

nei ristoranti o nel bouquet della sposa (Cast@ll®0; Harada, 1992) (Fig.3).



Figura 3 — Esempi di addobbi fiorali realizzati conLimonium: A) spiga fiorale di Limonium sinuatum
(L.) Miller di colore bianco, la tipologia maggiormente utilizzata nelle cerimonie e nei bouquet nuzia B)
Bouquet di fiori freschi realizzato con varie spe@ di Limonium. C) Festone nuziale realizzato con spighe
intrecciate di Limonium sinuatum (L.) Miller, sulla facciata una chiesa dello statali Veracruz (Messico).

Il successo commerciale delmoniumscaturisce da una serie di caratteristiche bdtenic
agronomiche, estetiche e riproduttive cosi riasbuimi

* Esiste in natura una grande variabilitd genetica si traduce in una disponibilita di
forme, colori e tipologie di prodotto tale da fawvere attivita di miglioramento genetico;

* Fenomeni di ibridazione naturale anche intergpacisono frequentiErben, 197%
ampliando ulteriormente la gamma delle risorseatigpli per le attivita dibreeding

* La quasi totalita delle specie di interesse omwtale € a “basso input energetico”,
coltivabile in serra fredda o anche in pieno campealle condizioni pedoclimatiche
mediterranee, con particolare riferimento alle zom&rginali. Molte specie risultano infatti
tolleranti a elevati livelli di salinita ed di sg® idrici, in virtu delle estreme condizioni
ambientali tipiche degli habitat di origine;

* Il calice, di consistenza cartacea, persiste amdpo la caduta della corolla e, in alcune
specie, presenta un’ampia gamma di colorazioni shenantengono inalterate nel fiore
essiccato.

» La maggior parte delle varieta ornamentali beadsitta alla propagazioire vitro (Bruna
et al.2002).

Delle circa 300 specie diimonium attualmente note, almeno una ventina sono state
introdotte sul mercato per la produzione di ficCisi (Barbieriet al, 2000). Le principali
tipologie commerciali dLimonium tuttavia, fanno riferimento a ibridi o selezi@ppartenenti
a 5 gruppi di specie:

1) gruppo S$taticé€, riferito a cultivar e ibridi diL. sinuatum(L.) Miller, specie di origine

nordafricana e mediterranea appartenente al sogog¥erilimonium sezionePteroclados
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sottosezionéddontolepideadsecondo la precedente nomenclatura, riportatacded§1997)
per lo piu coltivata come annuale, anche se inaeslratta di specie perenne (Pignatti, 1982).

2) Gruppo gmelini-altaicd, riferito alla alla specidimonium gmelinii(Willd.) Kuntze
(sottogenerd/erilimonium sezioneEulimonium sottosezion&enuinag di origine Caucasico-
Siberiana, incluse alcune sue sottospecie, comsulesp. hungaricum (Klokov) So6. Il
Limonium“altaica”, sebbene da alcuni Autori sia consideigiecie a sé stante (Harada, 1998),
presenta numerose similarita sia fenotipiche cheetighe conL. gmelinii sensu latcome
comprovato da analisi molecolari mediante marcaR®RAPD, Brunaet al, 2002) di cui
rappresenta probabilmente una selezione.

3) Gruppo otolepis x latifolium” (o “caspia x latifolium)”, ibridi di specie perenni
(sottogenere Verilimonium sezione Eulimonium sottosezioneHylalolepidag, originarie
dell'lran e regioni centrali dell’Asiallimonium otolepis(Schrenk) Kuntze] e della Russia
meridionale, Bulgaria e regioni caucasicherfonium latifolium(Sm.) Kuntze].

4) Gruppo Sinensis: ibridi, anche interspecifici, diLimonium sinens€Girard) Kuntze e
specie affini, il cui areale si estende dalla GiHa Mongolia. Si tratta nella maggior parte dei
casi di piante perenni (sottogenekéerilimonium sezione Plathymenium sottosezione
Chrysantag

5) Gruppo ftataricunt, Goniolimon tataricum(L.) Boiss., presente sul mercato con le
varieta perennidngustifolium’, ‘coccineumé ‘nanum La speciee distribuita dal Sud Europa
al Caucaso, alla Siberia (Scordo, 1997; Antoretil, 2009).

Tra le specie di origine mediterranea, lo statda {recastotiyog ‘staticds’ = astringente)

e certamente la piu nota, tanto che, in passastata a lungo utilizzata come sinonimo di
Limonium.Gli ibridi presenti sul mercato sono caratterizzitiun ricco assortimento di colori,
dovuti essenzialmente al calice, e possono essemnenercializzati come fiore reciso sia fresco
che essiccato. La maggior parte delle varieta imroercio sono state costituite da societa
olandesi, israeliane e giapponesi che controllaneercato imponendoyaltiessulle piantine

in coltivazione. Sebbene le privative si riferisoam varieta dL. sinuatum la maggior parte
delle cultivar presentano caratteristiche che aitura, non si riscontrano nella specie di origine,
bensi inL. bonduellei(Lestib) O. Kuntze, a essa affine (tanto che aléwrori le considerano
entrambe sottospecie di sinuatum Karis, 2004)L. bonduelleisi distingue per lo stelo glabro
con ali assenti o quasi nulle (mentre_insinuatumlo stelo si presenta alato ed irsuto), per una
maggiore esilita delle infiorescenze e per il cibiologico annuale (mentre. sinuatume
perenne, Pignatti, 1982). Inoltre, bonduelleipresenta corolle e calici unicamente di color
giallo-citrino, mentreL. sinuatum presenta il calice violetto e la corolla bianEssendo di

origine mediterranea, anche bonduelleié una specie a bassa energia che ben si adatta a
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coltivazioni negli ambienti italiani ma, a differmndiL. sinuatumgssaisulta tuttora libera da
privative (Antonettiet al, 2009). Sulla scorta di tali considerazioni, €98, I'lstituto
Sperimentale per la Floricoltura di Sanremo (0gBACFSO) ha intrapreso un programma di
breedingper lo statice a partire da bonduellj anziché dd.. sinuatum migliorando alcune
caratteristiche negative proprie delbonduellei al fine di raggiungere uno standard qualitativo
confrontabile con le varieta commerciali presendi mercato. In particolare, si &€ cercato di
incrementare la gamma di colori del calice e detieolla, I'altezza e la robustezza dello stelo,
la rusticita e la produttivita, incrociando bonduellei con genotipi selezionati dli. sinuatum
(Burchietal., 2000). Ben 11 dei nuovi ibridi di statice ottémresso il CRA-FSO ed il CRA-
VIV mediante impollinazione manuale o libera impwzione di L. bonduellei e
successivamente selezionati presso il CRA-VIV fapade della collezione di 48 linee clonali
che costituisce il materiale vegetale di partereral@ attivita di valorizzazione déimonium
nell'ambito del progetto “NewVarltaly”.

Oltre agli statici, la collezione del CRA-VIV conmgrde 19 cloni del gruppo “gmelinii-
altaica” (tra genotipi selezionati e ibridi), chevehtano 21 se si aggiungono gli ibridi idi
serotinum(Rchb.) Pign., na specie Eurimediterranea tipica degli ambierguteari e degli
stagni costieri, geneticamente compatibile torgmelinii e con caratteristiche agronomiche
analoghe. Numerose varieta commerciali di succ€3¥adl Emille’, ‘Safora’, ‘Ohio’, ‘Topian
Blue’, ‘BlueRock’, ‘Danlisadablue’ ‘Olympic 2000’)sono riferibili al gruppo “gmelinii-
altaica-serotinum”, caratterizzato da fiori relatiwente piccoli, con corolla blu-violetta piu
grande del calice, che si presenta campanulatmergenente poco appariscente, a differenza
degli statici. L'infiorescenza e densa, di tipo B&condo la classificazione utilizzata dal CPVO
(UPQV, 1999), e puo essere piu 0 meno compattastélii sono relativamente rigidi e molto
ramificati, talvolta con presenza di rami sterillaabase (specialmente negli ibridi di
serotinum. Gli ibridi del gruppo L. otolepisx latifolium”, che producono pianggerenni molto
produttive,sono caratterizzati da steli particolarmente lur{ghiu lunghi tra le varieta presenti
sul mercato), con fiori relativamente piccoli ma ltmonumerosi, tanto da conferire
all'infiorescenza un aspetto “vaporoso”, simileeailhfiorescenze dzypsophila Sul mercato
esistono numerose varieta a fiori blu-violetto (#eard’, ‘Ocean Blue’, ‘Misty Blue’), rosa
(‘Misty Pink’) e bianchi (‘Misty White’). Tre cloniriferibili a questo gruppo, con fiori blu-
violetto, fanno parte della collezione del CRA-VIV.

Il gruppo ‘sinensis presenta, come gli statici, una gamma cromatigtqsto estesa che va
dal giallo, al bianco, al rosa intenso. Tale vah&be dovuta prevalentemente al colore del
calice, di forma “a imbuto” (o tipo II, funnel shap®& secondo le “linee guida per la
conduzione dei test DUS” relativi Bimonium,UPQV, 1999), persistente anche nel secco e piu
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vistoso rispetto alla corolla, che é invece caducaolore giallo e di dimensioni piu ridotte.
Oltre al Limonium sinense s,sche presenta calice relativamente piccolo etstmdit colore
bianco, altre specie hanno probabilmente contoballa realizzazione dell’'ampia gamma di
ibridi commerciali inclusi nella categoria “sinegisi(‘Super Lady’, ‘Lemon star’, ‘Diamond,
‘Joy’, ‘Eva’, etc.) come le specie affihimonium bicolor(Bge.) Kuntze (calice aperto di colore
rosa) eLimonium aureunfL.) Hill ex Kuntze (calice aperto di colore g@albro). Tre genotipi

di tipo “sinensis” (con calice di colore biancosa&oe giallo, rispettivamente) fanno parte della
collezione di cloni selezionati del CRA-VIV.

Una quota minoritaria di mercato, di interesse atiptto per collezionisti ed amatori, €
rappresentata da specie, generalmente propagasempey, che non fanno parte dei suddetti 5
gruppi. Tra queste, le piu diffuse sono rapprederda:

Limonium perezi{Stapf.) F. T. Hubbard, una specie perenne endedetie Isole Canarie
che, a differenza delle precedenti, necessita ddizconamento termico nei mesi invernali,
fatta eccezione per le aree caratterizzate dannyarticolarmente miti, come per esempio le
zone a vocazione floricola di Sanremo (IM) e VidafRG). L'interesse per questa specie, oltre
che per le appariscenti infiorescenze di forma g$ab con fiori bianco-crema e calici
imbutiformi blu-viola, € dovuta all’elevata prodwita durante l'intero arco dell’anno, in
condizioni climatiche favorevoli (Scordo, 1997). dllealtri casi pud essere coltivata come
specie annuale, sebbene il pieno regime produvga raggiunto a partire dal secondo anno
di coltivazione.

Psylliostachys suworowi(Regel) Roshkova [eximonium suworowii(Regel) Kuntze],
specie annuale endemica del Turkestan occideataeezzata per I'originale architettura delle
inflorescenze (unica del tipo VI, secondo le “lingeida per la conduzione dei test DUS”
relativi al Limonium,UPOV, 1999) e per la notevole durata post-racodégli steli (Schiva,
1998. In commercio € nota la varieta ‘Pink Pokers'.

Afrolimon peregrinun{P. J. Bergius) Lincz. [ekimonium peregrinuniP. J. Bergius) R. A.
Dyer], specie perenne endemica del Sud Africa, egzata soprattutto per i fiori di grandi
dimensioni con corolla rosso brillante e calicearasolto aperto. In commercio esistono alcuni
ibridi (‘Ballerina Rose’ e ‘Chorus magenta’).

Tra le suddette specie, un genotipo RBylliostachys suworowie uno di Afrolimon
peregrinumsono stati inclusi nel gruppo iniziale di 48 lingdenali selezionate dal CRA-VIV

per il progetto “NewVarltaly”.
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1.3. Coltivazione, caratteristiche agronomiche e jmcipali avversita

Considerata la grande variabilita genetica alliinte del Genere, le caratteristiche
agronomiche e le tecniche di coltivazione possoanare da specie a specie. In generale,
tuttavia, si tratta di piante rustiche, ben addlitabla coltivazione sia in pien’aria che in serra
fredda, nelle condizioni climatiche tipiche deltarmediterranea. A causa delle caratteristiche
pedoclimatiche dei principali areali di origine lige marine, zone palustri e litorali rocciosi
del bacino mediterraneo e steppe desertiche d&l'&entrale), le esigenze pedologiche e
nutrizionali delLimoniumsono particolarmente ridotte: sebbene i terrebb®si o argillo-
sabbiosi con pH compreso tra 6.5 e 7.5 e conditéitiiitorno a 0.5 dS thrappresentino le
condizioni ottimali, la maggior parte delle speéien grado di tollerare quasi tutti i tipi di
terreno, anche con pH e livelli di salinita eleyatirché ben drenati (Barbiest al., 2000). I
Limonium infatti, non tollera il ristagno idrico, soprdtin nel caso di coltivazioni pluriennali,
mentre il mantenimento in serra di un clima rekatiente asciutto migliora la qualita degli steli
(Scordo, 1997). Gli eccessi idrici possono faaiitdiinsorgenza di marciumi del colletto ed
una carenza di ossigeno agli apparati radicali,amrseguente riduzione dell’'accrescimento e,
in caso di ristagni prolungati, necrosi. Anche egicessi di fertilizzazione sono da evitare, in
guanto non solo rappresentano un costo inutileilp#oricoltore, ma possono addirittura
peggiorare la qualita delle produzioni (steli esbgmmente lunghi, deboli, aborti fiorali).

Da un punto di vista colturale, le varieta commarai Limoniumpossono essere ripartite
in 2 grandi gruppi: specie a fioritura stagional@g6 1) e specie a fioritura libera o continua
(Tipo 2) (Harada, 1992). Il tipo 1 é caratterizzd#ofioriture prevalentemente estive e necessita
di un periodo di freddo (naturale o tramite vernadizione artificiale) per I'induzione fiorale. In
presenza di temperature elevate la pianta con@inwersvilupparsi vegetativamente. In
Limonium gmelinii per esempio, sono necessarie 5 settimane a tatupgenon superiori a 6°C
per ottenere fioriture soddisfacenti. Trattamenbin cGAg 500 ppm possono migliorare
ulteriormente la produzione, sia in termini quaiNtache quantitativi o anticipare la fioritura.
Le specie a fioritura concentrata nella stagiongvasgeneralmente necessitano di una
fertilizzazione primaverile di 30-40 t/ha di com& naturale e di una concimazione successiva
a lenta cessione con 120 Kg/ha dei 3 principaliroglementi eventualmente integrata con
somministrazione di solfato di potassio prima débdatura, trattandosi di specie potassiofile.

| Limoniumdel tipo a fioritura libera (tipo 2) possono fiaidurante l'intero arco dell’anno
a condizione che le condizioni di temperatura koninazione siano appropriate. Dal punto di
vista nutrizionale, per iLimoniumdel tipo 2 sono consigliate concimazioni secoradfofmula

N:P:K: di 1:0,8:1,5, ottenute tramite somministoas® di concimi a formula 14:12:9 con
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'aggiunta di 200kg/ha di solfato di potassio (Barbet al.,2000) o di corrispondenti quantita
di concimi granulari contenenti il magnesio asswca potassio, al fine di migliorare la qualita
della fioritura. Appartengono al tipo a fioriturdodra le principali varieta diimoniumibridi

dei gruppi “otolepis x latifolium” , “sinensis”, ed“altaica” , e le specid.. pereziie L.
peregrinum mentre varieta di. latifolium, L. gmelinii e L. dumosum(= Goniolimon
tataricum) sono a fioritura stagionale (Harada, 1992). Leieta di statice (. sinuatun
mostrano comportamenti intermedi, variabili a seeordel genotipo. In generale, una
temperatura moderata facilita I'induzione a fiorsmtuenza significativamente sia la crescita
che lintensita della fioritura. Per esempio, nalldtivar di statice a fiore blu ‘Dunkelblau’ e
‘Midnight Blue’ una temperatura di 11°C-13°C neli@vani piante ottenute da seme e un
prerequisito indispensabile per I'induzione fiorgihillo, 1976). Nella prime 2-3 settimane dal
trapianto € generalmente consigliabile mantenetertgperatura intorno a 16-17°C, mentre in
seguito le temperature massime possono scend@¥aelle minime anche fino a 3-4°C senza
recare danno alla produzione. Una volta avvenumaudzione a fiore, tuttavia, per ottenere
produzioni qualitativamente e quantitativamenténati |la temperatura dovrebbe mantenersi
intorno ai 24°C di giorno e ai 16°C di notte, caraulluminazione elevata (Borrelli, 2011). In
generale, tutte le specie dimoniumsono eliofile e necessitano di esposizione da @490
88000 lux, sebbene, talvolta, condizioni di solwainazione possano determinare un
miglioramento della qualita (soprattutto per quangoiarda la lunghezza ed il peso degli steli,
in varieta con infiorescenze relativamente piccole)

Dal punto di vista nutrizionale, € consigliabilersuinistrare 15 Kg di superfosfato e 10 Kg
di solfato di potassio per 100 mq di terreno priged’'impianto, e successivamente effettuare
interventi periodici (o cicli di fertirrigazione)on 15-20 Kg/mq di concime complesso a titoli
equilibrati, integrato con magnesio (Von Hentetal.,2001).

Durante la fase di fioritura € buona pratica ridugh apporti idrici, al fine di irrobustire gli
steli e di ridurre il rischio di insorgenza di plaigie fungine. Soltanto alcune varieta del gruppo
‘altaica-gmelinii’ sembrano necessitare di piu aglurante I'antesi (Barbiegt al., 2000).
Dall’emissione del primo germoglio alla raccoltagliesteli, a seconda delle condizioni
climatiche, possono trascorrere da uno a tre résiper lo statice che per le altre tipologie di
Limonium il raccolto viene effettuato quando le infiorasze presentano dal 70 all'85% dei
fiori aperti, a seconda della tipologia. Per ilonaiggio degli steli fiorali € necessario I'impiego
di almeno due reti a maglie quadrate di lato 4@ @. Nella maggior parte dei casi le piante
vengono coltivate a terra in prode rialzate aditegola, con distanza minima di 30 cm lungo le
file, e di 1 m tra le file (Borrelli, 2011), con €enza il ricorso a pacciamatura in materiale
plastico.
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Per quanto riguarda le caratteristiche estetichemetriche rilevanti per la valorizzazione
commerciale deLimonium & necessario distinguere tra staticenpnium sinuatune relativi
ibridi), Limonium propriamente detto (comprendenti le specie ebgidi dei gruppi 2,3 e 4
descritti nel paragrafo precedente) e specie diorairrilevanza (gruppo 5, nel paragrafo
precedente). Le selezioni di statice normalmentgero raccolte dopo 90 giorni dal trapianto,
guando le infiorescenze presentano I'80-85% dii fioompletamente aperti, con steli
generalmente lunghi 70-80 cm e produzioni diperiddgita varieta, mediamente tra 25 e 35
steli al primo anno che, in coltivazioni plurieningbuo raggiungere i 40 steli, di qualita
inferiore (Borrelli, 2011), o anche i 50 steli, perproduzioni da meristema. In alcuni casi sono
apprezzati anche steli di lunghezza inferiore, comka varieta ‘Compindi’ (50 cm), o nella
cultivar ‘Petit Bouquet’, con steli di 30 cm, padlarmente indicata per produzioni da vaso.
Gli steli di statice sono tipicamente caratterizdatla presenza di alatura, piu 0 meno estesa, e
da infiorescenze a spighe ramificate e compregse (I, secondo la classificazione UPQV,
1999) divise su 3-5 ali con spighette terminalb@ Ivolta formate da 3-5 fiori (Von Hentireg
al., 2001).Gli steli vengono confezionati in pacchi da 25, posti da 5 mazzi di 5 stel
ciascuno del medesimo colore. Un mazzo su 5 viamece assemblato con steli di colore
assortito (confezioni “Arlecchino”) gia pronti abmesumo (Borrelli, 2011), mentre i mazzi di
colore bianco possono essere colorati artificiakgieba qualita complessiva delle produzioni
di statice puo dipendere da molti fattori, alcuniiplo quantitativo (numero di steli prodotti per
pianta, lunghezza e peso degli steli), altri pigate a caratteristiche di natura estetica:
assortimento del colore del calice (di tipo 2, s&lw la classificazione UPOV, Fig. 4b,
preponderante sulla corolla, il cui colore pud ess#levante solo in alcuni ibridi coh.
bonduelle); ampiezza dell’'alatura e rigidita dello stelo;rmero e distribuzione delle spighe
fiorali all'interno dell'infiorescenza; conformazie e densita della spiga fiorale (Antonetti
al., 2009). Il prezzo finale sul mercato é stabilitdlalaarieta e dall’epoca di raccolta. A parita
di queste condizioni, la | e la Il categoria vengalecise in base al peso dei mazzi. Per le altre
specie diLimoniumvalgono, in generale, gli stessi criteri di comd@amento e di valutazione
di tipo quantitativo dello statice (numero di stetodotti per pianta, lunghezza e peso degli
steli; Barbieriet al, 2000). Per quanto riguarda le valutazioni di tggietico e qualitativo
sussistono delle differenze a seconda dei grupgpeltie: in generale, gli steli fiorali sono privi
della caratteristica alatura, che rappresenta wwuliarita esclusiva dello statice, mentre
assume una maggiore importanza il diametro basdlawmero di ramificazioni primarie del
peduncolo (Farinat al, 2000). Per quanto riguarda le specie e gli itajgpartenenti ai gruppi
2, 3 e 4 ed alcune delle specie minori, la coréllprevalente sul calice (tipo 1 secondo la
classificazione UPQV, Fig. 4b), e pertanto la saanfanenza sugli steli recisi rappresenta una
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caratteristica importante. La colorazione dellaotiar inoltre, presenta un assortimento minore,
rispetto allo statice, variando da diverse sfuneatir blu-violetto, nella maggior parte delle
varieta, al bianco, al rosa; anche il profumo d®i {generalmente considerato sgradevole) puo
risultare qualitativamente rilevante. Le infioresze sono per lo piu di tipo IV (secondo la
classificazione UPOV, 1999, Fig.4a) e, anzichédafarmazione della spiga fiorale, assume
importanza la lunghezza del peduncolo al primo ned® presenza piu o0 meno abbondante di
ramificazioni sterili (dati ricavati dai floricoltodell’area floricola pesciatinia verbig.

campanulate

1 2 = Y Ty
type I type III
2
funnel shaped
4 5 6
type IV type V type VI 5
(a ) ( b) open campanulate

Figura 4 — Tipologie di infiorescenze (a) e di cali (b) in Limonium, secondo le “Guidelines for the
conduct of tests for distinctiness, uniformita andstability” in Statice (UPOV, 1999).

Anche la possibilita di programmare la produzionen drattamenti ormonali o di
vernalizzazione (Wilfret e Raulston, 1975; Scort@97; Barbieri et al., 2000; Borrelli, 2011),
la durata post-raccolta degli steli recisi (De Mec@000) ed il grado di suscettibilita ai
patogeni possono rappresentare parametri imporiahié valutazione delle varieta di interesse
ornamentale. Riguardo quest'ultimo aspetto, le gipmli avversita delLimonium sono
rappresentate dalle crittogame muffa grigBotfytis cinereq peronospora Reronospora
staticg, ruggine Uromyces limonie U. savulescyioidio o “mal bianco” Erysiphe polygon)j
Rhizoctoniaspp. eSclerotiniaspp., responsabili di avvizzimenti basali e margi{Pasini e

Del Bene, 2000), e d@olletotrichum gloeosporioidesina delle piu distruttive patologie del
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Limoniumresponsabile di antracnosi su foglie, steli el fiche pud provocare perdite fino a al
100% del raccolto (Maymoet al.,2006), sebbenedati circa la sua reale diffusione nel nostro
Paese siano tuttora scarsi. Tra i principali paiagsmali sono noti afidi, acari, nottue e tripid
(Borrelli, 2011) pericolosi, oltre che per i darthiretti (limitabili con opportuni trattamenti
antiparassitari) per la possibile trasmissioneirdisicome IITSWV (Tomato Spotted Wilt Vijus
(Pasini e Del Bene, 2000). Batteriosi (Borrelli, 12D e micoplasmi (Chanet al, 1994), pur
segnalati, sembrano avere una diffusione piu liaita

1.4. Tecniche di propagazione

In passato ilLimonium ed in particolare le varieta di statice e ldi tataricum (=
Goniolimon tataricuip veniva propagato quasi esclusivamente da sdmeemmle diLimonium
infatti, viene facilmente raccolto insieme ai residdel frutto e del calice e presenta
generalmente una buona germinabilita, pur con réiffee significative tra specie e specie
(Ruffoni e Mascarello, 2000). Sono tuttavia notehenesperienze di propagazione vegetativa
per divisione di cespi (operazione molto delicataaasa del rischio di danneggiamento
dell'apparato radicale) o per talea da radice. Teniche, tuttavia, sono applicabili solo a un
numero molto circoscritto di specie, corhealtaica, e per produzioni limitate, in quanto a
basso rendimento (Armitage, 1993). In alcune spamenel. otolepise alcuni ibridi diL.
sinense durante il periodo invernale (o tardo-autunnae3tata osservata la formazione di
gemme avventizie a forma di rosetta sugli stelidiio Tali rosette, definite “propaguli” (Dalla
Gudaet al., 2000), possono essere indotte artificialmente io@mazioni ormonali a base di
benziladenina (BA) o mediante interventi radicalpdtatura, e tuttavia non sono in grado di
emettere radidn vivo con nessun tipo di trattamento finora sperimentagaltando non idonei
come materiale di propagazione (Dalla Getlal.,2000; Ruffoni e Mascarello, 2000).

A partire dagli anni ‘80 sono stati sviluppati proolli di propagazionén vitro per alcune
selezioni di staticel( sinuatum) (Leshem e Cohen, 1983; Harazy, 1985) e per spedschio
di estinzione, come iLimonium esteveFdez. Casas. (Martin e Pérez, 1992) o endemiche,
comeL. dufourei, L. calaminare, L. gibertii. L. dichetmme L. catalaunicun{Martin e Pérez,
1995). Nel decennio successivo, sono state meps@ta tecniche di colturan vitro sia con
finalita di breeding per l'ottenimento di ibridi interspecificiL( perezii x sinuatum; L.
peregrinum x purpuratujnmediante tecniche di recupeiro vitro di ovuli fecondatiin vivo
(embryo-rescue, Morgagt al., 1998; 1995), per la rigenerazione da protoplaspiahte diL.
perezii (Kunitake e Mii, 1990) e per I'ottenimento di nwowarchitetture delle infiorescenze

mediante trasformazione genetica (Meratral, 1999, 2000), sia con finalita commerciali, a
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seqguito dello sviluppo e dellimmissione sul meocai nuovi ibridi, da parte di compagnie
private soprattutto olandesi, israeliane ed it@igihlarada, 1992; Antonetti e Pasqualetto,
2000).

Un discorso a parte merita la scelta del matedapgopagazione per le varieta commerciali
di statice (. sinuatun). Attualmente, infatti, esistono varieta (prindipante spagnole ed
olandesi) propagate sia per seme che per via me@sica. La ragione di tale diversificazione
e da ricercarsi soprattutto nella programmaziore,pdrte del floricultore, dell’epoca di
raccolta: le piante prodotte da seme vengono genenée raccolte da maggio a luglio, mentre
le varieta spagnole prodotte da meristema, tragi@nn agosto-settembre, sono adatte per
produzioni invernali. Le varieta olandesi prodoite vitro (con trapianti da effettuare in
settembre-ottobre), infine, vengono raccolte inmprrera/inizio estate, gia a partire gia da
marzo. Dal punto di vista della qualita, tuttavie,piante propagate per seme non sempre
garantiscono livelli di eccellenza, in particolarella rimonta, che spesso non viene neppure
raccolta (Borrelli, 2011). A titolo di esempio, ffig. 5 &€ mostrata la distribuzione percentuale
in classi di qualita a seconda della provenienzanderiale di propagazione di gmelinii(De
Pascale e Paradiso, 2000).

Piante da seme Piante da meristema

O Extra
B Prima
[1Seconda

42.6

28.2

Figura 5 — Distribuzione percentuale in classi diqualita di steli recisi di L. gmelinii a seconda
dell’'origine del materiale di propagazione (FonteDe Pascale e Paradiso, 2000).

La maggiore economicita delle produzioni da semigjalmente, ha ritardato I'affermarsi
sul mercato delle varieta micropropagate rispettiti@ tipologie diLimonium Negli ultimi
anni, tuttavia, il divario tra il prezzo finale degtatici da meristema e quelli prodotti da seme
si é ridotto progressivamente fino a attestarsiusa differenza intorno al 20-30%. Le
produzioni da seme, infatti, riguardano per lo yatieta a fiore bianco che poi devono essere
colorate artificialmente, al fine di conferire onergita ai mazzi, con conseguente aumento dei
costi (Moschini L., comunicazione personale). Lidenza della manodopera nelle produzioni
da seme é sensibilmente piu alta anche durangsil@ifraccolta ed ammazzettamento, a causa

della disomogeneita tra gli steli ed di una confazibne meno regolare, con un’elevata
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percentuale di materiale di scarto, soprattuttéen@inonte. Per contro, le piante riprodoite
vitro sono nettamente piu produttive, presentano unampipia gamma e qualita di colori ed
una maggiore omogeneita, risultando alla fine pilditizie, anche a fronte di un costo iniziale
medio per stelo piu alto (Borrelli, 2011).

Tra i requisiti richiesti dal mercato del fiore sz per i prodotti di qualita (definiti
“specialitie$) I'attitudine alla moltiplicazionein vitro € pertanto da considerarsi altrettanto
essenziale di caratteristiche come la novita, |kehea, la durata in vaso e la resistenza fattori
biotici e abiotici. La messa a punto di sistempthpagazionen vitro adatte a produzioni su
larga scala, rappresenta una premessa indispensalal sviluppo commerciale delle nuove
costituzioni, tanto piu che molte delle nuove V@rienmesse sul mercato, principalmente da
gruppi olandesi ed israeliani, sono rappresentatelbddi interspecifici sterili che non é
possibile propagare per seme.

| protocolli di propagazione con finalita commeteiadevono essere tali da garantire
produzioni esenti da patogeni ed in grado di asaieul'uniformita delle caratteristiche
selezionate della pianta madre, senza alterazematipiche causate da mutazioni o fenomeni
di variabilita somaclonale. In tal senso, gli othetdella propagazione vitro su larga scala si
possono considerare diametralmente opposti daiqueskeguiti per le attivita dboreeding
finalizzati all'induzione di nuova variabilita. Peajuanto numerose specie e cultivar di
Limonium abbiano dimostrato una buona attitudine alla egerione a partire da tessuti
somatici (Mercuriet al., 1999; Ruffoniet al, 2000), la messa in coltura mediante morfogenesi
diretta (da tessuto fogliare) o indiretta (da daéiasconsigliabile a fini produttivi a causa della
possibile incidenza di fenomeni di variabilita satoaale (De Paolet al, 1994). Per le stesse
ragioni, non e opportuno inserire nei protocolli ghopagazione commerciale substrati e
formulazioni ormonali attive nel promuovere rigeal@one a partire da tessuti fogliari o da
cellule indifferenziate. Per assicurare I'aseplsi stabilitain vitro del clone da micropropagare
e fondamentale la scelta del tipo di espianto dezzdre per la messa in coltura. Esperienze
effettuate sia su specie botaniche (Amo-Marco édbha1998) che su specie ornamentali di
Limonium(Ruffoni et al., 2000) hanno dimostrato che espianti prelevapatzioni dello stelo
fiorale immaturo contenenti gemme o nodi (Fig. 633opno dare origine a colture stabilizzate
con assenza di variabilita somaclonale e di comtamidne, anche a concentrazioni
relativamente basse di ipoclorito di sodio. In akwspecie, come. otolepis i “propaguli”
avventizi formatisi sugli steli possono rappresemtana valida alternativa alle micro talee
prelevate dalle infiorescenze, come materiale diepaa per la messa in coltura (Dalla Getla
al., 2000). Tuttavia, dato che i propaguli si formawdo in uno scarsissimo numero di specie
ed in limitati periodi dell’anno, I'applicazione thle metodologia non sembra generalizzabile.
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Morfogenesi per
germogli ascellari

Pianta madre— “propaguli”
Neoformazioni microtalea
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alcunespecie)  Morfogenesi diretta da tessuto somatico

&

Figura 6 — Tipologie di espianti per la messa in ¢twra di Limonium.

Morfogenesi per
germogli avventizi

Morfogenesi indiretta da callo

Per quanto riguarda la fase di moltiplicazionevitro, da prove effettuate presso il CRA-
FSO di Sanremo é risultato che substrati a baséNWBashige e Skoog, 1962) addizionati con
Benzyladenina (BA) a concentrazioni variabili da2h a 1 mg/l rappresentano validi mezzi
colturali per numerose specieldimoniun,con tassi di moltiplicazione variabili da 5 findla
germogli al mese (Ruffoni e Mascarello, 2000; Vet al., 2000). Concentrazioni troppo
elevate di citochinine, ed in particolare di BA,spano tuttavia produrre alterazioni nella
gualita dei germogli, con inibizione parziale oalet della successiva fase di radicaziame
vitro o iperproduzione dell’apparato fogliare. Tali edidoni, una volta raggiunta la fase di
coltivazione, possono anche comportare la manoataazione o la sterilita degli steli fiorali.

SuLimonium cavanillesiErben, una specie minacciata endemica della regioWalencia
(Spagna), sono stati ottenuti tassi medi di matigdionein vitro superiori a 9 germogli per
clusteraggiungendo al substrato 2 o 5 mg/l diftifuriladenina (kinetina) o, in alternativa, 5
mg/l di N-(2-isopentenil) adenina (2 ip), due chatne con azione piu blanda rispetto alla BA,
di cui, infatti e sufficiente una concentrazionei@a0.1 mg/l per ottenere tassi di proliferazione
senza differenze significative (Amo-Marco eilba, 1998). Una concentrazione di BA di poco
superiore (0.2 mg/l), sempre su terreni di coltudaase MS, ha permesso di moltiplicare con
successo espianti rigenerati di 12 diverse aca@sgid.imonium tra cui 8 ibridi commerciali
appartenenti alle tipologie piu diffuse sul mercaRer le medesime accessioni, dopo il
raggiungimento delle dimensioni appropriate (3-4 dai germogli in fase di moltiplicazione,
la fase di radicazione e stata effettuata con ssccerevia singolarizzazione e trasferimento
dei germogli su terreni sempre a base MS addiziahd@.5 mg/l di acidoa-naftalen-acetico
(NAA) o acido indol-3-butirrico (IBA) (Mercuriet al., 1999). Altre specie diimonium (L.

21



dufourei, L. calaminare, L. gibertii. L. dichotomuenL. catalaunicumsono stateradicate
efficientementen vitro utilizzando substrati a base MS privi di auxinalti fitoregolatori
(Martin e Pérez, 1995), mentre con l'aggiunta & g/l di IBA ed acido indol-3-acetico
(IAA) e stato possibile ottenere una radicazionengieta (100%) nella maggior parte delle
specie conservate presso il CRA-FSO di Sanremof@Riué Mascarello, 2000). La qualita
delle piantine radicate, tuttavia, presentava bfige significative a seconda della
composizione del mezzo, sia come vigore generdle gdantine prodotte, sia come numero e
lunghezza delle radici.

A differenza della maggior parte delle specieLanonium per le varieta di staticd.(
sinuatume relativi ibridi), la letteratura riporta protdiadi propagazionen vitro basati su
terreni a formulazione LS (Linsmaier e Skoog, 19@he si distingue dal “M#&ediunm per
una presenza delle componenti vitaminiche limitdtenio-inositolo ed alla tiamina cloridrato
(quest’'ultima con una concentrazione ridotta &o4€ispetto ai terreni MS). Con terreni a base
LS, concentrazioni di BA di 0.6 mg/l si sono rivelaefficaci nell’ottenere una buona
proliferazionein vitro di statice, mentre germogli singoli o doppi sonatisradicati con
successo utilizzando substrati a formulazione LS aancentrazione dimezzata e I'aggiunta di
0.5 mg/l di NAA (Leshem e Cohen, 1983; Haratwl., 1985).

Normalmente, il germogli diLimonium radicati in vitro necessitano di periodi di
ambientamento da 30 a 60 giorni in tunnel con uaiditemperatura controllata. Germogli di
numerose specie trattati con soluzioni acquose rdifungicida a basedi propamocarb,
mantenuti per le prime due settimane a una umrdittiva di 95%, ridotta al 65% nelle due
settimane successive, hanno mostrato percentuatntdientamento dal 75% all’'86% (Ruffoni
e Mascarello, 2000). Per la fase di acclimatazideé Limonium vengono generalmente
utilizzati contenitori alveolari in materiale plasi contenenti miscele di torba ed agriperlite
nelle proporzioni di 1:1 (v/v) (Mercuet al, 1999; Ruffoni e Mascarello, 2000); per lo sktic
vengono utilizzate miscele di torba, sabbia quaraife vermiculite in eguali proporzioni, per
ottenere un piu elevato potere drenante. Puo eelssere effettuata una fertirrigazione con
soluzioni all'1% a base di 20N-20P-20K (Haraalyal, 1985). La stessa miscela, ma senza
fertirrigazione, e stata utilizzata con successthamer l'acclimatazione di specie endemiche
di ambiente mediterraneo, con finalita di ripopodeto delle stazioni naturali (Martin e Pérez,
1992; 1995).

Nonostante sia possibile effettuare la fase di antementoex-vitro di molte specie di
Limonium con miscele tradizionali a base di torba mistagaiparlite o a vermiculite,
considerazioni di natura ecologica ed economicgestugcono di ricercare materiali alternativi
ma altrettanto idonei nel favorire il delicato paggio dalle condizionin vitro alla coltivazione
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in serra 0 in pieno campo. E’ universalmente natéatti, che la torba &€ una risorsa non
rinnovabile, estratta da habitat naturali (torbieche sono parte integrante di biotopi
delicatissimi, la cui alterazione o distruzione aucia seriamente la sopravvivenza di specie
animali e vegetali protette, oltre a rivestirealiouni casi, un interesse di natura archeologica
(Holmes e Lightfoot-Brown, 2000; Armstrong, 200Byoprio a causa del valore naturalistico
delle torbiere, nel 2001 la Comunita Europea héusedal rilascio del marchio comunitario di
gualita ecologicaHKcolabe) i substrati di coltivazione che contengono toobarodotti derivati
(Prisa et al., 2009; 2011). Per le stesse ragioni, il Regno Uritraverso il DEFRA
(Department for Environment Food and Rural Affalng)recentemente sviluppato un progetto
per eliminare la torba dai lavori pubblici entrd2015, dal mercato amatoriale entro il 2020 e
dal mercato professionale entro il 2030 (DEFRA,®01

Il progressivo estendersi dei vincoli di proteziemlogica alle aree naturali di estrazione
si € inoltre tradotto in un aumento del prezzoad&drba (spesso associato a una minor qualita
ed omogeneita del prodotto) dovuto allincrementd absti dell’energia per I'estrazione ed il
trasporto dalle poche aree di produzione rimasgtets in Nordeuropa e Canada (Rea, 2005).

Tra i substrati di origine organica utilizzabili rpeambientamento in sostituzione della
torba, oltre a quelli gia diffusamente impiegatl flerovivasimo (fibra di cocco, corteccia di
pino, lolla di riso,etc), possono essere presi in considerazione i congitenuti da residui
colturali di specie da pieno campo, che gia hamnoito buoni risultati in coltivazioni orticole
e floricole. L'utilizzo di un substrato denomindt®iomax”, ottenuto dal biocompostaggio di
residui della coltivazione dell'orzo, ha determmasu fragola e su pomodoro, un aumento
della produttivita del 30%, mentre inatris spicata Lilium sp. e tulipano e stato osservato un
aumento significativo del calibro e del peso delbbyPrisa et al., 2009), rispetto alla
coltivazione con terricci tradizionali a base diia.

Tra i materiali inorganici integrabili @iompostdi qualita nella formulazione di terricci
innovativi, minerali di origine vulcanica appartatiealla famiglia delle zeoliti (come la
clinoptinolite, la cabasite e la litonita), caraizeati da una struttura cristallina regolare e
microporosa, presentano un’elevata CSC (Capacit8cdimbio Cationico) associata a una
spiccata idrofilia che li rendono particolarmentéeressanti come substrati di ambientamento.
In floricoltura, I'utilizzo di zeoliti arricchite an NH;" e NPK ha determinato un aumento del
numero totale di infiorescenze, di boccioli e dirfied una maggiore precocita di fioritura in
geranio (Passagliet al.,2005), mentre in cultivar diilium Asiatico e di Lilium Orientale ha
determinato un significativo aumento del calibra Qelbi e del numero di micro-radici
sviluppatesi in prossimita della presenza del naileerispetto al substrato di controllo a base di
torba (Prisaet al.,2008).
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E’ noto che durante le fasi di acclimatazione atbedizioniex-vitroil germoglio, radicato
in condizioni di sterilita ed umidita prossime abD0®6, subisce una delicata serie di
trasformazioni fisiologiche, come l'incremento dekpessore fogliare, la formazione della
cuticola e delle cere epicuticolari, la progressilitierenziazione del mesofillo in cellule a
palizzata e parenchima spugnoso, la riduzione didasita degli stomi e la progressiva
trasformazione della loro forma da circolare (apertllittica (chiusi), che si traduce in una piu
efficiente regolazione della traspirazione. E’ gtaltresi osservato un incremento del contenuto
di clorofilla “a” e “b” in dipendenza delle condai ambientali durante I'acclimatazione
(PospiSilovaet al, 1999). In considerazione di tali trasformazidisiologiche, sono state
proposte strategie per migliorare o ridurre la tludella fase di acclimatazione intervenendo
sui meccanismi che regolano la traspirazianeyitro o durante la fase di ambientamento,
oppure incrementando lattivita fotosintetica treansomministrazione di GOUn esempio di
guest'ultima strategia € rappresentato dalle oeltiato-autotrofe e foto-mixotrofiche, con
eliminazione totale o parziale di fonti di carbomel substrato, grazie allincremento della
radiazione luminosa e della G@isponibile (Kozai, 1991). In tal modo €& possiluteenere una
radicazione migliore e una piu efficiente fase mibéentamento. | costi elevati di tali modelli,
tuttavia, hanno finora ostacolato le applicaziommeerciali del sistema proposto da Kozai.
Recentemente sono stati proposti modelli miniaratizsimili a costi piu contenuti grazie
all'utilizzo di filtri ventilati (ventilazione passa), di pompe da acquario filtranti a flusso
costante applicate ai vasi di coltura (ventilazidoezata) e di substrati di ancoraggio non
agarizzati (Mensuali-Sodst al, 2009). Tali modelli, tuttavia, pur interessamti prospettiva
futura, non sono mai stati applicati a produzianiagga scala.

Piu facilmente perseguibili, ai fini della micropagazione commerciale, sembrano essere
le strategie tese a intervenire sui meccanismregelano la traspirazione, anche in virtu di una
maggiore semplicita di applicazione. Piu che a#aea della cuticola, infatti, la principale
difficolta nel controllo della traspirazione durara coltivazionean vitro sembra essere dovuta
alla scarsa funzionalita degli stomi (Santamaatiaal., 1994), a causa dell’elevata umidita
relativa, prossima al 100%, presente nei vasi ttu Le piante, infatti, necessitano di una
minima esposizione a stress idrici affinché poss&mire la sintesi endogena di ABA (Aguilar
et al, 2000; Santamariat al., 1993). InNicotiana tabacuni., la somministrazione di ABA
immediatamente dopo il passaggio alla fase di amtdnieento si e rivelata efficace nel ridurre
lo shock da trapianto (PospiSilogtal, 1999). Ancora piu efficace, allo scopo di miggice la
risposta dei germogli allo stress idrico durantecdlimatazione, sembra essere la
somministrazione di ABA direttamente nel mezzoatlicazionan vitro. Esperimenti condotti

suTagetes erecth. dimostrano che concentrazioni pari a*M di ABA disciolto nel mezzo

24



di radicazione sortiscono un effetto analogo alqueil contenitori ventilati nel migliorare la
morfologia (incremento dell’area fogliare, riduzeondella lunghezza di stelo e radici
avventizie), il tasso di perdita fogliare di acqUaVvL, Leaf Water Logse il tasso di

sopravvivenza delle piante durante I'ambientaméatuilar et d., 2000).

1.5 Tecniche difingerprinting

Sebbene a tutt’'oggi non siano ufficialmente rictdese tecniche di biologia molecolari
forniscono un importante supporto alla descriziore@fologica necessaria per l'iscrizione nel
registro delle varieta presso l'ufficio comunitarper le nuove varieta vegetali (CPVO),
secondo i protocolli ed i manuali tecnici messiuatp dallUPOV (Unione Internazionale per
la Protezione delle Nuove Varieta Vegetalia recente applicazione delle norme UPQOV
(revisione 1991), ratificata dal Governo Italiarmm @ecreto legislativo del 3 novembre 1998 n. 455,
inoltre, introduce il principio divarieta derivatache rende essenziale una caratterizzazione del
genotipo su base molecolare, da affiancare ai matmtizionali.La caratterizzazione molecolare
rappresenta infatti lo strumento piu potente trallgoggi conosciuti per la discriminazione tra
cultivar ed ibridi (Agarwakt al, 2008), e puo risultare cruciale per la difesaditéti offerti
dalle vigenti normative in materia di privativa wtgle internazionale (CE Regolamento del
Consiglio, 1994).

Tra le tecniche note dingerprinting gli AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms
(Vos et al, 1995) risultano particolarmente efficaci nebigatterizzazione di nuove varieta vegetali.
Questa tecnica, infatti, possiede un’elevata siitésin fronte di costi relativamente contenuti,
sebbene preveda un protocollo di realizzazioneqstd complesso.

| fingerprinting ottenuti mediante AFLP si basano sull'amplificamo selettiva di
frammenti di restrizione ottenuti dalla digestiatel'intero genoma, e non necessitano di una
precedente conoscenza delle sequenze da amplificareecnica € in grado di produrre un
elevato numero di polimorfismi con set limitatiadippie diprimer, richiede modici quantitativi
di DNA e vanta una buona riproducibilita, rispedtaltri tipi di polimorfismi basati sulla PCR,
come a esempio i RAPD (Kagt al,, 1996; Hodkinsomt al, 2002).

Come suggerito dalla sigla AFLP, i polimorfismi s@tono nella presenza / assenza di
determinati frammenti di restrizione, e in variadioella lunghezza dei frammenti individuati,
espressa in paia di basi. Il numero e la lungheezdrammenti ottenibili varia a seconda del
set di primer utilizzati. Dopo gli opportuni cicli di amplificagne nel termociclatore, i
frammenti possono essere visualizzati e analizeatvandone i profili elettroforetici su gel di

poliacrilammide colorati chimicamente (per esemga la tecnica delSilver Staining). La
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buona riproducibilita ed affidabilita degli AFLRngerprinting € dovuta a condizioni di
reazione particolarmente stringenti peatinealingdei primer, contrariamente a altre tecniche
basate su PCR, come a esempio le RAPD, in cuiripdeature dannealingsono piu basse.

La tecnica prevede una fase di restrizione del g@nmediante I'azione combinata di due
enzimi:

1) Msel che, avendo una sequenza di riconoscinairgole 4 bp (5-TTAA-3), effettua in
media un taglio ogni4(= 256) bp;

2) EcoRl, che, avendo una sequenza di riconoscon@ntlunga (5'-GAATTC-3), effettua
tagli molto meno frequenti: in media uno ogni ogh{=4096) bp.

Nella fase successiva i frammenti cosi generatjopa “legati” a adattatori specifici per i
siti di restrizione. | “ristretti/legati” vengonoop sottoposti a PCR coorimer specifici per gli
adattatori, addizionati di una base preselettimagénere Adenina per Eco e Citosina per Mse.
Questo passaggio permette di selezionare il soippgr di frammenti che verranno
successivamente amplificati. Seguira una ulteri®@R selettiva, comprimer specifici per
EcoA e MseC addizionati di due nuove basi seletfiaggiabili) per ogniprimer. La fase di
amplificazione finale permette di ottenere unaesdriframmenti visualizzabili mediante corsa
elettroforetica su gel di poliacrilammide. Il ritatio della corsa elettroforetica, opportunamente
analizzato, fornira ifingerprintingdei campioni sottoposti a AFLP (Teani, 2011).

Trattandosi di marcatonmulti-locus di tipo dominante (mono-allelico), gli AFLP non
consentono di distinguere tra mutazioni a caricailisingolo allele o di entrambi, ma in
compenso permettono I'analisi simultanea di poriz@inDNA provenienti da loci dispersi
all'interno dell'intero genoma nucleare, risultandttamente informativi (Ridout e Donini,
1999). E’ stato osservato, a esempio, ch@riyea sativa.. (Mackill et al.,1996) e irHordeum
vulgareL. (Waughet al, 1997) i marcatori AFLP sono distribuiti rispegtmente all'interno
di quasi tutti o di tutti i cromosomi, con una baooorrelazione, nel caso dell’orzo, tra la
lunghezza del cromosoma e il numeromerkerper cromosoma (Hodkinsat al, 2002).

Oltre che per la realizzazione di mappe genomightecnica basata sui marcatori AFLP é
stata utilizzata con successo sia con finalitardiliai filogenetica per stabilire i rapporti di
parentela tra specie differenti (Bruetal, 2007; Braglieet al, 2010), sia per l'identificazione
varietale in specie ornamentali, come le salviea@Ba et al, 2011), o ibridi diAlstroemeria
(Mercuri et al., 2012). La capacita di individuare qualsiasi riagiamento, anche all'interno
del DNA di genotipi relativamente omogenei, com@lnéndividui ibridi appartenenti alla
stessa generazione F1 di un determinato incro@ode questa tecnica particolarmente
appropriata per la realizzazionefaigerprinting univoci, ripetibili ed altamente sensibili allo
scopo di proteggere le nuove varieta da sottoparggivativa comunitaria per i ritrovati
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vegetali (Mercurkt al.,2012).

La letteratura scientifica riporta diversi casiagiplicazione dei marcatori molecolari al
Limonium per quanto concerne la caratterizzazione di ibcminmerciali mediante analisi
RAPD (Brunaet al, 2002) e per la verifica della natura ibrida negenie derivanti da incroci
interspecifici (Brunaet al, 2002, mediante RAPD; Teagti al, 2010, mediante RAPD e SSR).

Lo sviluppo di marcatori SSR, codominanti ed a siagocus effettuato su popolazioni
naturali diL. narbonenséia consentito di estenderne I'applicazione a alpecie a diffusione
mediterranea per approfondite indagini sui rapgibetici all’interno del Genere (Palogt al,
2000).

Analisi mediante marcatori RAPD sulla variabilitengtica di popolazioni relative a specie
minacciate diLimonium quali 'endemismo spagnolt. esteveiFdez. Casas, sono state
effettuate con finalita di conservazione e di indag sull'incidenza della variabilita
somaclonale nelle piantine propagate vitro (Martin e Pérez, 1994). La struttura e la
variabilitd genetica all'interno di e tra popolaziali L. dufourii (Girard) Kuntze sono state
invece analizzate mediante marcatori AFLP (Palagiad, 1999). Quest’ultimo lavoro riveste
un particolare interesse in quanto vengono effedturalagini comparative sugli stessi individui
in precedenza analizzati mediante marcatori RAPBlagfos et al, 1997), allo scopo di
confrontare I'efficienza e I'affidabilita delle duecniche. | risultati, pur sostanzialmente simili
per quanto riguarda la valutazione delle distatibgédnetiche, confermano la superiorita dei
fingerprinting AFLP in virtu della loro alta riproducibilita, dadlevato numero di marcatori
analizzabili contemporaneamente e della possildii@ttenere accurate stime delle divergenze

nucleotidiche anche all'interno di collezioni dirgeplasma conservaex-situ
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Capitolo 2
SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo della presente ricerca consiste nellarizal@zione con finalita commerciali delle

nuove costituzioni dLimoniumottenute nell’ambito di programmi #reeding,finanziati dal

MIPAAF, oggi conclusi (cfr. Cap. 1). La valorizzame, come enunciato dal progetto di

riferimento per il presente dottorato (Progetto iN@&ritaly” - “Sviluppo commerciale di

nuove varieta da fiore reciso e da vaso di codgtie italiana” finanziato dalMiPAAF
nell’ambito del Bando Imprese Florovivaistiche, D.M86 del 1° agosto 2007, G. U. n° 208 del
7/09/2007), e stata attuata attraverso il conseguiiondi due distinti obiettivi:

Obiettivo n. 1. individuazione delle specifiche daroni di laboratorio e di
ambientamento in grado di garantire tutte le fasdladmicropropagazione delle
nuove costituzioni diLimonium con una resa economicamente soddisfacente.
L’attitudine alla propagazioni vitro rappresenta infatti un carattere determinante
per il successo commerciale di una nuova cultivastidata all'industria
florovivaistica (alla stregua delle caratteristigsetiche, o della durata in vaso).
Obiettivo n. 2: sviluppo di un protocollo fingerprinting mediante marcatori AFLP
sulle varieta oggetto di studio, ai fini della dégezzazione varietaJecome
supporto alla descrizione richiesta dalle vigewotinmative comunitarie in materia di

privativa per i ritrovati vegetali.
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Capitolo 3
MATERIALI E METODI

3.1. Materiale vegetale

Il materiale vegetale di partenza e costituito 8alidee clonali diLimonium selezionate
presso il CRA-VIV, frutto di precedenti attivita dieeding Le piante madre, in numero di 14
per ciascun clone, sono collocate a terra, in skee@da, con disposizione alternata in file
binate, con distanze di cm 45 sulla fila, cm 40 lgdile e cm 90 tra le bine, su terreno
concimato con Multicote 12 Extra (composizioné& Rg di N, sotto forma di azoto nitrico e
ammoniacale; 0,5 di K; 0,25 Kg dy®s).

Le 48 linee clonali sono riconducibili a 8 gruppstthti sulla base della/e specie di origine
(Fig. 7):

e Gruppo ‘L. gmelinii’ (8 cloni).

e Gruppo ‘L. gmeliniitipo ‘altaica™ (11 cloni).

e Gruppo ‘L. latifolium™ (6 cloni).

e Gruppo ibridi ‘L. otolepi$ (3 cloni).

e Gruppo ibridi ‘L. serotinum (2 cloni).

e Gruppo ibridi ‘L. sinensé(3 cloni”).

* Gruppo ibridi di staticel’. bonduellei x sinuatufr(11 cloni).

e Gruppo “altri” (L. suworowii, L. peregrinum, L. tataricum, ibrido).

Le caratteristiche botaniche e l'interesse ornaalendlelle principali specie appartenenti ai

gruppi sopra elencati sono state discusse alliotelei paragrafi 1.2.1 e 1.2.2.
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clone

SPECIE O IBRIDO

clone SPECIE O IBRIDO

Gruppo "gimelinii’ (8) Gruppo ibridi "otole .'s" (3)
LG1 T i LIO26 : !
LG2 L1027
LG3 L1028
LG4
LG5 LIS29
LG6 LIS30
LG7
LG8 LSIN31
LSIN32

LL9 LSIN33
LL10 Gruppo ibridi "sinuatum x bonduelli” (11)
LL11 LSB34 o
LL12 LSB35
LL13 LSB36
LL14 LSB37

Gruppo ibridi "gmelinii-aitaica” (11) LSB38
LIG15 LSB39
LIG16 LSB40
LIG17 LSB41
LIG18 LSB42
LIG19 LSB43
LIG20 LSB44
LIG21
LIG22 L45
LIG23 L46
LIG24 L47
LIG25 L48

Figura 7 — Linee clonali diLimonium costituite presso il CRA-VIV (Pescia) e il CRA-FSQ(Sanremo),
raggruppate per specie.

3.2. Impostazione generale della ricerca

Il materiale vegetale presente in serra (48 clbig, 7) e

stato interamente rimesso in

coltura durante i rispettivi periodi di fioritural fine di valutare le tipologie di espianto e le

tecniche di sterilizzazione (descritte nel parag@B.1). Una volta stabilizzate, le colture sono

state trasferite in camera di crescita su un safosthi moltiplicazione standard petLimonium

(descritto nel paragrafo 3.3.2). Successivamentattieita sono state ripartite secondo i due

obiettivi principali del progetto di riferimento pi dottorato (MIPAAF, 2007, Fig. 8):
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| Messa in coltura

v

Stabilizzazione colture

!

Selezione di 30 linee clonali di interesse per attivita di breeding

ONNV o1

Prove preliminare di moltiplicazione e radicazione in vitro

Prove preliminari di ambientamento

Selezione linee clonali di interesse per privativa

Linee mantenute
in vitre

| Prove di mottipli- | | Prove di moltipli- Estrazione DNA
cazione in vitro cazione in vitro (linee selezionate
(effetti ormonali) (effetti vitaminici) + cv commerciali)

Prove di radica- | Prove di radica-
Zzione in vitro zione in vitro
(effetti ormonali) (effetti vitaminici)

 Prove

T OALLI3THO
T OAILL3THO

Valutazioni agronomiche Fingerprinting
comparative comparativo
con cv commerciali con cv commerciali

Attivita’ collaterale: indagine fitopatologia sulle linee clonali di Limonium
conservate presso il CRA-VIV

Figura 8 — Schema generale delle attivita di ricerr effettuate, in base agli obiettivi definiti dal Pogetto
“NewVarltaly”.
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* Obiettivo n. 1: messa a punto di protocolli di nepropagazione per produzioni su larga

scala:

Valutazione preliminare dell’attitudine alla moligazionein vitro delle linee
clonali selezionate.

Prove preliminari di radicazioria vitro e di ambientamento su linee clonali con
diversa attitudine alla micropropa-gazione.

Selezione delle linee clonali piu idonee per praohizsu larga scala e per
eventuali richieste di privativa comunitaria.

Selezione delle linee clonali da mantenere in zalee per futuri programmi di
breeding

Messa a punto di protocolli di moltiplicazione dizionen vitro, su ciascuna
delle linee clonali selezionate per la produziare valutazione separata degli
effetti di differenti formulazioni ormonali e vitaimiche.

Messa a punto di protocolli di ambientamento, catutazione di 3 diverse
miscele di terricci, una delle quajpéat freé.

Prove preliminari di radicazionm vitro in presenza di ABA nel mezzo di
coltura, allo scopo di ridurre o eliminare la fas@ambientamento.
Individuazione di cultivar (testimoni) con caraiséiche simili alle linee clonali
selezionate per la produzione ed allestimento @ig@agronomiche comparative

presso un azienda produttriceL@inonium.

» Obiettivo n. 2: messa a punto di fingerprintinggenetico basato su marcatori AFLP per

le linee clonali, attraverso le seguenti fasi:

Estrazione di DNA dalle linee clonali selezionater pa produzione e delle
cultivar utilizzate come testimoni.

Quantificazione del DNA estratto.

Impostazione dei cicli di restrizione c&toR e Msd.

Preparazione degli adattatori e ligazione.

Controllo dei ristretti legati mediante elettrofsirsu gel di agarosio.
Impostazione dei cicli di preamplificazione.

Controllo dei preamplificati mediante elettroforesigel di agarosio.
Impostazione dei cicli di amplificazione con diteti coppie diprimer AFLP
selettivi.

Separazione dei frammenti amplificati mediante ted&dresi su gel di

poliacrilammide (colorato mediante la tecnica dlver staining).
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* Acquisizione dei gel tramite scanner e conversioneimagini digitali.
* Analisi dei polimorfismi riscontrati con le diverseppie diprimer tra ciascuna

linea clonale selezionata e la cultidiriferimento utilizzata come testimone.

3.3. Messa a punto dei protocolli di micropropagaone

3.3.1. Tipologie di espianto e tecniche di stezdizione

Per quanto sia possibile iniziare con successaaltarain vitro di Limoniumattraverso la
morfogenesi diretta o indiretta rispettivamentetessuto somatico o da callo (Mercetial.,
1999), al fine di evitare l'insorgere di fenomerii \dhriabilitd somaclonale, si e ritenuto
opportuno procedere attraverso I'espianto di getivaggellari, in particolare di apici fioral
immaturi (Fig. 6) che, irLimonium,rappresentano un materiale vegetale a rapidaesctal
proliferazione a fronte di scarsi livelli di contanazione (Amo-Marco e Ibafiez, 1998; Ruffoni
e Mascarello, 2000).

Circa 2 settimane prima dell’antesi, dalle inferenze immature delle piante madre di
ciascuno dei 48 cloni coltivati nelle serre del GRI in perfette condizioni fitosanitarie,
sono stati raccolti 20 porzioni apicali o uninodddlla lunghezza di circa 2 cm (Fig. 6 a,c).
Dagli steli in fase di fioritura piu avanzata (F&b) non sono stati prelevati espianti al fine di
limitare i rischi di contaminazione dovuti alla pdsle concentrazione di spore fungine e/o
batteri all'interno delle strutture fiorali. Le teiche adottate per il lavaggio e la sterilizzazione

degli espianti sono riassunte in Tab. 1.

Lavaggio HO + tensioattivo generico (10’) + 1 passaggio aneto 70% (30")

A) Sol. acquosa di Hg€ll mg/l + NaCIO-5 kD 1% + tweefi 20 (15°) + 3 risciacq

in H,O sterile (complessivamente 15%)
Sterilizzazione

B) Sol. acquosa di NaClO-58 1,25% + tweeh 20 (20°)

+ 3 risciacqui in HO sterile (complessivamente 15°)

Tabella 1 — Tecniche di lavaggio e di sterilizzazi® degli espianti.

Al fine di rimuovere polveri ed altri materiali staminanti, gli espianti sono stati sottoposti
a un energico lavaggio con un tensioattivo gengseguito da un rapido passaggio in etanolo
al 70% allo scopo di eliminare i residui acquoditlthgno precedente.
Una volta effettuato il lavaggio, gli espianti sostati divisi in 2 gruppi di 10 per
saggiare la risposta a 2 diversi trattamenti diil&feazione a base di cloruro di mercurio
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(HgCl) e / o ipoclorito di sodio (NaClO-5,8), due prodotti chimici tra i piu utilizzati per la
sterilizzazione di espianti in ortoflorofrutticotau (De Paoliet al, 1994). Il primo gruppo &
stato sottoposto a un bagno in agitazione a teryrarambiente di 15’ in soluzione acquosa
(con acqua deionizzdtaterile) di HgCl (1 mg/l), con I'aggiunta di una soluzione commeeeia
di NaCIlO-5 HO, diluita all’'1% di cloro attivo, e di poche gocde tensioattivo non ionico
Tween 26 Sigma (Tab. 1, soluzione A).

Il secondo gruppo € stato sottoposto a un bagagitazione a temperatura ambiente di
20’ in una soluzione commerciale di NaClO-5CK diluita all’'1,25% di cloro attivo, in acqua
deionizzata sterile sempre con I'aggiunta di pagbece di tensioattivo non ionico Tween®20
Sigma (Tab. 1, soluzione B).

Successivamente gli espianti sono stati trasfesitifto cappa a flusso laminare
orizzontale, in 3 bagni successivi, rispettivamedétia durata di 3, 5 e 7 minuti, in,@
deionizzata sterile (sempre in agitazione a tentpexambiente) allo scopo di rimuovere ogni

traccia dei composti chimici utilizzati per la sliezazione.

3.3.2. Stabilizzazionia vitro
Al termine del processo di sterilizzazione, gliiagpi sono stati suddivisi in 4 gruppi e
trasferiti in provette sterili con 4 diversi sulaira formulazione M5 per la fase di

stabilizzazionen vitro (Tab. 2).

1)MS + BA (0,8 mg/l), saccarosio (30 g./l), agag(f - pH 5,90

2)MS + BA (0,8 mg/l), saccarosio (30 g./l), agag(§, PPM™?(0,2%) - pH 5,90

3)MS + BA (1,5 mg/l), saccarosio (30 g./l), agag(g - pH 5,90

4)MS + BA (1,5 mg/l), saccarosio (30 g./l), agag(, PPM™ (0,2%) - pH 5,90

Tabella 2 — Substrati impiegati per la messa in dira.

Per favorire lo sviluppo e la proliferazione deggipianti € stata impiegata la BA, una
citochinina largamente utilizzata ancheLimonium (Ruffoni e Mascarello, 2000; Vitet al.
2000). L'ormone e stato somministrato in 2 divecsmcentrazioni (0,8 mg/l e 1,5 mg/l),

entrambe piu alte di quelle generalmente utilizzatd.imonium nella successiva fase di

! Mediante Deionizzatore Osmo Lab UPW 2 (Tecno-Lab s.r.l.).
2 Murashige & Skoog Medium (Micro- e Macro elementi incluse vitamine) DUCHEFA.
3 PPM: Plant preservative mixture (Plant Cell Technology, Inc.).
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moltiplicazione (cfr. paragrafo 1.4). In 2 dei 4bstrati € stata aggiunta anche la dose
consigliata per la prevenzione di contaminazionibimtali (0,2%) di PPM (Plant
Preservative Mixtur&), un biocida a ampio spettro che previene la geazione delle spore e
contribuisce a eliminare eventuali contaminaziodagene da funghi e batteri.

Le provette sono state trasferite in camera dicti@sa una temperatura di 22°C con
fotoperiodo di 16 ore, garantito da coppie di ladg#8uorescenti compatte da 11W/840 con
flusso luminoso di 900 Im, temperatura di color@@®, resa cromatica Ra >80 ed efficienza
luminosa lampada pari a 82 Im/W (dati forniti dalstruttore), poste a circa 40 cm dal
materiale vegetale.

Dopo 4-8 settimane (a seconda del genotipo), i gglinin proliferazione sono stati
trasferiti in vasi di vetro da 380 ml per coltuire vitro con coperchio a vite in plastica
autoclavabile semitrasparente, contenenti 67 miirdisubstrato di moltiplicazione standard
denominato “M3” (MS + BA 0,2 mg/l, saccarosio 3@,gAgar 5,5 g/l, pH 5,90, Tab. 4), gia
utilizzato con successo su numerose specie ed dmdmerciali diLimonium,come descritto

nel paragrafo 1.4 (Mercuet al, 1999).

3.3.3. Test iniziali di moltiplicazione e di radmanein vitro

Al termine di due subcolture di circa 30 giorni gecloni appartenenti al gruppb.
bonduellei x sinuatuma piu rapida proliferazione, e di 60 giorni pettitgli altri, la fase
iniziale di proliferazione sul substrato M3 ha cem#o di ottenere alcune indicazioni sul
comportamentoin vitro dei cloni selezionati ed un adeguato numero dimgeti per
I'allestimento di un test iniziale di radicaziong substrato standard denominato “R4” (MS +
IAA 1.0 mg/l + IBA 1.0 mg/l, saccarosio 30 g./l, &g5,5 g/l, pH 5,90, Tab. 5). Tre vasi
(repliche) contenenti 6 germogli singoli per ciasalone con caratteristiche idonee per la
radicazione (lunghezzs2 cm, assenza di contaminazione, iperidricita feomeni ossidativi
0 necrotici) sono stati posti a radicare in cantgrerescita per 60 giorni. | rimanenti germogli
sono stati nuovamente trasferiti sul substrato Ei3ilpnantenimento delle colture.

Sulla scorta delle indicazioni emerse dai testiafiizdi moltiplicazione (risposta al
trattamento con BA in termini di capacita di pretdizione, eventuali fenomeni di iperidricita e
di imbrunimento, aspetto generale dei germogli)ieratdlicazione (formazione di radici,
eventuali fenomeni di iperidricita o necrosi deggici, aspetto generale dei germogli), descritti
nel precedente paragrafo, e dei dati (non pubblicrivanti da precedenti attivita di
micropropagazione effettuate presso il CRA-VIV pkemantenimento della collezione, i
genotipi della selezione iniziale sono stati suivn 3 classi, in base alla loro attitudine alla

moltiplicazione e radicazioria vitro:
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1) genotipi con tasso di moltiplicaziomevitro alto e buona attitudine alla radicaziohe (
gmelinii, L. otolepis, L. latifolium, L. altaica,. Iserotinunmed ibridi tra queste specie);

2) genotipi con tasso di moltiplicaziome vitro medio-alto ma che possono manifestare
difficolta nella radicazionéL. sinense, L. aureum, L. bonduedlicuni genotipi diL. sinuatum
ed ibridi tra queste specie);

3) genotipi parzialmente recalcitranti alla micrgpagazione, con particolare riferimento
alla fase di radicazionéL. suworowii, L. perigrinum, L. tataricumglcuni genotipi diL.

sinuatun).

3.3.4. Prove preliminari di propagaziofre vitro

Valutazioni effettuate congiuntamente con [|'Aziendproponente del progetto
“NewVarltaly” sulle caratteristiche innovative, egthe ed agronomiche delle piante madre di
ciascuna linea clonale, coltivate in serra presstRA-VIV, hanno condotto all’eliminazione
di 16 accessioni, in quanto ritenute non idone@erévalorizzazioni di tipo commerciale, né
per finalita dibreeding E’ stato inoltre eliminato il clone L 4&.] suworowii = Psylliostachys
suworowii (Regel) Roshk] in quanto, trattandosi di una spemmmuale con scarsissima
variabilita fenotipica ed un’elevata efficienza piiopagazione per seme (a fronte di una
notevole recalcitranza alla radicazianevitro, come confermato dal test iniziale di radicazione
effettuate), € stato ritenuto economicamente piataggioso perseguire la strada della
propagazione gamica; considerazioni analoghe haandotto all’eliminazione del clone L 46
[L. tataricum= Goniolimon tataricum(L.) Boiss], sebbene in questo caso si trattirdi apecie
perenne. La selezione di linee clonali di partertamque, € state ridotte a 30 accessioni,
ripartite in 3 gruppi, secondo la classificazioresctitta nel paragrafo precedente (Tab. 3). Su
ciascuna delle 30 linee clonali selezionate soratesteffettuate prove preliminari di
moltiplicazione e radicazionm vitro, valutando gli effetti di 5 substrati di moltipdizione
(Tab. 4) e di 5 substrati di radicazione (Tab.bBssasi contenenti 6 germogli per vaso . Sono
state utilizzate formulazioni di substrati a base& Mtalvolta modificata) ricavate dalla
letteratura (cfr. paragrafo 1.4) e da protocolliemi del CRA-VIV, frutto di precedenti
esperienze di propagazioimevitro di Limonium(dati non pubblicati).

Tutte le colture sono state poste in camera dicteeselle condizioni descritte nel
paragrafo 3.3.2. Dopo 2 subcolture (di circa 30rrgiger i cloni appartenenti al gruppo
bonduellei x sinuatume di circa 60 giorni per tutti gli altri) in fag#i moltiplicazione ed un
periodo di circa 60 giorni in fase di radicazioseno state effettuate valutazioni qualitative sul
comportamento dei germogli in coltura, allo scopandividuare i 3 substrati maggiormente

performanti da testare nelle prove successive diiphoazione e radicazionén vitro. In
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particolare, sono state valutate I'attitudine gilaliferazione / radicazione (a seconda della

fase), I'incidenza di fenomeni di vitrescenza e#cnosi e I'aspetto generale dei germogli.

Linee scartate Linee mantenute in coltura

LG4 Gruppo 1 Gruppo 2 Gruppo 3
LG5 LG1 LSIN31 L46
LG6 LG2 LSIN32 L47

LG3 LSIN33 LSB4

LG7 LG8 LSB34
LL9 LL13 LSB35

LL10 LIG15 LSB36

LL11 LIG16 LSB38

LIG17 LSB39

LL12 LIG18 LSB40

LL14 LIG19 LSB42

LIG20 LIG2H LSB43

LIG22 LIG23 LSB44

LIG24 LIO26

LIG25

LIO28

LIS29
L45

LSB37
L48

Tabella 3 — Linee clonali diLimonium selezionate per le prove preliminari di propagazioe in vitro,
ripartite in 3 gruppi base alla loro attitudine alla micropropagazione. A: LIG15; B: LSB43; C: L47; DL46.

SUBSTRATI DI MOLTIPLICAZIONE*

M1 MS (senza ormoni)

M2 MS + kinetina 1.0 mg/I

M3 MS + BA 0.2 mgl/l

M4 MS + BA 0.5 mg/l

MS macro / micro-elementi + MS FeNaEDTA (x2) + Btamine + BA 0.6 mg
M5 /I + NAA 0.3 mg/I

1/3 saccarosio (10.0 g/l). Agar: 7.0g/|

Nota: *saccarosio: 30 g/l (eccetto: M5); Agar 58 (eccetto: M5)

Tabella 4 — Substrati utilizzati per le prove preiminari di moltiplicazioni in vitro.
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SUBSTRATI DI RADICAZIONE* GRUPPO

R1 MS (senza ormoni) 1
R2 MS + IAA 1.0 mg/I 1,3
R3 MS + IBA 1.0 mg/I 1,3
R4 MS + IAA 1.0 mg/l + IBA 1.0 mg/I 1,2,3
RS ¥ MS + IAA 1.0 mg/l + IBA 1.0 mg/I )

% saccarosio (15.0 g/l)

% MS + NAA 0.5 mgl/l

R6 _ 2,3
% saccarosio (15.0 g/l)

R7 MS + NAA 0.5 mg/I 1

R8 MS + NAA 1.0 mg/l 2,3

R9 MS + IAA 2.0 mg/I 2

MS macro / micro-elementi + MS (x2) FeNaEDTA + B5
vitamine + IBA 12.0 mg/I
1/3 saccarosio (10.0 g/l)
R10 3
Agar: 7.0 g/l
Dopo 24 h trasferimento su un mezzo con la stdssa

composizione ma privo di IBA.

Saccarosio: 30 g/l (eccetto: R5, R6, R10); Agérd| (eccetto: R10)

Tabella 5 — Substrati utilizzati per le prove preiminari di radicazione in vitro di Limonium a seconda del
gruppo di appartenenza.

3.3.5. Selezione delle linee clonali

Dal momento che molti dei cloni selezionati in T&appartengono alle stesse specie
botaniche (o sono ibridi a esse riferibili) alcaiiessi differiscono tra loro in misura minima,
rendendone poco vantaggiosa un’eventuale immissguiemercato e/o una richiesta di
privativa comunitaria per i ritrovati vegetali. Pexgioni analoghe, il comportamenito vitro
emerso nelle prove preliminari e risultato in mo#si simile all’interno delle stesse specie o di
gruppi di specie. Alla luce di tali consideraziom termine delle prove preliminari di
moltiplicazione e radicazioni vitro e di ambientamento, ’Azienda Proponente, ha rit@nu
opportuno effettuare una ulteriore selezione,rd#tino del gruppo di 30 cloni precedentemente
individuati, al fine di mettere a punto i protocdli propagazionen vitro e le tecniche per
'ottenimento di un affidabilefingerprinting genetico soltanto per quei genotipi ritenuti
sufficientemente originali e competitivi per unanmediata immissione sul mercato del fiore

reciso. | rimanenti 27 cloni, di interesse solo aleuni caratteri, sono stati manteniativitro
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come germoplasma da utilizzare per eventuali @tifiture dibreeding.Le linee clonali
selezionate in base ai suddetti criteri sono 6.(B)g 3 di “statice” e 3 di Limoniun{
propriamente detto, cosi ripartite nei 3 gruppnesi in Tab. 3:

Gruppo 1:LIG15, LG19 (ibridiL. gmelinii / L. altaica, LIS30 (ibrido diL. serotinunj.

Gruppo 2:LSB40, LSB43 (ibridiL. bonduellei x sinuatum

Gruppo 3:LSB41 (ibridoL. bonduellei x sinuatum

Figura 9 — Linee clonali diLimonium selezionate per le prove di moltiplicazione e radazionein vitro.

Alle 6 linee clonali diLimonium selezionate sono state associate altrettantevaulti
appartenenti alle stesse categorie commerciali (3“sthtice” e 3 di del gruppo
“gmelinii/altaicd, Tab. 6) e con caratteristiche fenotipiche similtilizzate come testimoni
nelle prove agronomiche (cfr. Paragrafo 3.5 e nallessa a punto dingerprinting con
marcatori AFLP (cfr. Paragrafo 3.6).
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CLONE CRA-VIV TESTIMONE PRODUTTORE
LIG15 SAFORA® PURPLE DANZIGER
LIG19 SAFORA® BLUE DANZIGER
LIS30 SAFORA® DARK BLUE DANZIGER
LSB40 ‘BARBIE WINGS’ ® HILVERDA
LSB41 ‘CHERRY WINGS'’ ® HILVERDA
LSB43 ‘LEMON WINGS’ ® HILVERDA

Tabella 6 - Elenco dei genotipi diLimonium (6 cloni selezionati dal CRA-VIV e 6 varieta commeiali)
utilizzate nelle prove agronomiche e per la carattizzazione molecolare con marcatori AFLP.

3.3.6.Messa a punto dei protocolli di moltiplicazioneaglicaziondn vitro

Le prove sono state effettuate sui 6 cloni seletiotlescritti nel paragrafo 3.3.5 (Fig. 9).
Per ciascuno di essi sono stati saggiati i 3 satbsdi moltiplicazione e di radicazione che
hanno fornito i migliori risultati nelle prove predinari.

Disegno sperimentale per le prove di moltiplicazam vitro.

la. Valutazione degli effetti ormonali:
Sono stati inseriti 6 germogli singoli per vasolaateconda subcoltura per ciascuno dei
substrati a base MS saggiati, con 9 ripetizionsijvper prova.

Per ciascuna prova sono stati valutati i seguemtipetri:

a) tasso di moltiplicazione totale (numero mediogermogli ottenuti da un singolo
germoglio iniziale);

b) tasso di moltiplicazione al netto di eventu@rmogli necrotici o vitrescenti;

c) tasso di produzione di germogli ben conformatudghezza > 1.5 cm, gia idonei per il
passaggio alla fase di radicazione, senza bisogiasidli allungamento intermedie (Fig. 10);

d) incremento giornaliero medio di biomassa (pesscb);

e) valutazione complessiva della qualita del getinpon particolare:

- sviluppo e consistenza dell'apparato fogliare;

- presenzal/assenza di callo, vitrescenza, fenodiémibrunimento e necrosi.

Al fine di massimizzare gli effetti delle combinaai ormonali allo studio, si € ritenuto
opportuno mantenere il piu a lungo possibile ngmyli nei vari mezzi sperimentali. La durata
delle subcolture, pertanto, &€ stata mantenutaet3 settimane per i cloni appartenenti al
gruppoL. bonduellei x sinuatufL,SB40, LSB41, LSB43), a piu rapida proliferazioeeya 8-9
settimane per gli altri cloni (LIG15, LIG19, LIS30)
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Figura 10 — Suddivisione in classi dei germogli aghuti dalle prove di moltiplicazione in vitro: A)
germogli grandi, ben conformati, pronti per la fasedi radicazione; B) germogli piccoli, mantenuti infase di
moltiplicazione (Clone LIG15).

2a. Valutazione degli effetti vitaminici:

Una volta valutati i dati ottenuti con i sui sulatra base MS, la formulazione ormonale
risultata piu efficiente, sia dal punto di vistai dessi di moltiplicazione che della qualita
complessiva del germoglio, & stata testata su betsuo a base I*S La formula, messa a
punto da Linsmaier e Skoog nel 1965 per studiaredé necessita di sostanze organiche nella
colturain vitro di tabacco, oltre a risultare piu economica eidglifacile preparazione, in quanto
priva di alcune vitamine rispetto al substrato Mghic(na, acido nicotinico e piridossina
cloridrato, oltre a una ridotta concentrazioneaatnina cloridrato, cfr. paragrafo 1.4), ha fornito
buoni risultati sia in fase di moltiplicazione ctiieradicazione su genotipi di statice (Leshem e
Cohen, 1983; Harazst al, 1985).

Anche in questo caso sono stati valutati 6 germsggioli per vaso, alla seconda subcoltura
su substrato LS, con 9 ripetizioni per prova, zagéindo come controllo altrettanti vasi con
identica formulazione ormonale su base MS. | patamalutati sono gli stessi delle prove di
valutazione degli effetti ormonali descritti al paria.

Disegno sperimentale per le prove di radicaziangitro:

1b. Valutazione degli effetti ormonali:

Sei cloni selezionati (gli stessi utilizzati nefleove di moltiplicazione); 3 diversi substrati

di moltiplicazione a base MS (formulati secondanigicazioni ottenute dalle prove preliminari

di radicazione); 6 germogli per vaso; 9 ripetiziQrasi) per prova.

* Linsmaier & Skoog Medium (Micro- e Macro elementi incluse vitamine) DUCHEFA.
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Per ciascuna prova sono stati valutati i seguemtimpetri:

a. Percentuale di germogli radican vitro.

b. Percentuale complessiva di germogli radicati e calfo rizogeno, ritenuti idonei
per il passaggio in fase di acclimatazione (solmg#gesenza di bassa percentuale di
radicazione).

c. Percentuale di di germogli vitrescenti e/o necrotic

d. Incremento giornaliero medio di biomassa (pesatkes

e. Valutazione complessiva di tipo qualitativo deirgegli radicati, in particolare:

- sviluppo e consistenza dell’apparato radicale;

- sviluppo e consistenza dell'apparato fogliare;

- presenzal/assenza di callo, vitrescenza, fenodiaémiorunimento e necrosi.

2b. Valutazione degli effetti vitaminici:

Come per le prove di moltiplicazione, una voltawali i dati ottenuti con i sui substrati a
base MS, la formulazione ormonale risultata piucifhte, sia dal punto di vista dei tassi di
moltiplicazione che della qualita complessiva detngoglio, &€ stata testata su un substrato a
base LS, al fine di valutare gli effetti della commente vitaminica. Sono stati valutati 6
germogli singoli per vaso, con 9 ripetizioni peoys, utilizzando come controllo altrettanti
vasi con identica formulazione ormonale su base M&rametri considerati sono gli stessi

delle prove di valutazione degli effetti ormonadsdritti al punto 1b.

3.3.7. Prove preliminari di radicaziona vitro in presenza di ABA

Nellautunno 2011 sono state intraprese delle psparimentali di radicazione vitro al
fine di verificare suLimonium gli effetti dell’acido abscissico (ABA) aggiunto mezzo di
coltura sui meccanismi di regolazione dell’apertdegli stomi gia descritti su altre specie,
come discusso nel paragrafo 1.4 (PospiSiktval, 1999; Aguilaret al., 2000). Lo scopo é
quello di riuscire a “indurire” i germogli duranta fase di radicazione, in modo da ridurre o
eliminare del tutto la durata della successiva fdisembientamento. Ciascuno dei 6 cloni
selezionati € stato radicato sul substrato a baSeidltato piu efficiente durante le prove di
radicazione descritte nel paragrafo precedentej a stato aggiunto ABA alla concentrazione
di 10* M, in accordo con le prove effettuate da Aguéael. (2000)su Tagetes erectdn due
casi, LSB43 I(imonium del gruppo “statice”) e LIG15 L{monium del gruppo
“gmelinii/altaicd), e stata saggiata anche una concentrazione & A& mezzo 10 volte piu
bassa (Tab. 7).
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CLONI SUBSTRATI

LSB40 R3 R3 + ABA 10-4 M -

LSB41 R3 R3 + ABA 10-4 M -

LSB43 R4 R4+ ABA 10-4 M R4 + ABA 10° M
LIS30 R4 R4 + ABA 10-4 M -

LIG19 R2 R2 + ABA 10-4 M -

LIG15 R3 R3 + ABA 10-4 M R3 + ABA 10° M

Tabella 7 — Prove preliminari di radicazionein vitro su substrati arricchiti con ABA.

Per ciascun clone sono state effettuate 3 ripetifi@si) con 6 germogli ciascuna.

Dopo una subcoltura di circa 8 settimane, le paglmessiali delle foglioline dei germogli
radicati sono state osservate al microscopicoom#idine di valutare il grado di apertura degli
stomi. Sono stati inoltre valutati 'aspetto derrgegli e la proporzione gli apparati radicali e
fogliari.

Al fine di verificare gli effetti della radicazionen presenza di ABA nella fase di
acclimatazione, un terzo dei germogli radicati ieggenza di ABA e stato posto a ambientare
sotto il tunnel utilizzato per le prove di acclimaibne (cfr. paragrafo 3.4), un terzo su un
bancale riscaldato con la stessa temperatura neéltai acclimatazione (14°C) e con la stessa
frequenza di nebulizzazione, ed un terzo in seoramscaldata, a regime irriguo normale. | 3
gruppi sono stati affiancati da un controllo formdallo stesso numero di germogli radicati in
assenza di ABA. Tultti i germogli sono stati poséimbientare sulla miscela di terricci risultata

piu efficiente nelle prove preliminari di ambientamto descritte nel prossimo paragrafo.

3.4. Fase di ambientamento

3.4.1. Messa a punto dell'ambiente di acclimatagion

Tra febbraio e maggio 2010, sono state effettualie grove preliminari di ambientamento
su 13 genotipi ripartiti nei 3 gruppi individuatalth tabella 3, predisponendo le seguenti
condizioni sperimentali:

Sono state valutate 3 diverse miscele di terrétiatui unaenvironmental friendlyn quanto
priva di torba. Per ciascuna miscela sono stagstak 3 ripetizioni, di 6 germogli ciascuna.

| contenitori alveolari con i germogli radicata vitro sono stati disposti secondo una
distribuzione randomizzata sopra un bancale conpextjte sormontato da un tunnel di

materiale plastico trasparente, in serra ombreg@h0% con riscaldamento basale (14 °C)
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nei mesi freddi, e nebulizzazione temporizzata3da3 volte/giorno nella stagione stiva a 2’ x
1 volte/giorno nella stagione invernale) (Fig. 113.temperatura e 'umidita relativa sono stati
monitorati da un data-logger termico e da un tegmografo. | germogli sono stati mantenuti
per due settimane sotto tunnel completamente chiuslte due settimane successive sotto
tunnel parzialmente aperto (da 30 a 50%), e suiseessnte sullo stesso bancale, con tunnel

completamente aperto.

Figura 11 — Tunnel di ambientamento su bancali riszldati con letto di agriperlite.

Le miscele di terricci utilizzate sono le seguenti:

1) “TA”: Mix composto da: 2/3 v/v terriccianiversale a base di torba (Brill); 1/3 viv
agriperlite in alveoli di torba pressata. Il tecitc universale, dai dati forniti dal produttore @ d
analisi effettuate presso il nostro laboratorioig®et al, 2009) risulta avere la seguente
composizione chimica: carbonio organico 20%, apog@anico 0,4%, sostanza organica 40%; e
le seguenti caratteristiche chimico-fisiche: pH,&C 180uS/cm, volume di aria sul totale
20,9%, acqua facilmente disponibile 24,5%, acquéaséirva 4,2%. La miscela “TA” e stata
impiegata come tesi di controllo, in quanto costia il substrato di ambientamento standard
dellAzienda Proponente per iLimonium Essa differisce dai terricci di ambientamento
riportati dalla letteratura [miscele di torba ediperlite nelle proporzioni di 1:1 (v/v), Mercuri
et al, 1999; Ruffoni e Mascarello, 2000], per una maggidisponibilita di sostanza organica
disponibile, in grado di favorire I'accrescimentel djermoglio radicato anche al termine del
periodo di acclimatazione vero e proprio, senzas&ta di un trapianto immediato; inoltre, in
sostituzione dei contenitori alveolari in materiglastico, sono stati utilizzati vasetti *“Jiffy-
Pof®” 6 x 6 cm realizzati in torba pressata (Fig. X@)mpostabile al 100%, che non producono

materiale plastico di scarto, in quanto si dissntvanel terreno dopo la messa a dimora,
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facilitando inoltre lo sviluppo e I'estensione datiparato radicale (informazioni fornite dalla

ditta fornitrice).

Figura 12 - Vasetti “Jiffy-Pot® realizzati in torba pressata 6 x 6 cm (foto di siistra) ed alveoli plastici
da 54 fori rivestiti di polistirolo areato (Linea “PRESS”) prodotti dalla ditta ECOFABER di Modica (RG)
(foto di destra).

2) “CT": Cubetti di torbe brune e bionde pressatalveoli plastici 100% riciclabili da 54
fori rivestiti di polistirolo areato (Linea “PRESSrodotta dalla ditta ECOFABER di Modica,
RG, Fig. 12) con aggiunta di agriperlite negli istezi. La particolare conformazione di questi
alveolari, gia utilizzati con successo per la sendnpiante orticole, consente di ottenere radici
piu ramificate e piu fibrose, di ridurre lo streda trapianto, conferendo una maggiore
robustezza ed una maggiore precocita di sviluplgopéintine, grazie a un ottimale equilibrio
termico ed idrico del microambiente in cui si spiha I'apparato radicale (informazioni fornite
dalla ditta fornitrice).

3) “BCA”: Mix composto da: Biomax(50% v/v), Agriperlite (30% v/v), Clinoptinolitea
granulometria 2,5-5,0 mm (20% v/v), in alveoli f§iPot®> 6 x 6 cm. Il Biomax, dai dati
forniti dal produttore e da analisi effettuate sl nostro laboratorio (Priset al, 2009)
risulta avere la seguente composizione chimicatoaitale 4,2%, K 0,3%, P 0,15%, Mg 432
mg/Kg, Ca 130 mg/Kg, Na 64 mg/Kg, sostanza orga@i®. Caratteristiche chimico-fisiche:
pH 5,8, EC 20QuS/cm, volume di aria sul totale 25,2%, acqua faerta disponibile 20,6%,
acqua di riserva 2,5%.

La miscela “BCA” riveste una particolare valenzaolegica, in quanto priva di torba.
Inoltre, la letteratura scientifica riporta gli effi migliorativi, in termini di qualita e
produttivita, su piante orticole ed ornamentalttivate su substrati a base di Biomax e zeoliti,
rispetto alle comuni miscele di terricci utilizzah floricoltura (Prisaet al, 2008, 2009;
Passagliat al.,2005).

®BIOMAX: substrato a base di residui derivanti dalla lavorazione della granella di orzo,
prodotto dall’Azienda Agricola Paladini di Rosignano Marittimo (LI).
® CLINOPTINOLITE: ammendante minerale appartenente alla famiglia delle zeoliti.
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La struttura cristallina regolare e microporosaledeleoliti, tra cui la clinoptinolite, e
caratterizzate da un’elevata CSC e da una spicd@tidia, che le rende particolarmente idonee
all'impiego come ammendanti nei substrati di amtaierento.

Al fine di non stressare inutilmente i germogli icadi, non €& stato effettuato alcun
trattamento antifungino, considerate le ottimalindi@aioni sanitarie delllambiente di

acclimatazione.

3.4.2. Prove di ambientamento

Le prove di ambientamento sono state realizzatenskeclo stesso disegno sperimentale
descritto nel paragrafo precedente, applicato éloi illustrati in Fig. 9. Per ciascun clone
sono state valutate 3 diverse miscele di terr{garagrafo 3.4.1, punti 1, 2 e 3; Fig. 12), con 3
ripetizioni per miscela, contenente 15 germogliscima, distribuite in modo randomizzato
sotto il tunnel di acclimatazione.

Per ciascuna miscela di substrati sono stati vialutseguenti parametri, sulle piantine

ambientate:

a. Percentuale di sopravvivenza all'acclimatazione.

b. Eventuale sviluppo di patologie fungine.

c. Valutazione qualitativa complessiva delle piantingbientate.

d. Sviluppo e consistenza dell’'apparato radicale (ffe=sxo, peso secco, misurato dopo 7
giorni in stufa a 70°C).

e. Sviluppo e consistenza dell’apparato fogliare [p&®ssco, peso secco, area fogliare
determinata mediante areametro WIinDIAS Image Amal$ystem (Delta-T Devices,
U.K)J.

f.  Misurazioni colorimetriche effettuate su campiorogliari, tramite lettura delle
coordinate CIE Lab ricavate mediante spettro-coleritro Xrite SP64, allo scopo di
quantificare la differenza nell'intensita del verdella lamina fogliare osservata nelle
prove preliminari di ambientamento tra le 3 tipaéodi substrato utilizzate. Il sistema
CIE (Commission Internationale de I'Eclairage) “Eb&” (chiamato anche CIE 1976),
e un sistema colorimetrico assoluto, che individoa frequenza univoca per ogni terna
di coordinate (CIE, 1986): una coordinata (L) irdia luminosita in una scala da 0
(chiaro) a 100 (scuro), mentre le restanti due @) endicano il colore, con A variabile
da -60 (verde) a + 60 (rosso) e B variabile da(bh) a + 60 (giallo) (Fig. 13).
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Figura 13 — Lettura delle coordinate CIE “L*a*b*” s u foglia di Limonium (LIG19) mediante
spettrocolorimetro Xrite SP64.

g. Quantificazione della clorofilla “a” e “b”, inugnto I'incremento del contenuto di
clorofilla “a” e “b” risulta correlato con le corwloni del microambiente di
acclimatazionex-vitro (PospiSilovéet al, 1999). L'estrazione della clorofilla é stata
effettuata da dischetti fogliari immersi in metamal 99,99%. Il volume di metanolo
aggiunto e pari al 10% del peso fresco del campfogkare (mg/ml). | campioni
sono stati posti al buio a una temperatura di D6po 24 ore e stata misurata
'assorbanza allo spettrofotometro (Thermo Evolti@00 UV-Visible) della
soluzione ottenuta. Il contenuto in clorofilla atst calcolato utilizzando le formule di
Lichtenthaler (1987) con assorbanza pari a 665.2pemla clorofilla “a” e pari a

652.4 nm per la clorofilla “b”.

3.5. Prove agronomiche

Le prove agronomiche sono state effettuate trdeapd ottobre 2011, presso le strutture
dellAz. Agr. Moschini Lauro, di Ponte BuggianedeT(, specializzata nella produzione di
Limonium

Le prove sono state allestite ponendo a confrantlinee clonali dLimoniumselezionate
presso il CRA-VIV (Fig. 9), con altrettante variet@mmerciali dalle caratteristiche simili
(Tab. 6), coltivate nelle medesime condizioni.

Le piante sono state poste a dimora in serra fredda pacciamatura in tessuto di
polipropilene nero, ad aprile 2011. Per ogni clao®o state allestite 3 parcelle, disposte
secondo una distribuzione randomizzata, di 6 piai@gcuna in fila singola, su 3 file, con una

distanza di 40 cm lungo le file, e di 1 metro &dile (Fig. 14).
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Figura 14 — Parte della serra su cui sono state ettuate le prove agronomiche presso I'Az. Agr.
Moschini Lauro di Ponte Buggianese (PT), a un mesdall'impianto (maggio 2011) e tra il primo ed il
secondo raccolto (luglio 2011).

Fertilizzazione: é stata effettuata una concimaziorganica di base arricchita conX
prima della fresatura, seguita da cicli settimadafertilizzazione a pioggia NPK 20:20:20, tra
aprile ed agosto.

Trattamenti fitosanitari (da maggio ad agosto): dRid® Gold (Metalaxil) 0.1 ml/mq
associato a zolfo bagnabile ogni 2 settimane (ocomeronospora staticés Rovraf’
(Iprodione) 300 mi/hl ogni 2 settimane, alternatopeecedente (contr@otrytis cinereg;
Lasef’ (Spinosad) 20 ml/hl, 2 trattamenti, in luglio ed a@gosto (controFrankliniella
occidentalised altri parassiti).

La prima serie di valutazioni agronomiche é stéfigtteata il 27 giugno 2011, quando tutte
le piante dei 3 cloni di statici selezionati (LSB4®B41 e LSB3) e delle 3 cultivar utilizzate
come testimoni (rispettivamente ‘Barbie Wings'Cherry Wings® e ‘Lemon Wings®) erano
in piena fioritura. Successivamente, sono statettetite altre 2 prove agronomiche, all’epoca
di fioritura delle rimonte successive (28 lugliol20e 21 settembre 2011).

Per quanto riguarda i genotipi di statice sonoi statcolti gli steli fioriti di lunghezza
idonea per la commercializzazione (> 40 cm), e ampmoni di essi (6 per parcella per
genotipo) sono stati valutati i seguenti paranm@tduttivi, estetici e biometrici:

a. produzione media stagionale e produzione totaléadab;

b. colore del calice;

c. colore della corolla;

d. alatura dello stelo (1:assente o molto strettastri2tta; 3: media; 4: larga; 5: molto
larga);

e. rigidita dello stelo (1: 0-30° (poco rigido); 2:-80° (mediamente rigido); 3: 60-90°
(rigido); 4: 90° (molto rigido).
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f. distribuzione delle spighe fiorali sullo stelo (@pé distribuite ed orientate su: 1)
molti piani diversi; 2) pochi piani diversi; 3) @circa sullo stesso piano;

g. tipologia della spiga fiorale (1:corta e lassac@rta e densa; 3: piccola e stretta; 4:
grande, piatta e densa; 5: molto lassa e irregoargrande e molto allungata; 7:
spiga piena, densa, allungata, Fig.15);

h. lunghezza media deqgli steli;

i. numero medio di rami fioriti per stelo;

J. peso fresco medio degli steli.

Alcuni dei parametri biometrici ed estetici valutgh particolare ai punti b, c, d, h, i) sono
stati recepiti dai questionari tecnici UPOV relaiVLimonium(UPQOV, 1999). Altri sono stati
ricavati dall’esperienza di floricoltori ed operatdel mercato florovivaistico, e si riferiscono
specificamente ad aspetti qualitativi dello stat{penti e, f, g), in particolare per quanto
riguarda la classificazione della spiga fioraleg(Hi5, Antonettet al.,2009).

Statice 'sensu lato’
Tipologie di
infiorescenza

TIPO 1::spiga piccola, TIPO 2:spiga corta e TIPO 3: spiga piccola
lassa, irregolare densa e stretta

TIPO 4: spiga larga,
piatta e densa

TIPO 5: spiga grande, TIPO 6: spiga grande, TIPO 7:spiga grande, densa,
maolto lassa, irregolare lassa, maolto allungata di forma triangalare
(tipica L. bordus!in allungata (tipica L. sinuatum)

Figura 15 - Tipologie di spiga fiorale nello statie (Antonetti et al., 2009). Secondo indicazioni raccolte
da floricoltori dell’area pesciatina, la spiga delipo 4 risulta la piu ricercata dal mercato del fiae reciso.

| cloni selezionati ed i testimoni dimoniumappartenenti al gruppd.:* gmelinii / altaica /
serotinuni (LIS30, LIG15, LIG19, ‘Saford Blue’, ‘Safor& Purple’ e ‘Saford Dark Blue’) in
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condizioni normali, raggiungono la completa fiordsoltanto I'estate successiva al trapianto. |
dati relativi alla produzione media stagionale aduale di tali cloni saranno pertanto valutati
nell’estate 2012, quando le piante avranno raggil@atnecessaria maturita per esprimere i
livelli standard di produttivita.
Su campioni di steli (6 per parcella per genotipcolti in ottobre (durante la prima,

parziale fioritura), € stato tuttavia possibilesttifiare i seguenti rilievi:

a. colore del calice;

b. colore della corolla;

c. caducita dei fiori (al secondo giorno dopo la rdiz)o

d. profumo dei fiori;

e. numero medio di fiori aperti (sul totale dei figegtesenti sugli ultimi 3 cm della

spiga fiorale);

o

diametro del calice;

diametro della corolla;

= «Q

rigidita dello stelo;

presenza /assenza di rami sterili;

j. lunghezza media degli steli;

k. numero medio di rami per stelo;

[. lunghezza media del peduncolo;

m. diametro medio del peduncolo alla base.

Anche in questo caso, alcuni dei parametri biorietd estetici (in particolare ai punti a, b,

d, f, g, j, k, I, m) sono stati recepiti dai detfoni inseriti nei questionari tecnici UPOV, mantre
gli altri sono stati ricavati dall'esperienza dioricoltori ed operatori del mercato

florovivaistico, relativamente alle tipologie dimoniumin questione.

3.6. Caratterizzazione molecolare

La tecnica AFLP é stata inizialmente messa a pedt@applicata con finalita di riordino
filogenetico della collezione di specie botanichd.ihoniumconservata presso il CRA-VIV,
in collaborazione con le attivitd di dottorato deDr. Angela Teani del CRA-VIV (Teani,
2011). Tale ricerca ha condotto al perfezionameiatioprotocolli di estrazione di DNA e di
caratterizzazione molecolare di numerose specigndonium mediante marcatori AFLP con
una serie coppie dprimer selettivi. Le 6 coppie dprimer (Tab. 8) che hanno generato il
maggior numero di polimorfismi su specie botanicheLimonium affini alle linee clonali

oggetto della presente ricerca sono state testatdascuno dei 6 cloni ritenuti idonei per
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eventuali richiesta di privativa da parte dell’Azéa Proponente (Fig. 9) e sulle stesse 6

cultivar con caratteristiche simili gia utilizzatelle prove agronomiche (Tab. 6).

Mix 1 MSE CAC 5’ - GAT GAG TCC TGA GTA A CAC-Z
ECO ACT 5 -GACTGC GTA CCAATT CACT-3
Mix 2 MSE CTC 5 - GAT GAG TCC TGA GTAACTC-3
ECO AGT 5 - GAC TGC GTA CCA ATT C AGT-3
Mix 3 MSE CTG 5 - GAT GAGTCCTGA GTAACTG-3
ECO AGG 5 - GAC TGC GTA CCAATT C AGG-3’
Mix 4 MSE CTT 5’ - GAT GAG TCC TGA GTAACTT-3'
ECO ACC 5 - GAC TGC GTA CCAATT C ACC-3
Mix 5 MSE CTG 5- GAT GAG TCC TGAGTAACTG-3
ECO AAC 5- GAC TGC GTA CCA ATT C AAC-3
Mix 6 MSE CAT 5 - GAT GAG TCC TGA GTA A CAT-3
ECO ACA 5 - GAC TGC GTA CCA ATT C ACA-3

Tabella 8 — Coppie diprimer valutate nelle 6 master-mix allestiti per I'ottenmento degli amplificati
AFLP.

| campioni di DNA sono stati estratti (secondopilotocollo descritto nel prossimo
paragrafo) nell’agosto 2011 e, in replica, nel dibee 2011, su piante diverse degli stessi 12
cloni (6 cloni selezionati piu 6 cultivar di coni).

Disegno sperimentale.

Nella fase discreeningdei primer sono state effettuate 6 corse elettroforetiche, per
ciascuna coppia giirimer da valutare (Tab. 8). Per ogni corsa sono statatal1l2 campioni di
amplificato (ottenuto dal DNA estratto nellagog011), piu un mix di 2narker prodotti da
FermentasGene Rule™ 100bp DNA Ladder e Gene RUféUltra Low Range DNA Laddgr
in grado di verificare il peso molecolare delle tfarnla 10 a 1000 bp (rispettivamente da 1000 a
100 e da 300 a 10, con sovrapposizione della bamaispondenti a 300, 200 e 100 bp) diluiti
secondo il protocollo fornito dalla ditta.

Una volta effettuato lscoring delle bande, per ogni coppia pliimer e di campioni i
polimorfismi sono stati conteggiati e ordinati abella (suddivisi tra: n. di bande totali, n. di
bande comuni alla coppia di genotipi a confronto,dnbande presenti solo nel clone da
analizzare, n. di bande presenti solo nella culivaiferimento).

Le 3 coppie dprimer risultate piu informative per il numero di polinfiemi individuato tra
ciascun clone selezionato e la sua cultivar drinfento, sono state applicate ad un nuovo set
di analisi AFLP (dall’estrazione del DNA alle corskettroforetiche verticali, in numero di 3,
una per ciascuna coppia g@rimer, caricate con gli stessi criteri descritti per fése di
screening, effettuate sui campioni di DNA nuovamente esitral dicembre 2011, allo scopo

di ottenere uriingerprinting chiaro e ripetibile per ciascuno di essi. | rigtilbttenuti sono stati
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raccolti in una matrice nella quale e stata indicé presenza o assenza di bande,
rispettivamente con le cifre 1 e 0, per la suceasanalisi decluster(paragrafo 3.7).
Il protocollo applicato prevede le seguenti fasi:

3.6.1. Estrazione e quantificazione del DNA
I DNA é stato estratto applicando il Protocollo etrazione di DNA con il metodo
DNeasy Plant Mini Kit

a. Materiale vegetale: 100mg di tessuto fresco prétevda foglioline giovani di
Limonium

b. Omogeneizzazione (30”) mediante Tissue Lyser (QifQein tubi da 2ml
contenenti due sferette in lega di titanio.

c. Aggiunta di 400ul di buffer “AP1”, fornito dal kipre-riscaldato a 65°C.

d. Aggiunta di 4ul di RNasi (100mg/ml, fornita dal)kéd incubazione per 10" a 65°C,
con capovolgimento dei tubi ogni 3’ ca. per favliazione dell’enzima.

e. Aggiunta di 130ul di Buffer “AP2”, fornito dal kited incubazione per 5 in
ghiaccio.

f. Centrifugazione del lisato a freddo (4°C) per 3Q4800rpm.

g. Trasferimento del surnatante nelle apposite colddneolore viola) fornite dal kit.
Centrifugazione per 2’ a 14000rpm.

h. Trasferimento dell’eluito in un nuovo tubo da 2ml.

i. Dopo aver quantificato approssimativamente il vaude! filtrato, aggiunta di 1,5
volumi corrispondenti di buffer “AP3/E”, fornito t&it, ed agitazione tramite
pipetta.

j. Trasferimento di 650ul della soluzione nelle aposolonnine bianche fornite dal
kit. Centrifugazione per 1’ a 8000rpm. Questo pggEapud essere ripetuto per
recuperare altro materiale.

k. Trasferimento delle colonne in nuovi tubi da 2minfa dal kit. Aggiunta di 500ul
di Buffer “AW”, fornito dal kit, e centrifugazion@er 1’ a 8000rpm. Rimozione
totale dell’eluito dalla colonna.

[.  Aggiunta di altri 500ul di Buffer “AW”. Centrifugaane per 2’ a 14000rpm.
Centrifugazione “a vuoto” per 1. Rimozione delléb e trasferimento della
colonna in un tubo nuovo da 1.5ml.

m. Trasferire la colonnina in un tubo da 1,5 ml ediag@ di 100ul di Buffer “AE”

pre-riscaldato a 65°C. Incubazione di 5-10° a terapga ambiente e
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centrifugazione per 1’ a 8000 rpm affinché il DNAssa eluire all'interno del tubo
(DNA di 1° eluizione).

n. Ripetizione di quest’ultimo passaggio al fine dcaagliere, in un tubo nuovo, la
maggior quantita possibile di DNA presente sutdilDNA di 2 eluizione).

Per una verifica della presenza e della qualith DNA estratto e per una sua
guantificazione di massima, viene allestita una&alettroforetica su gel di agarosio, secondo
il seguente protocollo.

Preparazione del buffer TBE (Tris-borate-EDTA).
a) Preparazione di una soluzione stock 0,5 M di EDTaidp etilendiammino-
tetraacetico):
93,05 g EDTA
400 ml di acqua deionizzata
pH regolato a 8,0 con NaOH 1M
Portare a un volume di 500 ml
b) Preparazione di una soluzione stock di TBE 5X:
54 g Tris base e 27,5 g di acido borico in 900 nalodjua deionizzata
Aggiunta di 20 ml di EDTA 0,5 M
Portare a un volume di 1000 ml
La corsa elettroforetica € stata eseguita su geDd#b% , seguendo il seguente protocollo:
0,5 g di agarosio.
100 ml di TBE 0,5X.
Agitazione e riscaldamento della soluzione peiitace lo scioglimento dell’agarosio.
Aggiunta di 2 pl di Bromuro di Etidio (EtBr) sottappa chimica.
Preparazione del gel nell’apposito stampo.

Una volta solidificato, il gel di agarosio viene rmarso in una cella elettroforetica

orizzontale contenente TBE 1X, dove vengono caficampioni cosi preparati:
2 ul di acqua deionizzata nucleasi-free@HBM)
2 ul di GelPilot DNALoading Dye 5X QIAGEN.
6 ul di campione.

Oltre ai campioni, in un pozzetto viene caricatomarker Gel Pilot Lambda Hindlll
QIAGEN, ed il “bianco”, costituito dallanaster mixcompleta con 5 ul di #0 BM in

sostituzione del templato DNA. Successivamente mpiani vengono fatti correre a un

voltaggio pari a 100 volt per 1 ora.
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L’acquisizione dellimmagine viene eseguita attr@ee transilluminatore UV “High
Performance Ultraviolet Transilluminator” equipagg con fotocamera digitale “Canon PC
1089” e software di elaborazione dati “Zoom Brows" Canon.

Dopo la verifica su gel della presenza e della bugumalita del materiale genetico estratto,
una quantificazione piul accurata ¢ stata effettirataite fluorometro (Qubit2.0 Fluorometej
secondo i protocolli forniti dalla ditta fornitricén base alla lettura dello strumento, sono state
effettuate delle diluizioni differenziate con@huclease-fre@er biologia molecolare, al fine di
ottenere un’opportuna concentrazione finale di DiNeh campioni da sottoporre a restrizione /

ligazione.

3.6.2. Restrizione con gli enzimi EcoRI e Msegazione
A restrizione sono stati sottoposti circa 100 ngptiA. Mix di reazione (volume totale 20
ul):
NE Buffer 4 (NewEngland Biolabs) 1X 2 pl
BSA (NewEngland Biolabs)100X 0.4 pl
EcoRI (NewEngland Biolabs) 5U 0.25 ul
Msel (NewEngland Biolabs) 5U 0.5 ul

a M w0 DN PRE

H20 BM qg.b a volume totale

Incubazione di 3h a 37°C in un fornetto da ibridaai.

Durante l'incubazione si preparano gli adattori /s&se per la successiva fase di ligazione.
| primer liofilizzati vengono sottoposti apinin centrifuga e portati alla concentrazione stock
(100 uM) aggiungendo TE buffer 0.1X (Tab. 9). Etessario miscelare il contenuto del tubo

con pipetta e Vortex per scioglierepiimer .

nM TE 0.1X pl
MseAl | 41.7 417
MseA2 | 56.7 567
EcoAl | 41.7 417
EcoA2 | 34.5 345

Tabella 9 — Preparazione irstock (100 uM) degli adattatori ECoO/MSE.

L'annealing viene effettuato incubando per 3' a 95°C e suceasgente per 2 h a
temperatura ambiente i 2 tubi con MseA e EcoA (Wauotale per ogni tubo: 200ul, Tab. 10).
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UM ul STOCK TE 0.1X pl
MseAl | 25 50
100
MseA2 | 25 50
EcoAl | 25 5
190
EcoA2 | 2.5 5

Tabella 10 — Mix per I'annealing degli adattatori ECo/MSE.

Successivamente viene preparata la Mix di ligaz{pee un volume totale di 20 pl):
- H20 BM 6 pl

T4 Buffer 1X 4 pl
EcoR1 A 10 pmoli 4ul
Msel A 100 pmoli 4ul

- T4 DNA Ligasi 4U/ul 2ul

La miscela di ligazione viene aggiunta ai campiustretti e lasciata incubare overnight a
una temperatura di circa 16°C.
Una volta completata questa fase e opportuno dtargola qualita dei ristretti legati

mediante l'allestimento di una corsa su gel di agia; come descritto nel paragrafo 3.5.1.

3.6.3. Preamplificazione
Dopo aver effettuato una diluizione 1/5 dei campiostretti / legati con EHO BM, si

procede alla preparazione della mix di preampl#ione con un volume totale di 28,
utilizzando iprimer liofilizzati previa diluizione con KD BM alla concentrazione stock di 100
uM:

- H,0 BM (q.b. a 25ul): 5,7

- EcoPriA (50 nqil): 0,9 pl

- MsePriC (50 ngil): 0,9 ul

- Qiagen Top Tag Master Mix(2X): 12,5l

Una volta distribuita lamaster mixnello strip di tubini in polipropilene da PCR, si
aggiungono i pl di DNA templato (corrispondente a ca. 50 ng) @discun campione da
analizzare (per un volume totale di@%er tubo), e si procede con la PCR.

Programma di preamplificazione:

- 94°CxY

55



25 cicli:

- 94°C x 30"

- 56°C x 30"

- 72°Cx Y

Al termine della PCR, @l di ciascun campione vengono sottoposti a elaites di

controllo su gel di agarosio 5%, secondo le mo@atiescritte nel paragrafo 3.5.1.

3.6.4.Amplificazione

Generalmente loscreening delle coppie diprimer piu informative viene effettuato
accoppiando urprimer Mse-C fisso con urprimer Eco-A variabile. Una volta esaurito il
numero diprimer Eco-A possibili, si procedera con un nuguimer Mse-C. In questo caso,
tuttavia, essendo state valutate in precedenzanosmeoppie dprimer suLimonium(Teani,
2011), loscreeninge stato effettuato utilizzando le coppiegodimer descritte in Tab. 8, che gia
avevano fornito buoni risultati su specie botanichd.imonium affini alle linee clonali da
analizzare.

Il DNA preamplificato viene diluito 1/20 conJ@ BM. Successivamente si prepara la mix
di amplificazione, per un totale di 20 ul (cui asano aggiunti i Sul del campione di DNA
preamplificato e diluito) :
- H,O BM (q.b. a 25pl): 5,7 ul
- EcoPriA (50 ngil): 0,9 ul
- MsePriC (50 ngil): 0,9 ul
- Qiagen Top Tag Master Mix(2X): 12,5l

Dopo aver distribuito 2@l di master mixper ogni tubo da PCR, si aggiunge il templato
DNA dei vari campioni (qul).

Il programma di amplificazione € il seguente:
- 90°CxY
13 cicli:
- 90°C x 30"
- 65°C>56,6°C (-0,7 ogni ciclo) x 30”
- 72°CxY
23 cicli:
- 90°C x 30"
- 56°C x 30"
- 72°CxY
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Come per le fasi precedenti, al termine dell'anigdizione, 6ul di ogni campione vengono
sottoposti a elettroforesi di controllo su gel gaeosio.

Una volta verificata I'avvenuta amplificazione, diluisce il campione 1:1 v/v con “Blu
AFLP” (Fromamide 98%, EDTA 0,5M pH8 10mM, Blu didmofenolo 1mg/ml, Cilene
cianolo 1mg/ml) e si conservafieezera -20°C.

La corsa elettroforetica su gel di poliacrilammidene effettuata utilizzando un apparato
elettroforetico da sequenziamento su vetro vedi¢&leqi-Gen GT System, BioRad). | vetri

impiegati misurano cm 38 x 50.

3.6.5. Allestimento della corsa elettroforeticav&tro verticale

Soltanto al primo utilizzo i vetri su cui sara apato il gel devono essere trattati nel
seguente modo:

1) lavaggio con acqua e detergente generico e asuragat’aria;

2) passaggio con detergente specifico per vetri Higto con salviettine di carta tipo

asciugamani su entrambe le superfici;

3) risciacquo in acqua ultrapura;

4) passaggio con salviettine imbevute di etanolo 70%ngrambe le superfici;

5) asciugatura sotto cappa aspirante.

A ogni corsa successiva, i trattamenti per il véilbero, a cui deve restare adeso il gel di
poliacrilammide, e per il vetro composto (appardRC” del Seqi-Gen GT System), che deve
risultare “repellente” al gel, si diversificano:

a) trattamento del “vetro libero”.

Preparare ldinding solutionaggiungendo 4,5 ul dBind silane(Promega) a 1,5 ml di
soluzione composta da 1,33 ml di etanolo 95% +7I00i jacido acetico glaciale +J@ BM
g.b.

1) Prelevare 750 pl dbinding solutioncon una micro pipetta e distribuirla in
maniera quanto piu possibile uniforme sul vetro salvietta di carta assorbente. Far
asciugare all’aria per 5'.

2) Ripetere il passaggio con i restanti 750 ybidding solution e far asciugare per
altri 5.

3) Rimuovere gli eccessi di prodotto passando sullpedicie del vetro una
salvietta imbevuta di EtOH al 70%.

b) trattamento del vetro composto (“IPC”).
Al fine di assicurare un perfetto distacco del gebpportuno sostituire i guanti per evitare

gualsiasi contaminazione dell'lPC con la soluzidnadesione e viceversa.
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4) Prelevare 750 ul diRepeal Silane(soluzione gia pronta per I'uso, prodotta da
GE Healthcare) con una micro pipetta e distribuinananiera quanto piu possibile
uniforme sulla superficie con salvietta di cartacabente. Far asciugare all’aria per 5'.
5) Ripetere il passaggio con altri 750 pRepeal Silane far asciugare per altri 5'.
6) Rimuovere gli eccessi di prodotto passando sullpedicie del vetro una
salviettina asciutta.
In caso di contaminazione dei vetri € necessarfetteire un lavaggio tenendoli in

immersione in una soluzione di NaOH al 10% perac80-60'.

3.6.6. Assemblaggio dei vetri e preparazione detigpoliacrilammide

Appoggiare gli appositi spaziatori ai lati dell'lP€ porre sopra il vetro libero facendo
combaciare i bordi. Assemblare i due vetri con rsetti neri ed applicare su fondo il vassoio
sigillante. Inserire il pettine dal lato non defdt facendolo scivolare nell'intercapedine fra i
due vetri. Porre i vetri in posizione orizzontat®n I'IPC rivolto verso l'alto, rialzando
I'estremita alta di 3 cm circa.

Preparazione del gel (100 ml di soluzione).

In un becker da 100 ml posto su agitatore magneiscaldante aggiungere:

- Acrilammide, soluzione a 40%, 12 ml

- Bisacrilammide, soluzione al 2%, 12,5 ml
- TEMED 100ul

- APS, soluzione al 10%, 250 pl

- Portare a volume con TBE1X + Urea 7TM

Versare la soluzione nell’apposita siringa ed imeal tubicino di gomma nel foro posto al
di sotto del vassoio sigillante.

Immettere la soluzione premendo sul pistone in granidecisa e costante prestando
attenzione affinché l'iniezione sia costante e sbformino bolle. Continuare a immettere la
soluzione fino a che non viene raggiunto il pettitkna volta completata I'immissione
appoggiare la siringa sopra I'lPC, senza toglieétebicino dal foro fintanto che il gel non si

sara completamente solidificato. Generalmente Bagip viene lasciato immobitvernight

3.6.7. Corsa elettroforetica
Liberare i vetri dal vassoio sigillante, rimuoverettine ed i distanziatori ed assemblare
'apparato elettroforetico. Versare circa 300 misdiuzione TBE 1X nella vasca inferiore e

circa 1,5 L di soluzione nel serbatoio dell'lPCe(nipire fino a 1 cm circa dal bordo superiore
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del serbatoio). Pulire il fronte di corsa dall’urealai residui di acrilamide usando una siringa
ed una pipetta da 1ml.

Precorrere a 75W per 2h circa, al fine di prerdasad il gel.

Una volta raggiunta la temperatura di circa 50f@errompere la precorsa ed aggiungere
200 pl di “Blu AFLP” sul fronte di corsa per renttewisibile. Inserire il pettine dalla parte
dentellata, facendolo penetrare di circa mezzoimmelro sul fronte di corsa per creare |
pozzetti.

Caricare i campioni (4,5ul) precedentemente deattar 95°C per 5 e conservati in
ghiaccio.

Far correre inizialmente a 25 Watt, per circa bfiree di facilitare la penetrazione nel gel, e
successivamente a 75 watt per circa 2,5 h finoeal@hinea piu chiara del colorante azzurro
non arrivera a circa 23 cm dal bordo alto del vetro

Svuotare i serbatoi, smontare l'apparato eletteifoo e separare i vetri con cautela,

avendo cura che il gel rimanga completamente aalegetro libero.

3.6.8. Colorazione “Silver Staining”
Preparare le soluzioni fresche almeno un’ora pamiaiziare e conservare in frigo a 4°C
per essere certi di utilizzarle alla temperatutes@i. Per le soluzioni servono 3 bottiglie da 2L.
“FIXISTOP solution”: 200 ml acido acetico glaciald800 ml UPW (acqua
ultrapura);
“SILVER STAINING solution™: 2 g Silver nitrate+ 3 ml Formaldeide 37%+
2000 ml UPW;
“DEVELOPING solution™: 60 g ACS reagéent 2000 ml UPW. Assicurarsi che
si raffreddi almeno fino a 10°C e completare pocong delluso con 3 ml di
formaldeide 37% + 400 pl Tiosolfato di sotlio
Per i bagni di sviluppo si utilizzano 3 vasche, euate da 1 a 3, di larghezza sufficiente ad
alloggiare il vetro con il gel. | bagni, in agitare, vengono effettuati sotto cappa chimica.
- Versare 2 L di UPW nella vasca n. 1 e nella n. 3.
- Porre il vetro nella vasca n. 2, sotto cappa chamé versare 2 L di soluzione

fix/stop Mantenere in agitazione per 30’, recuperare lazgmne e conservarla in frigo

"Reagente fornito dal kit Silver Staining (Promega)
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a 4°C. Risciacquare la vasca n.2 e riempirla 8dver staining(in alternativa si puo
lasciareovernight la vasca con Idix/stop ed il vetro sotto la cappa chimica senza
agitazione).

- Trasferire il vetro nella vasca n. 1 e mantenencagitazione per 5 (primo
risciacquo). Far sgocciolare accuratamente e rpdileperazione trasferendo il vetro
nella vasca n. 3 (secondo risciacquo). Svuotaramie le vasche e lavarle con UPW.

- Trasferire il vetro nella vasca n. 2 con 2L daising solution sotto cappa
chimica. Far colorare in agitazione per 30'. Quandancano 15’ controllare la
temperatura della eveloping solutione completarla aggiungendo formaldeide e
tiosolfato, come da protocollo. Rimuovere il vetrsyuotare la soluzione in un
contenitore di recupero, risciacquare la vascarmapirla nuovamente con UPW.

- Sotto cappa chimica versaredaveloping solutiomelle vasche n. 1 e n. 3 in
parti uguali. Risciacquare molto velocemente (m&R.il vetro nella vasca n. 2, far
sgocciolare e passarlo nella vasca n. 1, agitandouaimente la vasca fino alla
comparsa delle prime bande. Trasferire rapidamémétro nella vasca n. 3 e quando il
gel inizia ad imbrunire, aggiungere la soluzidixéstop recuperata e conservata a 4°C.
Mantenere il vetro in bagno, sempre in agitaziorauale, finché non si esaurisce la
reazione di effervescenza. Risciacquare la vadca la vasca n.3.

- Trasferire il vetro nella vasca n. 1 riempita coRW e risciacquare per almeno
2.

- Lasciar asciugare il gel in posizione quasi veltica

Una volta asciutto, si puo procedere all'acquisizialel vetro tramite scansione elettronica
in formato A3 e conversione in formato JPEG coaluzione 600 dpi. Su tali immagini é stato
effettuato loscoringdelle bande, valutando le combinazionpdimer in grado di individuare il

maggior numero di polimorfismi.

3.7. Elaborazione statistica dei dati

La significativita dei risultati ottenuti per i ganetri relativi ai protocolli di moltiplicazione
e di radicazionein vitro (tasso di moltiplicazione, vitrescenza, necrosercpntuale di
radicazione, incremento giornaliero di biomassadlazione ai substrati utilizzati) e per i
parametri utilizzati nelle prove agronomiche (d#scnel paragrafo 3.4) e stata valutata
mediante il confronto delle medie e delle relatdeviazioni standard. Per i dati espressi in

percentuale, la deviazione standard e stata c#dcqleevia trasformazione dei dati di

riferimento in radiantigrcsern).
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La significativita dei risultati ottenuti per i ganetri relativi alla valutazione dei germogli
in fase di ambientamento (area fogliare, peso érespeso secco di apparati radicali e fogliari,
rilievi colorimetrici, quantificazione della clontla “a” e “b”, in relazione sia ai substrati di
radicazione che alle miscele di terricci utilizdate stata valutata mediante I'analisi della
varianza a 2 vie (ANOVA - Test di Student-Newmanilsecon significativita <0.05)
mediante software CoStat 6.204 (CoHort Software).

| polimorfismi ottenuti dalle analisi AFLP con leombinazioni diprimer selezionate
(fingerprinting) sono stati conteggiati tramitgcoring delle bande e trasformati in matrici
binarie. Le matrici delle repliche effettuate sung®li cloni sono state confrontate con quelle
dei rispettivi testimoni (cultivar di riferimentayediante la trasformazione @fustergerarchici
realizzati con il pacchetto “PVCLUST” del softwampen source‘R” (versione 2.11.1).
PVCLUST e un applicazione in grado di valutare riadp di incertezza in analisluster
gerarchica. Per ognicluster; quantita chiamate p-valu€ sono calcolate tramite
ricampionamenttootstrapmultiscala. llp-valuedi un gruppo € un valore compreso tra 0 e 1,
che indica la misura in cui dlustere supportato dai dati. PVCLUST fornisce duedipialori
di p-value AU (Approximately Unbised) e BP Rrobability Bootstrap. AU, che viene
calcolato dal ricampionamentmotstrapmultiscala, rappresenta un’approssimazione miglior

del p-valuecalcolato dal ricampionamenb@otstrapnormale (BP).
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Capitolo 4
RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1. Protocolli di micropropagazione

4.1.1. Messa in coltura e prove preliminari di nupropagazione

| 2 diversi trattamenti di sterilizzazione (A eiB,Tab. 1) a base rispettivamente di cloruro
di mercurio (HgCJ)) e/o di ipoclorito di sodio (NaClO-5 ,B), si sono rivelati entrambi
perfettamente efficienti, con assenza totale diamomazione nei tubi di coltura. Il trattamento
A (NaClO-5 HO 1,25%) e pertanto da preferirsi in quanto pitneceico e molto meno tossico
del trattamento con cloruro di mercurio.

Per quanto riguarda la fase di stabilizzaziomeitro all'interno di provette, con tutti i
substrati, a 30-60 gg. dalla messa in coltura @rs#a dei genotipi), e stata riscontrata
un’abbondante proliferazione (con tasso di moltgtione >5). Per alcuni genotipi
appartenenti ai gruppi 2 e 3 (descritti nel parégBa3.4) si sono verificati fenomeni transitori
di vitrescenza con i substrati 3 e 4, a piu altacenotrazione di BA (Tab. 2). L'aggiunta di
PPM™ ai substrati 2 e 4 non ha prodotto effetti siguifivi, in quanto non & stata osservata
contaminazione fungina o batterica neppure nei hdi trattati. Il substrato 1, a piu bassa
concentrazione di BA e senza PPMrisulta pertanto essere il pitl indicato per lassaein
coltura diLimonium almeno in presenza di espianti prelevati da pianbttimo stato sanitario,
come in questo caso. Pil che la tecnica di stesitibne o la presenza o meno di PBvnel
caso di piante sane, sembra essere particolarnmaptatante la scelta del tipo di espianto
(apici fiorali immaturi) e l'epoca di raccolta (#o primavera, quando gli apici fiorali
posseggono bassi livelli di contaminazione amblenta una forte spinta “endogena” alla
proliferazione).

Le valutazioni qualitative sul comportamento deirngegli in coltura nelle prove
preliminari di moltiplicazione e radicazione, hancmnsentito di individuare i 3 substrati piu
efficaci da testare nelle prove di moltiplicazioeeradicazionen vitro, su ciascuno dei 6
genotipi selezionati. | risultati sono indicatiTiab. 11. Le composizioni dei vari substrati sono

state descritte nelle tabelle 4 e 5.
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SUBSTRATI A BASE MS
LINEA CLONALE

MOLTIPLICAZIONE RADICAZIONE
LIG15 M2, M3, M4 R2,R3,R4
LIG19 M2, M3, M4 R2,R3,R4
LIS30 M2, M3, M4 R2,R3,R4
LSB40 M1, M2, M3 R3, R4, R7
LSB41 M1, M2, M3 R3, R4, R7
LSB43 M1, M2, M3 R3, R4, R6

Tabella 11 - Substrati a base MS selezionati per lgrove di moltiplicazione e radicazionein vitro (effetti
ormonali). Le composizioni sono state descritte nelle tabelee 5.

4.1.2. Prove di moltiplicazione vitro: valutazione degli effetti ormonali

Clone LIG15.

Per quanto riguarda il tasso di moltiplicazioneleytial netto dei germogli vitrescenti
(numero medio di germogli prodotti / numero inieiai germogli, Fig. 16 A), il substrato M4
(Tab. 4) ha fornito risultati significativamente ghori (19.67 + 4.38) rispetto ai substrati M2
ed M3.Superiore € risultato anche lI'incremento giornalidr peso fresco per germoglio (Fig.
16 B). Tuttavia, da una valutazione complessivapdi qualitativo dei germogli e risultata una
conformazione migliore, senza traccia di vitreseerdei germogli cresciuti sul terreno M3,
mentre, nei germogli cresciuti sul terreno M4,dglioline si presentavano sottili e leggermente
vitrescenti (Fig. 17). Cio é confermato dal grafi€an Fig.16): il terreno M4 ha prodotto un
gran numero di germogli totalmente vitrescentic@trario del terreno M3, su cui il suddetto
tasso e pari a zero. Anche il grafico sulla praolue di germogli radicabili (Fig. 16 D) mostra
una performance migliore del terreno M3 rispetid4(4.33 +.03 e 3.33 £ 0.67).

Da un’analisi complessiva dei dati, pertanto, ttarfeni a formulazione MS, M3 e stato
considerato il piu indicato per una produzionevitro su larga scala, in virtu di una migliore
gualita complessiva dei germogli, e della totaleseagza di fenomeni di iperidricita
(vitrescenza), importante soprattutto in caso dnexose subcolture.

Clone LIG19.

Nonostante i valori significativamente piu altiJattvamente al tasso di moltiplicazione
netto e all'incremento giornaliero di biomassagewtiti con il substrato M4 rispetto a M3
(Figura 18 A, C), la valutazione complessiva dqlialita dei germogli € a favore del substrato
M3: mentre i germogli moltiplicati su quest’ultimerreno risultano vigorosi e ben sviluppati,
infatti, il terreno M4 ha prodotto germogli con fregfiliformi e leggermente vitrescenti (pur

senza livelli eclatanti di iperidricitd), con prega di un’abbondante massa callosa (Fig. 19).
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TASSO MEDIO DI INCREMENTO GIORNALIERO

MOLTIPLICAZIONE NETTO* MEDIO DI BIOMASSA
(P.F.)
30 0.06
25
20 T 0.04
15 — o
T T
10 | 002
5 7<|_]’ || | |
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M2 M3 M4 M2 M3 M4
A B
TASSOMEDIODI TASSO MEDIODI
VITRESCENZA PRODUZIONE DI GERMOGLI
2.5 RADICABILI
5.0

2 4.0 {
1.5 = 3.0

1 2.0
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C M2 M3 M4 D M2 M3 M4

* Dopo 61 gg di subcoltura, non conteggiando igegli vitrescenti

Figura 16 — Clone LIG15: valutazione degli effettormonali di 3 differenti substrati di moltiplicazio ne
a base MS.

Figura 17 — Clone LIG15: valutazione degli effetti ormonali: apetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.

Inoltre il tasso di produzione di germogli robugtronti per il passaggio alla fase di
radicazione (Fig. 18, B) non presenta differenzgnicative tra i terreni M3 ed M4,
attestandosi in entrambi i casi su livelli moltdi §>10). Sebbene, in caso di necessita sia
possibile “spingere” la coltura di questo clone tpticandolo su M4, in grado di produrre
altissimi tassi di proliferazione (>30, in 60 ggper un normale ciclo di produzione,
specialmente in caso di numerose subcolture, mapksso € da preferire il substrato M3, in
grado comunque di garantire tassi di moltiplicagioglevati (20,28 + 1,23) a fronte di

un’ottima qualita del germoglio (Fig. 19).
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TASSOMEDIODI TASSQ MEDIO DI PRODUZIONE INCREMENTO GIORNALIERO

MOLTIPLICAZIONENETTO* DI GERMOGLIRADICARBILI MEDIO DI BIOMASSA (P.F)
40 14 0.09
) T
50 12
10 0.06
9 8
0.03
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A M2 M3 M4 g M2 M3 M4 C M2 M3 M4

* Dopo 60 gg di subcoltura, non conteggiando igegli vitrescenti

Figura 18 — Clone LIG19: valutazione degli effettormonali di 3 differenti substrati di moltiplicazio ne
a base MS. | dati relativi alla produzione media dgermogli totalmente vitrescenti non sono stati riprtati in
guanto pari a 0 su tutti i substrati.

Figura 19 — Clone LIG19: valutazione degli effetti ormonali: apetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.

Clone LIS30.

Come per i due cloni precedenti, anche su LISZ0reni di moltiplicazione addizionati
di BA (M3 ed M4) hanno prodotto risultati complassnente migliori del terreno M2, il cui
fitoregolatore € la kinetina (Tab. 4). Pur aventzantrato un piu elevato tasso di germogli
totalmente vitrescenti con il terreno M4 (Fig. ), rispetto a M3, con quest’ultimo terreno il
tasso di moltiplicazione netto (Fig. 20, A) e I',ermento giornaliero di biomassa (Fig. 20 D)
risultano significativamente inferiori, a fronte ain tasso medio di germogli radicabili simile
nei due terreni (Fig. 20 B). A differenza dei dlenc precedenti, tuttavia, da un punto di vista
qualitativo i germogli subcolturati su M3 e su Mdnndifferivano significativamente quanto a
fenomeni di iperidricita (assenti in entrambi ittaanenti) e aspetto delle foglioline (Fig. 21).
Per il clone LIS30, pertanto, anche a fronte dsitalé moltiplicazione complessivamente piu
bassi rispetto a LIG15 e LIG19, si ritiene che Mé)e a dire il substrato a piu elevata
concentrazione di citochinina (BA 0,5 mg/l) rapnets il substrato di moltiplicazione migliore

per la propagazione su larga scala.
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TASSOMEDIODI TASSOMEDIODIPRODUZIONE

MOLTIPLICAZIONE NETTO* DI GERMOGLIRADICABILI
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2 4
1 -
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A B M2 M3 M4
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TASSOMEDIODI MEDIO DI BIOMASSA (P.F.)
VITRESCENZA 0.05
0.04
0,03
o
0.02
0,01 |
0.00

B
M2 M3 M4 M2 M3 M4
* Dopo 60 gg di subcoltura, non conteggiando irgegli vitrescenti

Figura 20 — Clone LIS30: valutazione degli effettormonali di 3 differenti substrati di moltiplicazione a
base MS.

Figura 21 — Clone LIS30: valutazione degli effetti ormonali: apetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.

Clone LSB40

Come per gli altri cloni di statice, appartenentie aclassi di attitudine alla
micropropagazione 2 e 3 descritte nel paragrafo.43.3a maggiore rapidita di
“invecchiamentro” delle colture, rispetto ai gepotiella classe 1, riduce notevolmente sia la
durata massima della subcoltura, sia il tasso dtiplioazione risultante. Anche nel caso di
LSB40, tuttavia, la BA si &€ dimostrata piu effidendella kinetina nel promuovere la
proliferazione dei germogli, alla concentrazioneOg2 mg/l. Il tasso di moltiplicazione piu
elevato al netto dei germogli vitrescenti e statfatti ottenuto sul substrato M2 (3,50 + 0,44,
Fig. 23 A). Lo stesso substrato ha fornito valagngicativamente piu alti anche per quanto
riguarda il tasso di produzione di germogli raditgB,28 + 0,09, Fig.23 B), mentre per quanto
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riguarda I'incremento giornaliero di biomassa (B§) D) non sono state osservate differenze
significative con il substrato M2 (addizionato dindtina 1,0 mg/l). La valutazione qualitativa
dei germogli non ha rilevato fenomeni di iperididcio altre malformazioni nei germogli
moltiplicati su M3, che quindi apparivano ben sppati e di dimensioni relativamente piu

grandi, rispetto ai terreni M1 ed M2 (Fig.22).

M1

Figura 22 — Clone LSB40: valutazione degli effetti ormonali: agetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.

TASS0 MEDIO DI TASSQ MEDIO DI PRODUZIONE
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2 I — 2 I -
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0 0 |
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TASSO MEDIO DI INCREMENTO GIORNALIER O
VITRESCENZA MEDIO DI BIOMASSA (P.F.)
4 0.06
: i
0.04
= o
i .
T
C T T 0.00 T T
c M1 M2 M3 M1 M2 M3
D

* Dopo 42 gg di subcoltura, non conteggiando irgegli vitrescenti

Figura 23 — Clone LSB40: valutazione degli effettormonali di 3 differenti substrati di moltiplicazio ne
a base MS.

Clone LSB41
Nel caso del clone LSB421, pur senza differenzeifsigtive tra i tassi di moltiplicazione

al netto dei germogli vitrescenti ottenuti con bswati M2 ed M3 (rispettivamente 3,58 + 0,3 e
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4,13 + 0,4, Fig 24 A), il substrato addizionatoldimg/l di kinetina (M2) ha permesso di
ottenere un tasso di produzione di germogli radiicpiu alto (2,92 + 0,14 contro 2,06 + 0,45,

Fig. 24 B), a fronte di un minor tasso di vitrasza rispetto a M3 (Fig. 24 C) e a un
incremento giornaliero di biomassa confrontabilg (24 D). Dal punto di vista qualitativo, i

germogli moltiplicati sul terreno M2 risultano petthmente sviluppati, senza fenomeni di
iperidricita o assottigliamenti fogliari, a diffevea di quelli moltiplicati su M3, leggermente
vitrescenti (Fig. 25).

TASSOMEDIODI TASSOMEDIODI
MOLTIPLICAZIONE NETTO* PRODUZIONEDI GERMOGLI
5 4 RADICABILI
) - - =
3 -
2 : }_
NN | | RS L
O T | O | |
A M M2 M3 B M1 M2 M3
TASSO MEDIO DI INCREMENTO GIORNALIER O
VITRESCENZA MEDIO DI BIOMASSA (P.F.)
25 0.10
2,0 T 0.08
L oo
9 iy
1.0 — 0.04
05 B — 0.02 «rl
0.0 +==— | 0.00 | |
c M1 M2 M3 D M M2 M3

* Dopo 35 gg di subcoltura, non conteggiando irgegli vitrescenti

Figura 24 — Clone LSB41: valutazione degli effettormonali di 3 differenti substrati di moltiplicazio ne
a base MS.

M1

Figura 25 — Clone LSBA41: valutazione degli effetti ormonali: agetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.
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Clone LSB43
Anche per il clone LSB43 il substrato M2 (con 1,0/hdi kinetina, come fitoregolatore)

ha fornito i risultati migliori sia come tasso dohiplicazione al netto dei germogli vitrescenti
(4,33 £ 0,17 contro 3,67 = 0,44 ottenuto su M3,.F6gA), sia come tasso di produzione di
germogli radicabili (3,39 £ 0,25 contro 2,83 + 0,affenuto su M3, Fig. 26 B), a parita di
incremento giornaliero di biomassa (Fig. 26 D). Badl tasso di vitrescenza é risultato

nettamente piu basso, rispetto al terreno M2 (#gC). Come per il clone precedente, I'analisi

gualitativa ha confermato la migliore conformazianeigorosita dei germogli moltiplicati su

M2, rispetto a quelli moltiplicati sul mezzo M3,rcteggeri sintomi di iperidricita fogliare (Fig.

27).
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* Dopo 28 gg di subcoltura, non conteggiando irgegli vitrescenti

Figura 26 — Clone LSB43: valutazione degli effetti ormonali: agetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.

M1

Figura 27 — Clone LSB43: valutazione degli effetti ormonali: agetto dei germogli moltiplicati su 3
diversi substrati a base MS.
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4.1.3. Prove di moltiplicazionie vitro: valutazione degli effetti vitaminici

Le formulazioni ormonali dei substrati a base M® ¢tanno fornito i migliori risultati
nelle prove di moltiplicaziona vitro M2 (kinetina 1 mg/l), M3 (BA 0.2 mg/l) ed M4 (BA®
mg/l) (Tab. 4) sono state riprodotte in terreni a formulazione (kfglati rispettivamente L2,
L3, L4), priva di alcune vitamine (glicina, acidacetinico, piridossina) e, da alcuni autori
(Harazyet al, 1985), suggerita per la micropropagazione dicgat.. sinuatun), come gia
riferito nell'introduzione. La durata della subaot, in questa seconda serie di esperimenti, &
stata ridotta a circa 30 giorni e, conseguenteménsdcuni casi, i tassi medi di moltiplicazione
e di produzione di germogli radicabili sono ristilf@u bassi rispetto alle prove precedenti sulla
valutazione degli effetti ormonali.

Complessivamente, i dati ricavati delle prove ditmpbcazione sui terreni a base LS (alla
seconda subcoltura), posti a confronto con terféRia identica composizione ormonale, non
mostrano differenze significative né per quantaaigla I'aspetto generale dei germogli (Fig.
28, riferita, a titolo di esempio, al clone LSB4®k per tasso di produzione di germogli
vitrescenti (Tab 12). | dati relativi al tasso doltiplicazione netto non hanno evidenziato
differenze significative o sono risultati miglianei substrati a base LS (cloni LIG19, LSB41,
LSB43, in Tab. 12). Anche per quanto riguardasktadi produzione di germogli radicabili, i
terreni a base LS hanno fornito risultati senzéedshze significative, rispetto ai terreni MS, o
addirittura migliori nei cloni LSB41, LSB43, in Tah2). Analoghe considerazioni valgono per
l'incremento giornaliero di biomassa, che é ridoltsignificativamente superiore con i terreni a
base LS nei cloni LIS30 e LSB41 (Tab. 12).

Possiamo dunque concludere che la ridotta conaote@ di tiamina HCI e I'assenza delle
vitamine glicina, acido nicotinico, piridossina nbanno influito negativamente sull’efficienza
di nessuno dei substrati di moltiplicazione testagntre, in alcuni casi, ha addirittura prodotto
effetti migliorativi sulla qualita e sui tassi diaftiplicazione dei germogli. | substrati piu idonei
per la moltiplicazionein vitro su larga scala dei 6 cloni selezionati sono quinailli a
formulazione LS, evidenziati in grassetto in Tab.12

Figura 28 - Clone LSB40. Valutazione degli effettvitaminici: aspetto dei germogli moltiplicati su M3 (a
base MS) e L3 (a base LS).
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CLONE SUBSTR. T.M. NETTO G. VITRESCENTI [ G. RADICABILI INCR.G. BIOM. (mg)
LIG15 M3 4,72 +0,84 - 1,89 + 0,35 21,1+6,96
L3 5,61 +0,92 - 2,11 +£0,25 20,79 £ 2,13
LIG19 M3 5,5+0,58 - 2,28 + 0,35 28,21 +3,1
L3 6,89 + 0,35 - 2,78 +0,51 29,11 + 4,38
LIS30 M4 10,06 + 1,46 - 4,67 0,5 47,08 +1,02
L4 101 - 4,06 + 0,84 52,77 £ 1,57
LSB40 M3 2,06 + 0,26 1,22 + 0,35 2,06 + 0,26 76,57 + 8,56
L3 1,94 £ 0,26 1,39+0,34 1,94 £ 0,26 65,41 + 20,0
LSB41 M2 1,94 + 0,26 0,61 +0,25 0,94 £ 0,26 29,19 + 4,23
L2 3,44 + 0,96 0,28 +0,1 1,89 +0,42 60,02 + 13,91
LSB43 M2 2,67+0,44 1,06+0,1 1,61+0,35 39,44 £ 40,1
L2 5,28 £0,51 0,17 0,05 3,94 +0,19 43,96 + 6,03

substrati

Tabella 12 - Sinossi degli effetti della composizi@ vitaminica di 3 coppie di
moltiplicazione a identica composizione ormonale fc Tab. 4), su 6 cloni diLimonium: M2, M3 M4 (a base
MS) ed L2, L3, L4 (a base LS). Sono stati valuatatiseguenti parametri: tasso di moltiplicazione ahetto dei
germogli vitrescenti; tasso di germogli totalmentevitrescenti; tasso di produzione di germogli grandiadatti
per la radicazione; incremento giornaliero di biomasa (peso fresco espresso in mg). Subcoltura: cirdégg.

4.1.4. Prove di radicazione vitro: valutazione degli effetti ormonali

LIG15

| dati ottenuti dalle prove di radicazione di LIG46i terreni R2, R3 ed R4 a formulazione
MS (subcoltura: 59 gg) non mostrano tra loro ddfere significative (Fig. 29), attestandosi su
livelli eccellenti per tutti i substrati testatiQ@% di radicazione, assenza di germogli vitrescenti
el/o necrotici in fase di radicazione). Cio conferfodtima attitudine alla radicazioni@ vitro
dei genotipi appartenenti alla classe 1 (paragfat4), come gia osservato nelle prove

preliminari di micropropagazione.

% DI RADICAZIONE MEDIA e eoweaagry T

120% 1 0,012
100%

80% | 0,008

60% - o

40% | ' B (004 §

20%

0% : 0
A R2 R3 R4 B R2 R3 R4

Figura 29 - Clone LIG15. Valutazione degli effettiormonali su 3 diversi substrati di radicazione a bae
MS. La percentuale di germogli vitrescenti o necrdati non & stata mostrata in quanto risultata nullasu tutti
i substrati.
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Dalla valutazione complessiva di tipo qualitatitattavia, il terreno R3 é risultato produrre
germogli radicati migliori sia per il vigore veggte che per lo sviluppo dell’'apparato radicale

(radici corte, numerose e ben formate, Fig. 30).

Figura 30 - Clone LIG15. Valutazione degli effettiormonali: aspetto dei germogli radicati sui substré
a base MS R2, R3 e R4 (dopo 59 gg. di subcoltura).

LIG19

| dati relativi alle prove di radicazione di LIGK® terreni R2, R3 ed R4 a formulazione
MS (subcoltura: 60 gg) mostrano una percentuatadicazione del 100% solo sul terreno R2,
significativamente superiore, tuttavia, solo alodattenuto con il terreno R4 (66,7 + 0.21, Fig.
31). Per quanto concerne l'incremento giornalierbidmassa e la percentuale di germogli
necrotici e/o vitrescenti, non sono state osserd#ferenze significative tra i trattamenti,
tuttavia, dalla valutazione complessiva di tipo lgatvo, il terreno R2 é risultato produrre
germogli radicati migliori sia per il vigore veggte che per lo sviluppo dell’apparato radicale

(radici numerose e ben conformate, Fig. 32).

% DI RADICAZIONE MEDIA INCRENMENTO GIORNALIERD
0.008 MEDIO DI EIOMASSA (P.F.}

0.006

0,004
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Figura 31 - Clone LIG19. Valutazione degli effettiormonali su 3 diversi substrati di radicazione a bae
MS. La percentuale di germogli vitrescenti 0 necrati non € stata mostrata in quanto risultata nullasu tutti
i substrati. La deviazione standard dei valori perentuali & stata calcolata previa trasformazione dedati di
riferimento in radianti ( arcsen).
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Figura 32 - Clone LIG19. Valutazione degli effettiormonali: aspetto dei germogli radicati sui substré
a base MS R2, R3 e R4 (dopo 60 gg. di subcoltura).

LIS30

Nel caso di LIS30, le percentuali di radicaziongliencrementi giornalieri di biomassa piu
alti sono stati ottenuti con i substrati R2 ed Behza differenze significative tra loro (Fig. 33
A). Con il terreno R2, tuttavia, la percentualegdrmogli necrotici e/o vitrescenti e risultata
significativamente piu bassa, rispetto a R4 (F&B3.

Anche la qualita complessiva del germoglio, siaibeigore vegetativo che per lo sviluppo
dell'apparato radicale, € risultata migliore coteiireno R2 rispetto a R3 e a R4, Fig. 34).
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0.000

Figura 33 - Clone LIS30. Valutazione degli effettbrmonali su 3 diversi substrati di radicazione a bae
MS. La deviazione standard dei valori percentuali éstata calcolata previa trasformazione dei dati di
riferimento in radianti ( arcsen).

Figura 34 - Clone LIS30. Valutazione degli effettormonali: aspetto dei germogli radicati sui substré a
base MS R2, R3 e R4 (dopo 60 gg. di subcoltura).
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LSB40

Come gia emerso dalle prove preliminari di propagee, I'attitudine alla radicazionia
vitro delle 3 linee clonali di statice (attribuite alidassi 2 e 3, secondo la classificazione
descritta nel paragrafo 3.3.4) risulta minore tigpealle linee clonali LIG15, LIG19, LIS30,
riferibili al gruppo di specielt. gmelinii /altaica/serotinuf

Per il clone LSB40 la percentuale di radicazionaliaéa superato il 50% soltanto con il
terreno R3 (61,11% + 6,7, Fig. 35 A), sebbene uitbehdo anche i germogli non radicati ma
con presenza di callo rizogeno, in grado di garanina corretta radicazioe&-vitro durante la
fase di acclimatazione, la percentuale salga aB8% + 5,5 (Fig. 35 B).

Il substrato R3 ha fornito i migliori risultati ane per quanto riguarda la percentuale di
germogli necrotici e/o vitrescenti (Fig. 35 C). m¢remento giornaliero medio di biomassa é
risultato significativamente piu alto con i subst@3 ed R4, rispetto al substrato R7. R4,
tuttavia, non ha prodotto alcun germoglio radiodiigy. 35 A). Dal punto di vista qualitativo,
infine, i germogli radicati su R3 sono risultatttaenente migliori rispetto a quelli radicati sugli

altri terreni, sia per il vigore vegetativo che jpesviluppo dell’'apparato radicale (Fig. 36).
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Figura 35 - Clone LSB40. Valutazione degli effettbrmonali su 3 diversi substrati di radicazione a bae
MS. La deviazione standard dei valori percentuali estata calcolata previa trasformazione dei dati di
riferimento in radianti ( arcsen).
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Figura 36 - Clone LSB40. Valutazione degli effettbrmonali: aspetto dei germogli radicati sui substré
a base MS R2, R3 e R4 (dopo 58 gg. di subcoltura).

LSB41

Per il clone di statice LSB41 valgono le stessesm®@razioni fatte per il precedente: anche
in questo caso, infatti, il terreno di radicazid®® é risultato complessivamente il piu efficiente
per quanto riguarda la percentuale di radicazimtta (Fig. 37 A) o comprensiva dei germogli
con callo rizogeno (che, in questo caso, raggiuhd®0%, Fig. 37 B); Il substrato R3 ha
prodotto risultati migliori anche per quanto rigdarla percentuale di germogli necrotici e/o
vitrescenti (nulla su R3, Fig. 37 C), I'incremergmrnaliero di biomassa (Fig. 37 D) e la
qualita complessiva dei germogli radicati (Fig..38)
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Figura 37 - Clone LSB41. Valutazione degli effettbormonali su 3 diversi substrati di radicazione a bae
MS. La deviazione standard dei valori percentuali éstata calcolata previa trasformazione dei dati di
riferimento in radianti ( arcsen).
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Figura 38 - Clone LSB41. Valutazione degli effettbrmonali: aspetto dei germogli radicati sui substré
a base MS R2, R3 e R4 (dopo 61 gg. di subcoltura).

LSB43
Il clone LSB43 ¢ stato I'unico, tra i genotipildmoniumin esame, a mostrare una risposta

alla radicazione migliore sul substrato R4, siaqeanto riguarda la percentuale di radicazione

(Fig. 39 A) che per la percentuale di germogliestenti e/o necrotici (Fig. 39 B). Anche

'analisi delle caratteristiche qualitativa del gpglio, ha evidenziato, in media, un migliore

sviluppo sia dell’'apparato fogliare che radicalé germogli trattati con R4, rispetto a quelli

radicati su R3 e R6 (Fig. 39). L'incremento giorea medio di biomassa non differisce

significativamente tra R4 ed R6, mentre risultalpagso sul terreno R3 (Fig. 39 C).
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Figura 39 - Clone LSB43. Valutazione degli effettbormonali su 3 diversi substrati di radicazione a bae
MS. La deviazione standard dei valori percentuali éstata calcolata previa trasformazione dei dati di
riferimento in radianti ( arcsen).

Figura 40 - Clone LSB43. Valutazione degli effettormonali: aspetto dei germogli radicati sui substré
a base MS R4, R6, R3 (dopo 60 gg. di subcoltura).
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4.1.5. Prove di radicazione vitro: valutazione degli effetti vitaminici

Analogamente a quanto gia effettuato per le provenaltiplicazione, le composizioni
ormonali dei substrati a base MS risultati piuciinti nel promuovere la radicazione delle
selezioni diLimonium (R2: 1 mg/l di IAA; R3:1 mg/l di IBA; R4: 1mg/lidAA + 1mg/l di
IBA, Tab. 5) sono state riprodotte in terreni anfioitazione LS (siglati rispettivamente LR2,
LR3, LR4), al fine di valutare gli effetti della dotta composizione vitaminica sulla
radicazione.

Anche in questo caso i risultati relativi alla gteatomplessiva del germoglio radicato (Fig.
41, relativa, a titolo di esempio, al clone LIG1&l)e percentuali di radicazione e di necrosi e/o
vitrescenza (Tab.13) non hanno mostrato differesngmificative tra le formulazioni MS ed LS.
Per quanto riguarda lincremento giornaliero dirbassa, i substrati a base LS hanno
addirittura fornito valori medi piu alti nel casoldG19 e LSB41 (Tab. 13).

Come per quanto gia osservato relativamente aka dia moltiplicazione (paragrafo 4.1.2)
possiamo concludere che la ridotta concentrazidateminica non influisce negativamente
sull'efficienza di radicazione di nessuno dei stdistvalutati, mentre, in alcuni casi (non
limitati ai cloni di statice), puo addirittura progte effetti migliorativi sullo sviluppo dei
germogli radicati. | substrati piu idonei per laiGazionein vitro su larga scala dei 6 cloni

selezionati sono quindi quelli a formulazione L¥denziati in grassetto in tabella 13.

e e e =

Figura 41 - Clone LIG15. Valutazione degli effettivitaminici: aspetto dei germogli radicati su R3 (a
base MS) e LR3 (a base LS), dopo 61 gg. di subcao#u

1



% % INCR.G.BIOM.
CLONE | SUBSTR. | papicazIONE G. VITRESCENTI (mg)
LIG15 R3 100 +0 0 5,77+ 0,6
LR3 100 0 0 5,68 + 0,83
LIG19 R2 100 +0 0 6,91 + 0,57
LR2 100 0 0 10,37 + 1,46
L1S30 R2 100 £ 0 0 5,26 +0,9
LR2 100 £ 0 0 5,3+ 0,64
| SB40 R3 83,33 + 21,4 30,56 * 9 30,28 + 2,9
LR3 66,67 12,6 33,33 £10,7 26,5+ 4,31
L SB41 R3 100 +0 0 18,06 + 0,52
LR3 100 0 0 33,32 %551
L SB43 R4 88,89 * 16,7 11,11+ 0,96 37,23 £6,07
LR4 83,33 £4,9 16,67 £ 0,27 37,81 £ 13,47

Tabella 13 - Sinossi degli effetti della composizi@ vitaminica di 3 coppie di substrati di radicazone a
identica composizione ormonale (cfr. Tab. 5), su@oni di Limonium: R2, R3 R4 (a base MS) ed LR2, LR3,
LR4 (a base LS). Sono stati valuatati i seguenti pametri: % di radicazione; % di germogli totalmente
vitrescenti 0 necrotici; incremento giornaliero medo di biomassa (peso fresco espresso in mg). Nekca
degli statici (cloni LSB40, LSB41 e LSB43), la % diadicazione € comprensiva dei germogli con formaane
di callo rizogeno in grado di radicare ex-vitro durante I'ambientamento. Subcoltura: circa 60gg. la
deviazione standard dei valori percentuali & stataalcolata previa trasformazione dei dati di riferimento in
radianti (arcsen).

4.1.6. Prove preliminari di radicaziong vitro con aggiunta di ABA al substrato

Dopo una subcoltura di circa 8 settimane, le paglmessiali delle foglioline dei germogli
radicati in presenza di ABA (sui substrati descritt Tab. 7) sono state osservate al
microscopico ottico a 20X e 100X in momenti sucoegsfr. paragrafo 3.3.9).

| risultati, illustrati a titolo di esempio per dlone LSB43 trattato con ABA T0M (Fig.
42), hanno evidenziato un effetto pit 0 meno matcatseconda dei cloni, nel regolare la
chiusura degli stomi, indipendentemente dall’espose al buio o alla luce.

Nel clone LSB43, dopo 72 ore di mantenimento alino dei vasi di coltura aperti, in
modo da bilanciare i valori di U.R. dell’ambientevitro con quelli della camera di crescita, i
germogli non trattati apparivano sofferenti, corfdglie piu esterne avvizzite, in particolare
alle estremita distali (sofferenza riscontratah&nall’analisi microscopica, con la presenza di
molte cellule ipotoniche o danneggiate, e la quasilita degli stomi ancora totalmente o
parzialmente aperti). | germogli trattati con ABA™LM, mostravano sintomi di leggero
awizzimento soltanto alle estremita distali ddlyglie piu grandi. Al contrario, i germogli
trattati con ABA 10" M apparivano inalterati, senza alcun sintomo dijte d’acqua fogliare;
per questi ultimi campioni, I'analisi microscopica evidenziato una chiusura quasi totale nella
maggior parte degli stomi.
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Nel clone LIG15 non & stato possibile valutare inyggli trattati con ABA 1¢ M perché
totalmente necrotici. Da un punto di vista morfatog la differenza tra trattati con ABA o/
e non trattati € risultata piu evidente rispett@lahe LSB43, con particolare riferimento allo
sviluppo fogliare e alle dimensioni dei germogliutfavia, il colore delle foglie e la loro
consistenza non differiva in maniera apprezzalike.formazione dell’apparato radicale &
risultata parzialmente inibita dal trattamento cABA10° M, mentre, in questo caso, la
differenza tra il grado di apertura degli stomittittati e controlli & risultata meno evidente.

Figura 42. Aspetto degli stomi sulla pagina abasd&di germogli di LSB43 radicati in presenza di ABA
10* M disciolto nel substrato di radicazione R4 (fotoA, B, C) a confronto con i germogli non trattati (bto
D, E, F). (subcoltura: 8 settimane. ). Gli stomi st stati fotografati all’apertura del vaso (dopo 1@ di luce e
dopo 3h di buio) e dopo 72 h di esposizione all’'aj in camera di crescita.

In generale, I'aspetto dei germogli e la proporeidra apparato radicale e fogliare hanno
subito notevoli alterazioni nei germogli radicati presenza di ABA (Fig. 43). | germogli
trattati, infatti, hanno prodotto foglioline di afo piu coriaceo, simili a quelle di piantine gia
acclimatate. Limitatamente ai cloni di statice,aouni germogli € stato anche osservato un
abbozzo di stelo fiorale, come risposta fisiologad stress indotto da ABA. Si vedano, a
titolo di esempio, le foto E ed F in figura 43 atele al clone LSB43.

Per tutti i cloni diLimoniumutilizzati cloni, tuttavia, la concentrazione™1® & risultata
troppo elevata, impedendo del tutto la formazionedici (foto C ed F in figura 43, relative ai
cloni LIG15 e LSB43) e, in alcuni casi, provocamzrosi dei germogli.

Con l'eccezione del clone LSB43 (I'unico ad avepdwtto germogli sufficientemente
sviluppati in presenza di ABA TOM) & stato possibile valutare in fase di acclimitae
soltanto i germogli trattati con ABA TOM, vale a dire i cloni LSB43 e LIG15 (cfr. Tab.. 8)
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germogli sono stati ambientati tra dicembre e fatahrin contenitori alveolari “Jiffy-P8t 6 x
6 cm, riempiti con la miscela di substrato BCA uliata la piu efficiente nelle prove di
ambientamento (paragrafo 4.2).

B
|||||||

Figura 43. Aspetto dei germogli di LIG15 (foto A, B C) e di LSB43 (foto D, E, F) radicati
rispettivamente sui substrati R3 ed R4 in assenza ABA (foto A, B), in presenza di ABA 10° M (foto B,C)
ed in presenza di ABA 10 M (foto D, E) disciolto nel substrato di radicazime.

Nonostante gli effetti evidenti del’ABA sulla relgaione stomatica e sulla struttura del
germoglio in fase di radicazione, la prova di amtaenento non ha prodotto alcun
miglioramento dell’adattabilitd alle condizioak-vitro dei germogli trattati con ABA 18-M
rispetto ai controlli in nessuna delle tre condizidi acclimatazione testate.

Dopo 8 settimane, il gruppo posto ad ambientart s@tpposito tunnel ha mostrato una
percentuale di sopravvivenza del 100%, senza diffex apprezzabili tra i trattati e non trattati
né dal punto di vista qualitativo, né dal puntwidia della rapidita di sviluppo.

Nel gruppo sistemato fuori dal tunnel di ambientatoena alla stessa temperatura basale

(14°C) e con la stessa frequenza di nebulizzazitmegercentuale di sopravvivenza si &
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abbassata a circa il 67% per il clone LIG15 e aacit 60% per LSB43, senza differenze
significative tra controlli e trattati.

Nel terzo gruppo, infine, posto ad ambientare imasa@on riscaldata e a regime irriguo
normale, sono sopravvissuti soltanto i germogli IdiG15, con una percentuale di
sopravvivenza intorno all’80%, sia nei trattati ale controlli. Cido &€ probabilmente dovuto
all'origine caucasico-siberiana (cfr. paragrafo.2)2lel gruppo di specid .’ gmelinii/altaicd
cui appartiene il clone LIG15, con una piu elevatsistenza alla basse temperature rispetto alle
specie mediterraneé..sinuatum /bonduelléda cui trae origine I'ibrido LSB43.

Per quanto riguarda i germogli di LSB43 trattath cABA 10 M, sono sopravvissuti
soltanto quelli del gruppo ambientato sotto I'apfostunnel, con una percentuale di
sopravvivenza del 40% e con evidenti riduzioni &drazioni dello sviluppo fogliare, tali da
non risultare idonei per la coltivazione neppure palo 12 settimane dall'inizio
dell’ambientamento (Fig. 44 C).

U sy

A A SRR

Figura 44. Aspetto di germogli di LSB43 radicati inpresenza di ABA 102 (B) e di ABA 104 M (C)
rispetto ai germogli non trattati (A), dopo 12 setimane dall'inizio dell’'ambientamento (foto A, B, C)

4.2. Prove di ambientamento

La percentuale di sopravvivenza, nelle condiziarardbientamento descritte nel paragrafo
3.4, e stata del 100% per tutte le linee clonalitugte le miscele di substrati impiegate (BCA,
TA, CT). Tuttavia, i germogli acclimatati sulla roeda di terricci priva di torba (BCA) sono
risultati generalmente piu rigogliosi, con una pmpia superficie fogliare e di un verde piu
intenso (Figg. 45, 46 ).
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Figura 46 — Aspetto dei germogli dei cloni dLimonium LSB43 (in alto) e LIG15 (in basso) di
ambientati su tre differenti miscele di terricci (CT, CBA, TA).
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La percezione di una maggiore intensita del coliogliare e stata confermata dalle
misurazioni colorimetriche effettuate tramite letudelle coordinate CieLab L*a*b* allo
spettrocolorimetro. In tabella 14 sono mostrataii delativi alle medie delle letture effettuate
su campioni fogliari dei cloni ambientati (2 lettuper 3 foglie per 3 germogli di ciascun
trattamento).

In tutti i campioni ambientati su BCA sono statlevati valori di “L” e di “b”
significativamente piu bassi rispetto alle altrsiteorrispondenti a coordinate colorimetriche
spostate rispettivamente verso toni piu scuri fisilee meno “ingialliti” (Fig. 13). Le letture
della terza coordinata “a” risultano di segno negain tutti i campioni, in quanto collocate

nelle frequenze del verde.

Clone LIG15 Clone LIG19
Mix Mix
TA |43,762a|-8,424a| 18,562 b TA |47,603b| -8,872b| 19,198 b
CT |45,193b|-9,535b| 19,898 a CT |51,001a|-9,451c| 22,561 a
BCA |41,629c|-8,359a| 14,613 ¢c | | BCA |41,096 c| -7,827 a | 13,496 c
Clone LIS30 Clone LSB40
Mix Mix
TA |46,552a|-9,069b| 19,936 a TA |47,383a|-8,880b| 22,418 a
CT |45,477b|-9,496 c| 18,831 b CT |46,882a|-9,709c| 21,161 a
BCA | 40,160 c|-7,983 a| 14,072c || BCA [ 40,327 b|-7,056a| 12,267 b
Clone LSB41 Clone LSB43
Mix Mix
TA |46,990a|-8,987a| 19,781 a TA |51,045a-9,591a| 27,842 a
CT |47,138a|-9,070 a| 20,041 a CT |49,542b|-9,845a| 25,015b
BCA | 43,732 b|-8,938a| 16,811 b || BCA | 47,944 c |-10,224 a| 24,976 b

Tabella 14 - Coordinate CieLab L*a*b* rilevate su @ampioni fogliari di 6 cloni di Limonium ambientati
su 3 diverse miscele di terricci (TA, CT, BCA). Sjnificativita ricavata mediante ANOVA (Test di Student-
Newman-Keuls, con p <0.05).
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Il colore piu intenso e meno tendente al giallo glimogli ambientati sulla miscela BCA
puo essere correlato a una maggiore concentraziondorofilla nei tessuti fogliari. Le
misurazioni delle assorbanze di clorofilla “a” ed” “+"b”, effettuate allo spettrofotometro,
hanno infatti fornito valori significativamente pgiti per la miscela priva di torba (BCA)
rispetto alle altre tesi in 4 dei 6 cloni testdtig; 47). E’ noto che durante I'acclimatazione si
verifica, nelle cellule mesofillo, un incremento | deontenuto di clorofilla “a” e “b”
(Pospisiloveet al, 1999) correlato al progressivo sviluppo deliaté fotosintetica.

La miscela di terricci “BCA”, in virtu della partidare struttura cristallina a elevata CSC
della clinoptinolite e di una maggiore concentraeiodi sostanza organica del compost
“Biomax, associata a un corretto equilibrio treaagi acqua (cfr. paragrafo 3.4), sembra infatti
in grado di garantire una migliore disponibilita @hincipi nutritivi, limitando le perdite dei
nutrienti per dilavamento e riducendo, al contemipaschio di stress idrici (Priset al.,2009).
Durante la delicata fase di acclimatazione cio feee I'adattamento al substrato solido
dell'apparato radicale, consentendo un piu rapiddugpo dell'intero germoglio, con
conseguente incremento dell’attivita fotosintetica.

Anche i dati relativi al peso fresco e secco deglparati radicali e fogliari (Tab. 15)
testimoniano, in generale, un maggiore sviluppogiimogli ambientati su “BCA”, rispetto
alle 2 miscele a base di torba, con le sole ecoedel peso secco di foglie e radici nel clone
LSB41 (in cui non sono state riscontrate differesigmificative tra le medie relative alle 3
miscele di terricci) ed, in parte, dei pesi fresehsecchi degli apparati radicali di LSB43
(risultati significativamente maggiori soltantopetto alla miscela “CT”).

| dati relativi all'area fogliare confermano glifefti positivi del Biomax associato a
clinoptinolite (miscela “BCA”), rispetto alle 2 nisle a base di torba, nello sviluppo

dell’apparato vegetativo per tutti clonildmoniumambientati (Tab. 16).

4.3. Prove agronomiche

| risultati delle prove agronomiche sono stati suidd in due gruppi: 1) cloni LSB40,
LSB41, LSB43 e relative cultivar di riferimento; 2joni LIG15, LIG19, LIS30 e relative
cultivar di riferimento (Tab. 6). Le caratteristeelproduttive, estetiche e biometriche prese in
considerazione, infatti, differiscono notevolmentz le due tipologie dLimonium al punto
che ancora oggi i floricoltori continuano a rifsria essi rispettivamente con i nomi distinti di

“statice” e “limonium”, pur trattandosi di specielth stesso genere.
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Figura 47 - Concentrazioni di clorofilla “a” (a sinistra) e “a” +" b” (a destra) in campioni fogliari
estratti da 6 cloni di Limonium ambientati su 3 diverse miscele di terricci (BCACT, TA). Significativita
ricavata mediante ANOVA (Test di Student-Newman-Kels, con p <0.05).
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CLONE |[MIX |P.F.FG. P.S. FG. P.F. RAD. P.S. RAD.
BCA |2.753 a 0.469 a 0.581 a 0.170 a

LIG15 (CT (0.418c 0.125b 0.113c 0.053 b
TA [0.881b 0.153 b 0.287 b 0.085 b

BCA |3.235 a 0.490 a 0.705 a 0.137 a

LIG19 [CT |0.427b 0.094 b 0.144 b 0.042 b
TA [0.427b 0.117 b 0.221b 0.052 b

BCA |2.345 a 0.337 a 0.834 a 0.118 a

LIS30 [CT |0.570b 0.109 b 0.292 b 0.045 b
TA [0.643b 0.103 b 0.409 b 0.053 b

BCA |2.356 a 0.223 a 0.152 a 0.029 a

LSB40 |CT (0.364 b 0.060 b 0.056 b 0.011b
TA [0.205b 0.035 b 0.046 b 0.007 b

BCA |2.398 a 0.176 a 0.277 a 0.039 a

LSB41 |CT (0.217 b 0.072 a 0.043 b 0.007 a
TA [0.224b 0.035 a 0.069 b 0.014 a

BCA |4.382 a 0.383 a 1.151 a 0.135a

LSB43 |CT ([1.635b 0.195 b 0.575b 0.057 b
TA |1.855b 0.231Db 0.841 ab 0.103 a

Tabella 15 - Peso fresco e peso secco di foglieatlici dei cloni LIS30, LIG19 e LSB43 ambientati s
tre diverse miscele di terricci (TA, CT, BCA). Sigiificativita ricavata mediante ANOVA (Test di Studert-

Newman-Keuls, con p <0.05).

CLONE |MIX AREA FOGLIARE
BCA 123.837 a
LIG15 |CT 23.846 b
TA 41.024 b
BCA 120.173 a
LIG19 |CT 18.234 ¢
TA 28.283 b
BCA 81.311 a
LIS30 |CT 22.263 b
TA 24.825 b
BCA 51.872 a
LSB40 |CT 9.336 b
TA 5.082 b
BCA 54.526 a
LSB41 |CT 9.023 b
TA 5.999 b
BCA 141.155 a
LSB43 |CT 50.152 b
TA 55.66 b

Tabella 16 - Area fogliare totale, espressa in ¢m di 6 cloni diLimonium ambientati su 3 diverse

miscele di terricci (TA, CT, BCA). Significativita ricavata mediante ANOVA (Test di Student-Newman-
Keuls, con p <0.05).
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1) Gruppo “statice”.

Le piante sono state poste a dimora il 21 aprilEl2@ sono andate a fiore tra la prima e la
terza settimana di giugno. Il clone LSB43, comsua cultivar di riferimento ‘Lemon Wind¥’
nelle condizioni descritte nel paragrafo 3.5 éaatin produzione dopo circa 6 settimane dal
trapianto. | cloni LSB40 e LSB41, invece, hannotavhisogno di 8 settimane, 2 in piu sia
rispetto a LSB43 che alle rispettive cultivar ingage come testimoni ‘Barbie Wings'e
‘Cherry Wings®.

La prima prova agronomica e stata effettuata gjizgno 2100, quando tutti i cloni erano in
piena fioritura, su steli di standard commercialecolti allo stesso stadio di maturazione. Altre
due prove sono state effettuate alle rimonte ssosmsl 28 luglio ed il 21 settembre

| grafici A, C, E, in Fig. 49, mostrano i dati r8la alla produzione media annuale di steli
ed ai principali parametri biometrici rilevati stioni LSB40, LSB41 e LSB43 (istogrammi in
azzurro) a confronto con quelli ricavati dalle tudt di riferimento ‘Barbie Wing§', ‘Cherry
Wings™ e ‘Lemon Wings® (istogrammi di colore violetto, rapportati a 10D)alori assoluti
delle medie sono riportati alla base degli istogram grafici D,E,F mostrano in dettaglio i dati
di produzione stagionale dei cloni selezionati LBBUSB41 e LSB43 a confronto con quelli
ricavati dalle 3 cultivar di riferimento (numero die di steli prodotti nella 1°, 2° e 3° raccolta.

Per quanto riguarda le rese produttive annualipnid_-SB40 e LSB43 hanno fornito dati
significativamente superiori rispetto alle cultivdr riferimento ‘Barbie Wings’ e ‘Lemon
Wings™ (47,84+4,14 steli/anno contro 32,44+5,87 e 37,943 5teli/anno contro 22,67+2,03,
rispettivamente), con particolare riferimento ati delativi alla produzione estiva (28 luglio,
grafici B e D, in Fig. 49). Tra i dati di produzerrelativi al clone LSB41 e alla cultivar
‘Cherry Wings® non sono emerse differenze significative.

Il clone LSB40 ha fornito risultati migliori, risp@ al testimone, anche per quanto riguarda
i principali parametri biometrici (Fig. 49 A), comna lunghezza media dello stelo
rispettivamente di 62,23+2,86 cm contro 52,78+2,88, peso fresco medio per stelo di
37,06%6,24 g contro 4,86%5,66 ed un numero medramificazioni fiorite per infiorescenza di
10,07+£1,4 contro 7,18%1. Il numero medio di ranafioni per infiorescenza e risultato
maggiore rispetto alle cultivar di riferimento aedn LSB41 ed in LSB43, mentre per tutti gli
altri parametri non sono state osservate differasigmficative (Fig 49, C, E).

In tabella 17 sono riportati i dati relativi ad ahe descrittori biometrici qualitativi ed
estetici recepiti dai questionari tecnici UPOV [gerichiesta di privativa varietale simonium

(UPOV, 1999) e dall'esperienza di operatori detaet(cfr. paragrafo 3.5). In generale si puo

87



osservare una certa omogeneita dei dati, ripamtitiassi, tra le 3 selezioni del CRA-VIV e le
relative cultivar di riferimento. Per quanto sittrén parte di valutazioni soggettive, collegate a
tendenze del mercato a loro volta influenzate denazdi marketing, le combinazioni
cromatiche di calice e corolla dei cloni LSB40, |H8Be LSB43 (Tab. 17, Fig. 48) risultano
potenzialmente piu appetibili per il mercato, quaatoriginalita e valenza estetica, rispetto alle
3 cultivar di riferimento. Al contrario, la struttudell'infiorescenza (Tab. 17 e Fig. 48) risulta
di qualita superiore nelle cultivar ‘Cherry Win§s ‘Lemon Wings® rispetto ai cloni LSB41 e
LSB43, in quanto le spighe del tipo “4” soddisfamienamente le esigenze del mercato del

fiore reciso (cfr. Fig. 15).

LSB43 \Il_vlfltl/lc?sl\g LSB40 %ﬁgf@) LSB41 S\;'Ezzg

Colore calice Giallo chiaro | Giallo chiaro | Violetto chiaro| Lilla chiaro Rosso Fucsia
amaranto

Colore corolla Giallo oro panna bianco bianco [ Giallo chiaro| Bianco
Alatura 1 2 3 3 2 1/2
Rigidita di stelo 4 4 4 4 4 4
Distribuz. infioresc. 2 3 3 2 2 3
Struttura infioresc. 2 4 3/7 3/6 2 2/4

Legenda:

Alatura: 1: assente o molto stretta; 2: stretta; 3: medilgrda; 5: molto larga.

Rigidita di stelo: 1: 0-30° (poco rigido); 2: 30-60° (mediamented®;; 3: 60-90° rigido); 4: 90° (molto rigido).

Distribuzione infiorescenze:spighe distribuite ed orientate su: 1) molti pidiviersi; 2) pochi piani diversi;3) circa sullo s¢e piano.

Struttura infiorescenza:1) corta e lassa; 2) corta e densa; 3) piccolaettas 4) grande, piatta e densa; 5) molto lasseegolare; 6)
grande e molto allungata; 7) spiga piena, denkmgdta.

Tabella 17 — Parametri biometrici qualitativi, suddvisi in classi, impiegati nella valutazione
agronomica dei cloni di statice LSB40, LSB41 e LSB4a confronto con le 3 cv commerciali rispettivamete
impiegate come testimoni (in grigio).

, = {

[ ; o - # S I ;
BARBIE CHERRY
LSB40 WINGS® LSB41 WINGS®

Figura 48 — Confronto tra la conformazione, le comimazioni cromatiche e le dimensioni di
infiorescenza e spiga terminale nei cloni di statec LSB40, LSB41 e LSB43 rispetto alle cv di riferimnto
‘Barbie Wings’ ®, ‘Cherry Wings’ ®e ‘Lemon Wings’ ®.
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PRODUZIONE MEDIA ANNUALE PRODUZIONE MEDIA
E PRINCIPALI DATI BIOMETRICI STAGIONALE DI STELI

—
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Figura 49 — A, C, E: Produzione media annuale di sti e dati relativi ai principali parametri biometr ici
a confronto tra i cloni di statice LSB40, LSB41 ¢ SB43 e le cv di riferimento ‘Barbie Wings’®, ‘Cherry
Wings’ ®e ‘Lemon Wings' ®. | dati relativi alle cv di riferimento sono rapportati a 100. | valori assoluti sono
riportati alla base dei relativi istogrammi. B, D, F: Dati relativi alla produzione media di steli nela 1°, 2° e
3° raccolta a confronto tra le suddette linee di sttice.

1) Gruppo “limonium”.
Come nel caso degli statici, le piante apparterantioni LIG15, LIG19, LIS30 ed alle 3

cultivar impiegate come testimoni sono state pasd@nora il 21 aprile 2011. Poiché le specie
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e gli ibridi di questo gruppo raggiungono la conwléoritura soltanto I'estate successiva al
trapianto, i dati relativi alla produzione mediagibnale ed annuale non sono stati valutati (la
prova agronomica sara completata nell'ultimo anelopdogetto “NewVarltaly”, durante estate
2012). Sui campioni di steli raccolti in ottobreufdnte la prima, parziale fioritura di ogni
clone), e stato tuttavia possibile raccogliereti b@metrici e qualitativi illustrati in figura 5@

in tabella 18.

| grafici A, C, E (Fig. 51), mostrano i dati biomiet relativi all'intera infiorescenza (stelo),
mentre i grafici D,E,F mostrano i dati relativi ealcaratteristiche fiorali. Per facilitare il
confronto, avendo a che fare con scale e unitaislinm diversificate, i dati riferiti alle cultivar
di riferimento ‘Safor& purple’, ‘Safor& blue’ e ‘Safor& dark blue’ sono stati rapportati a 100
(istogrammi di colore violetto). | valori assolutelle medie e le relative unita di misura sono
riportati alla base degli istogrammi.

Per quanto riguarda i rilievi biometrici effettuatull’intero stelo, i cloni LIG15 e LIS30
hanno fornito risultati nettamente migliori, risfgeai testimoni, per il peso fresco (90,4+20,4 g
contro 20,38+3,9 e 77,1+20,1 g contro 20,6+5,§atsvamente) e, in misura minore, per il
numero di ramificazioni per stelo (18,8+4,02 coni®,2+1,1 e 16,4+1,5 contro 13,2+1,1,
rispettivamente) e per il diametro del peduncola &lase (7,14+1,25 contro 4,66+£0,42 e
6,9+0,8 contro 4,0+0,7, rispettivamente). L'alteziel peduncolo al primo nodo € invece
risultata significativamente maggiore nelle 2 aatitestimoni ‘Saforapurple’ e ‘Safor8 dark
blue’ . La cultivar ‘Safor8 purple’ ha prodotto anche steli significativamenpié lunghi
(75,7+£3,1 cm contro 62,8£3,9) rispetto a LIG15. Rainfronto tra LIG19 e la rispettiva
cultivar di riferimento ‘Saford blue’, il clone selezionato dal CRA-VIV ha prodotsteli
mediamente piu lunghi e con il primo nodo collocatan’altezza maggiore dal suolo, mentre
per gli altri parametri non sono state riscontdiferenze significative.

Dai rilievi biometrici effettuati sui fiori emergena netta superiorita del clone LIS30
rispetto alla cultivar di riferimento ‘Safdtadark blue’ per quanto riguarda la densita di
fioritura (numero totale di fiori aperti sui 3 cnsthli della spiga: 13,4+2,07 contro 5,5%1,52)
ed il parametro assunto a indice di persistenzi&adtdsi (rapporto tra il numero di fiori aperti
e il numero totale di fiori sui 3 cm distali delipiga: 0,21+0,05 contro 0,11+0,02); anche |l
diametro della corolla € risultato leggermente nagg(5,66+0,15 mm contro 4,84+0,05),
fornendo un ulteriore contributo alla “ricchezzaintplessiva dell'infiorescenza. Al contrario,
il clone LIG15 ha prodotto dati di minore qualitapetto al testimone ‘Safdtgurple’ per
guanto riguarda la densita di fioritura della spi2+0,84 contro 9,4+1,14), I'indice di
persistenza dell’antesi (0,09+0,01 contro 0,23tP&Ht il diametro del calice (1,86+0,09 mm
contro 2,9+0,22), mentre, per quanto riguardadahuitro della corolla, il dato medio € risultato
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migliore (5,28+0,08 mm contro 4,94+0,25). In unaiene d’insieme, tuttavia, la maggiore
robustezza del peduncolo, il maggior numero di ranie corolle piu grandi, conferiscono
all'infiorescenza di LIG15 un aspetto piu floridovegoroso rispetto al testimone (Fig. 50)
nonostante una minore densita delle singole sdighai. | parametri qualitativi (Tab. 18) non
hanno evidenziato differenze di particolare rilieva i cloni selezionati dal CRA-VIV ed i

rispettivi testimoni, fatta eccezione per una ménqresenza di rami sterili nei primi e,

limitatamente al clone LIG9, per il profumo menaeastevole rispetto alla cv ‘Safétalue’.

® ® ®
LIG19 SAFORA LIS30 SAFORA LIG15 SAFORA
BLUE DARK BLUE PURPLE
Colore calice lilla chiaro lilla violetto lilla chiaro bianco venato lilla ch. venato
Colore corolla viola viola acceso blu/viola viola scuro violetto viola / porpora
Caducita fiori scarsissima scarsissima scarsa scarsa scarsissima scarsissima
Profumo molto leggero sgradevole Marcato, ma leggero leggero leggero
gradevole
Rigidita stelo rigido rigido molto rigido molto rigido molto rigido molto rigido
Rami sterili quasi assenti scarsi quasi assenti scarsi guasi assenti scarsi

Tabella 18 — Parametri biometrici qualitativi, suddvisi in classi, impiegati nella valutazione
agronomica dei cloni di Limonium LIG19, LIS30 E LIG15 a confronto con le 3 cv rispeivamente
impiegate come testimoni (in grigio).

Figura 50 — Confronto tra la conformazione, le comimazioni cromatiche e le dimensioni di
infiorescenza e spiga terminale nei cloni diimonium LIG15, LIG19 e LIS30 rispetto alle cv di riferimento
‘Safora® purple’, ‘Safora® blue’ e ‘Safora® dark blue’.
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Figura 51 — A, C, E: dati relativi ai principali parametri biometrici rilevati sulle infiorescenze (seli) a
confronto tra i cloni LIG15, LIG19 e LIS30 e le cvdi riferimento ‘Safora® purple’, ‘Safora® blue’ e
‘Safora® dark blue’. | dati relativi alle cv di riferimento sono rapportati a 100. | valori assoluti sono

riportati alla base dei relativi istogrammi. B, D, F: dati relativi ai principali parametri biometrici

sui fiori .

rilevati
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4.4. Caratterizzazione molecolare

Un requisito fondamentale per la realizzaziondimgerprinting chiari ed affidabili e il
livello di purezza ottenuto con l'estrazione del ®Nsotto questo aspetto, le specie botaniche
e, a maggior ragione, gli ibridi dimonium,rappresentano un materiale vegetale di non facile
caratterizzazione. La particolare complessita gemetlel genere (cfr. paragrafo 1.2.1) in
aggiunta alla notevole variabilita di fattori co@econsistenza fogliare o la presenza di cere
cuticolari, rendono generalmente il DNA di partenzalto eterogeneo, sia sotto il profilo della
gualita (per la possibile contaminazione da parterdteine e polisaccaridi) sia per le rese
guantitative. Al fine di limitare al massimo il cisio di restrizioni parziali, con conseguente
formazione di artefatti e bande aspecifiche in grati compromettere ['affidabilita del
fingerprinting, sono stati applicati protocolli gia messi a purniospecie diimonium(Teani,
2011), che hanno consentito di ottenere profilidssfdcenti in tutte le fasi delle analisi AFLP.

Sebbene la presenza di uno specifico passaggioudficpzione tramite colonnine
“QIAshreddet, comprese nel kit di estrazione, abbia limitadoclontaminazione da parte di
proteine, come indicato da una limitata presenzendiarnei profili elettroforetici ottenuti su
gel di agarosio, si e reso necessario effettudnézitini differenziate del DNA da sottoporre a
restrizione, in quanto le letture al fluorometraicavano valori eccessivamente eterogenei
(Tab. 19).

Per tutti i campioni di DNA i profili elettroforeti di verifica ottenuti dai ristretti/legati
hanno mostrato chiaramente la presenza di una bratedevamente netta, con peso molecolare

uniforme, che rappresenta i frammenti generatarfate di restrizione (Fig. 52).

LINEE CLONALI pg / mi DILUIZIONE
LIG19 15.4 n.d.
SAFORA BLUE 23.7 1:2
LIG15 18.9 n.d.
SAFORA PURPLE 27.1 1:2
LIS30 39.4 1:3
SAFORA DARK BLUE 33.6 1:3
LSB40 53.9 15
‘BARBIE WINGS’ 58.5 15
LSB41 96.4 1:9
‘CHERRY WINGS’ 142 1:10
LSB43 153 1:10
‘LEMON WINGS’ 110 1:10

Tabella 19 — Concentrazioni del DNA nei campioni éstti nel dicembre 2011 (letture effettuate con
Qubit® 2.0 Fluorometer) e diluizioni effettuate.
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Figura 52 — Profilo elettroforetico di 12 campioniristretti/legati di Limonium su gel di agarosio (0,5%).

Le miscele di preamplificazione e di amplificaziogpeno state preparate utilizzando una
master mixgia pronta, completa di TAq polimerasi (Qiagdiop Taqg Master Mi, piu rapida
ed economica (non comportando alcun spreco di rBdgemeno soggetta a errori in quanto,
dovendo operare con singole micropipette, il nunaemassaggi si riduce considerevolmente.

| profili elettroforetici di verifica, ottenuti sujel di agarosio 0,5%, mostrano patterndi
bande omogeneo per tutti i campioni, confermandocdaretta esecuzione dei cicli di
preamplificazione e di amplificazione, senza evmiame bande aspecifiche imputabili a
possibili errori di restrizione (Figg. 53, 54).

Figura 53 — Profilo elettroforetico dei preamplificati di Limonium su gel di agarosio (0,5%).

Figura 54 — Profilo elettroforetico degli amplificai di Limonium (mix n. 3b, con i campioni di DNA
estratti in dicembre 2012) su gel di agarosio (0,5%
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Le corse elettroforetiche verticali su gel di potimmmide, colorate con la tecnica del
silver staining sono risultate di qualita elevata, con una rizolue tale da permettere
individuazione di bande comprese tra 15 e 1000(lBig. 55 A). Tuttavia, per limitare il
rischio di includere artefatti o bande aspecificted conteggio delle bande polimorfiche, si é
ritenuto opportuno effettuare Broringin unrangedi sicurezza compreso tra 75 e 500 bp, in
accordo con esperienze (ingerprinting AFLP su Limonium riportate dalla letteratura
(Palacioset al, 1999), considerando la presenza comunque eldvptdimorfismi (Fig. 55 B).

Una volta effettuato Igcoringdi tutti i profili elettroforetici ottenuti dai capioni di DNA
estratti nell’agosto 2014l fine di valutare il grado di informativita deli combinazioni di
primer testate (Tab. 8), per ogni coppia di genotipi afmmto (clone selezionato / cultivar di
riferimento) sono stati conteggiati: il numero tetdi bande rilevate; il numero totale di bande
polimorfiche; il numero di bande comuni ai due ggnpil numero di bande polimorfiche
esclusive dell’uno o dell’altro genotipo; il rapportra il numero dei polimorfismi e il numero
delle bande totali ed il relativo valore percentu@lab. 20).

Nel rangepreso in considerazione perdooring (75-500 bp), le 6 coppie @rimer testate
hanno fornito dei polimorfismi per ciascuna delledppie di genotipi dLimoniuma cui sono
state applicate, in numero variabile da 3 a 36 ® percentuali comprese tra il 5,36% ed
56,25% sul numero totale delle bande, a secondde debmbinazioni (Tab. 20).
Complessivamente, le 3 coppie glimer risultate maggiormente informative sui 12 cloni
analizzati (sia come qualitd e numero totale dideasia come percentuale di polimorfismi sul
totale delle bande) sono risultate la n. 1, la .18 n. 4 della tabella 8, i cui valori sono stati
evidenziati in arancio in tabella 20.

Le suddette coppie dirimer sono quindi state impiegate per una replica datialisi
AFLP, effettuata in dicembre 2011, su campioni lestratti da piante diverse degli stessi
12 cloni diLimonium precedentemente analizzati. | dati ottenuti dastm nuova serie di
analisi sono stati trasformati in matrici binarie, confrontati e con i dati ricavati dalla
precedente serie di analisi, secondo quanto desngt paragrafo 3.6, allo scopo di verificare |l
grado di affidabilita e ripetibilita della tecniepplicata.

| risultati sono stati illustrati e discussi sefgiamaente per ciascuna delle coppie di genotipi

(clone selezionato / cultivar di riferimento) azakte.
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Figura 55 — Esempi di profili elettroforetici di 12 cloni di Limonium su gel di poliacrilammide colorati
con la tecnica delsilver staining. A: scansione totale di 12 campioni (estrazione DNagosto 2011) con la
combinazione diprimer n. 4 (Tab. 8), pit il mix di 2marker prodotti da Fermentas Gene Ruler™ 100bp
DNA Ladder e Gene Ruler™ Ultra Low Range DNA Ladder) in grado di verificare il peso molecolare delle
bande da 10 a 1000 bp (prima colonna a sinistra);:Bcoring dei polimorfismi all'interno del range 75-500
bp con la combinazione dprimer n. 3 (Tab. 8). Estrazione DNA del dicembre 2011.
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LIG19 / SAFORA BLUE
MSE: CAC | MSE: CTC | MSE: CTG | MSE: CTT | MSE: CTG | MSE: CAT
ECO: ACT | ECO: AGT | ECO: AGG | ECO: ACC | ECO: AAC | ECO: ACA

COPPIE PRIMER

S @ |TOTALI 49 35 67 69 43 56
o> | COMUNI 24 23 44 38 40 53
85 [Lc1e 13 1 8 9 0 1
=™ |sAFORA® BLUE 12 11 15 22 3 2
N. POLIM. / N. BANDE TOT. [ 25/49 12/35 23/67 31/69 3/43 3/56

% POLIM. / BANDE TOT. 51,02% | 34,29% | 34,33% | 44,93% | 6,98% 5,36%

LIG15/ SAFORA PURPLE
MSE: CAC | MSE: CTC | MSE: CTG |MSE: CTT | MSE: CTG | MSE: CAT
ECO: ACT | ECO: AGT | ECO: AGG | ECO: ACC | ECO: AAC | ECO: ACA

COPPIE PRIMER

~ o |TOTALI 56 34 64 63 44 51
§Z | COMUNI 24 22 28 32 39 45
85 |LIG15 12 3 17 15 1 5
=™ [SAFORA® PURPLE 5 9 19 16 4 1
N. POLIM. /N. BANDE TOT. | 17/56 | 12/34 | 36/64 | 31/63 5/44 6/51

% POLIM. / BANDE TOT. 30,36% | 35,29% | 56,25% | 49,21% | 11,36% | 11,76%

LIS30 / SAFORA DARK BLUE
MSE: CAC |MSE: CTC | MSE: CTG |MSE: CTT | MSE: CTG [ MSE: CAT
ECO: ACT | ECO: AGT | ECO: AGG | ECO: ACC | ECO: AAC | ECO: ACA

COPPIE PRIMER

S w |TOTALI 59 43 65 62 47 49
& JZ> COMUNI 36 30 32 38 44 41
§ o [LIS30 18 6 15 14 1 4
S ™ |SAFORA® DARK B. 5 7 18 10 2 4

N. POLIM. / N. BANDE TOT. 23/59 13/43 33/65 24162 3/47 8/49
% POLIM. / BANDE TOT. 38,98% | 30,23% | 50,77% | 38,71% | 6,38% | 16,33%

LSB40/BARBIE WINGS
MSE: CAC |MSE: CTC | MSE: CTG |MSE: CTT | MSE: CTG [ MSE: CAT
ECO: ACT | ECO: AGT | ECO: AGG | ECO: ACC | ECO: AAC | ECO: ACA

COPPIE PRIMER

~o |TOTALI 59 40 61 78 47 54
$= [COMUNI 48 36 46 68 38 45
S5 |LsB40 5 2 10 3 6 5
=™ [BARBIE WINGS® 6 2 5 7 3 4
N. POLIM./N. BANDE TOT. | 11/59 | 4/40 | 15/61 | 10/78 | 9/38 9/54

% POLIM. / BANDE TOT. 18,64% | 10,00% | 24,59% | 12,82% | 19,15% [ 16,67%

LSB41/CHERRY WINGS
MSE: CAC |MSE: CTC | MSE: CTG |MSE: CTT | MSE: CTG [ MSE: CAT
ECO: ACT | ECO: AGT | ECO: AGG | ECO: ACC | ECO: AAC | ECO: ACA

COPPIE PRIMER

~m |TOTALI 49 38 58 65 46 47
$Z [COMUNI 39 32 43 56 28 43
85 [LsB41 4 0 7 3 10 2
=M |CHERRY WINGS® 6 6 8 6 8 2

N. POLIM. / N. BANDE TOT. 10/49 6/38 15/58 9/65 18/46 4/47
% POLIM. / BANDE TOT. 20,41% | 15,79% | 25,86% | 13,85% | 39,13% | 8,51%

LSB43 /LEMON WINGS
MSE: CAC | MSE: CTC | MSE: CTG | MSE: CTT | MSE: CTG | MSE: CAT
ECO: ACT [ ECO: AGT | ECO: AGG | ECO: ACC | ECO: AAC | ECO: ACA

COPPIE PRIMER

~o |TOTALI 66 34 69 70 49 53
&> [COoMUNI 53 26 58 59 39 46
85 |[LsB43 9 2 3 7 4 5
=™ |LEMON WINGS® 4 2 8 4 6 2
N. POLIM. / N. BANDE TOT. | 13/66 4/34 11/69 | 11/70 | 10/49 7/53

% POLIM. / BANDE TOT. 19,70% | 11,76% | 15,94% | 15,71% | 20,41% | 13,21%

Tabella 20 — Risultati delloscoring dei profili elettroforetici effettuati sui campioni di DNA estratti in
agosto 2011, utilizzando 6 diverse combinazioni dirimer (Tab. 8). Le colonne evidenziate in arancio
indicano i valori ottenuti con le combinazioni diprimer risultate complessivamente piu informative.
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LIG19 / ‘Safor& blue’.

La prima serie di analisi AFLP, su campioni estratt agosto, ha evidenziato una
percentuale di bande polimorfiche particolarmenévata con tutte e tre le coppie mhmer
selezionate [51,02% con la mix n. 1 (MSE-CAC/EEOT); 34,33% con la mix n. 3 (MSE-
CTG/ECO-ACC) e 44,93% con la mix n.4 (MSE-CTT/EC@®), su un numero di bande
totali individuate nefrange 75-500 bp rispettivamente di 49, 67 e 69, comecaid in tabella
20]. | dati della prima estrazione (riportati tabella 21 nelle prime 2 colonne a sinistra di
ciascuna matrice, contrassegnate il numero comggute alle combinazioni grimer seguito
dalla lettera A) sono stati sostanzialmente conddiraialle analisi replicate nel dicembre 2011
(dati riportati nelle due colonne a destra di aigscmatrice, contrassegnate con la lettera B).

Il numero delle bande polimorfiche non confermagilan replica delle analisi AFLP e
risultato estremamente basso (righe evidenziatesso in tabella 21): 1 su 25, 1 su 23 e 1 su
31, rispettivamente con le mix 1, 2 e 3). La preseti un numero non significativo di bande
polimorfiche tra le repliche puo essere attribdtframmenti di DNA aspecifici, amplificati
dalla taq polimerasi, o all’esistenza di una minwvaaiabilita somaclonale tra individui diversi
all'interno dello stesso clone. In ogni caso, &stormazione irlustergerarchici realizzati con
il pacchetto “PVCLUST” del softwarepen sourcéR” ha confermato la netta separazione tra i
profili elettroforetici del clone LIG19 e quelli Helone di controllo SaphofaBlue, con valori
di “p-value AU (Approximately Unbised) e BPRrobability Bootstrap del 100% (Fig. 56).

LIG15 / ‘Safor& purple’.

Anche in questo caso le analisi AFLP effettuatéaspiima serie di campioni (estratti in
agosto), hanno evidenziato una percentuale di bpalii®orfiche molto elevata con tutte e tre
le coppie diprimer selezionate [30,36% con la mix n. 1 (MSE-CAC/EEQT); 56,25% con
la mix n. 3 (MSE-CTG/ECO-ACC) e 49,21% con la mid fMSE-CTT/ECO-ACC), su un
numero di bande totali individuate mainge 75-500 bp rispettivamente di 56, 64 e 63, come
indicato in Tab. 20]. Con questa combinazionprdner, i dati della prima estrazione (riportati
nelle prime 2 colonne a sinistra di ciascuna matrontrassegnate con la lettera A) in Tab.22,
sono stati totalmente confermati dalle repliche dieembre 2011 (dati riportati nelle due
colonne a destra di ciascuna matrice, contrassegoatla lettera B).

La trasformazione incluster gerarchici realizzati con il pacchetto “PVCLUSTa h
confermato la netta separazione tra i profili ebdtiretici del clone LIG15 e quelli del clone di
controllo ‘Safor& purple’, con valori di p-valu¢ AU (Approximately Unbised) e BP
(Probability Bootstrap del 100% (Fig. 56).

LIS30 / ‘Safor& dark blue’
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Come per i cloni precedenti, le analisi AFLP effate sulla prima serie di campioni hanno
evidenziato una percentuale di bande polimorficludtanelevata con tutte e tre le coppie di
primer selezionate [39,38% con la mix n. 1 (MSE-CAC/EEQT); 50,77% con la mix n. 3
(MSE-CTG/ECO-ACC) e 38,71% con la mix n.4 (MSE-CETO-ACC), su un numero di
bande totali individuate nelnge 75-500 bp rispettivamente di 59, 65 e 62, coméatd in
Tab. 20]. Con le combinazioni girimer n. 1 e n. 4 i dati della prima estrazione sonaoi stat
totalmente confermati dalle repliche del dicembfd12 mentre con la mix n. 3 sono state
riscontrate appena 2 bande polimorfiche tra leickel(righe evidenziate in rosso, in Tab. 23),
contro 33 su 65 tra il campione ed il testimone. ttasformazione incluster gerarchici
realizzati con il pacchetto “PVCLUST” ha confermad netta separazione tra i profili
elettroforetici del clone LIS30 e quelli di ‘Saf6rdark blue’, per tutte e tre le combinazioni di
primer valutate, con valori dig-valué AU (Approximately Unbised) e BP Rrobability
Bootstrap del 100% (Fig. 56) .

LSB40 / ‘Barbie Wings®

Le analisi AFLP effettuate sulla prima serie di ggoni del gruppo degli statici hanno
evidenziato una percentuale di bande polimorfichediamente inferiore rispetto agli altri
genotipi diLimonium Nel caso della coppia LSB40 / ‘Barbie Wingston la mix n. 1 (MSE-
CAC/ECO-ACT) é stata riscontrata una percentualealimorfismi pari al 18,64% delle
bande; la percentuale e salita al 24,59% con laimB& (MSE-CTG/ECO-ACC) e si e fermata
al 12,82% con la mix n.4 (MSE-CTT/ECO-ACC), su namero di bande totali individuate nel
range 75-500 bp rispettivamente di 59, 61 e 78, (Tabh. €0n la combinazioni gprimern. 4 i
dati della prima estrazione sono stati totalmewotefermati dalle repliche del dicembre 2011,
mentre con le mix n. 1 e n. 3 é stata osservatabamda polimorfica tra le repliche (righe
evidenziate in rosso, in Tab. 24), contro 11 e @bnrfismi osservati tra il campione ed il
testimone. La trasformazione ahuster gerarchici realizzati con il pacchetto “PVCLUSTA h
comunque confermato la netta separazione tra ilipetdttroforetici del clone LSB40 e quelli
di ‘Barbie Wings®, per tutte e tre le combinazioni pliimer valutate, con valori dig-valu¢
AU (Approximately Unbised) e BPRrobability Bootstrap del 100% (Fig. 56).

LSB41 / ‘Cherry Wings”

Per la coppia LSB41 / ‘Cherry Win§sle analisi AFLP effettuate sui campioni estratti in
agosto hanno evidenziato, con la mix n. 1 (MSE-GXTD-ACT), una percentuale di bande
polimorfiche pari al 20,41% delle bande; anche umesio caso la percentuale e salita
(attestandosi al 25,86%) con la mix n. 3 (MSE-CTGIEACC) per scendere di nuovo
(13,85%) con la mix n.4 (MSE-CTT/ECO-ACC), su unnrero di bande totali individuate nel
range 75-500 bp rispettivamente di 49, 58 e 65 (Tab. 2on la combinazioni girimern. 3 i
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dati della prima estrazione sono stati totalmewotegfermati dalle repliche del dicembre 2011,
mentre con le mix n. 1 e n. 4 sono state osserisggettivamente 1 e 3 bande polimorfiche tra
le repliche (righe evidenziate in rosso, in Tab), 26ntro 15 e 9 polimorfismi osservati tra il
campione ed il testimone. La trasformazioneclmster gerarchici realizzati con il pacchetto
“PVCLUST” ha comunque confermato, anche in queithd caso, la netta separazione tra i
profili elettroforetici del clone LSB41 e quelli diCherry Wings®, per tutte e tre le
combinazioni diprimer valutate, con valori dip-valué AU (Approximately Unbised) e BP
(Probability Bootstrap del 100% (Fig. 56).

LSB43 / ‘Lemon Wings”

Nel caso della coppia LSB43 / ‘Lemon Winfston la mix n. 1 (MSE-CAC/ECO-ACT)
€ stata osservata una percentuale di polimorfisarigd 19,7% delle bande; la percentuale é
scesa al 15,94% con la mix n. 3 (MSE-CTG/ECO-ACE&)aitestarsi al 15,71% con la mix n.4
(MSE-CTT/ECO-ACC), su un numero di bande totaklividuate nelrange 75-500 bp
rispettivamente di 66, 69 e 70, (Tab. 2D)dati ottenuti dalla prima estrazione sono stati
ampiamente confermati dalle repliche del dicemb@412 con la presenza di un solo
polimorfismo tra le repliche con le mix n. 1 e &(righe evidenziate in rosso, in Tab. 26),
contro 13 e 11 polimorfismi osservati tra il cammmoed il testimone, e di 4 polimorfismi
contro 11 con la mix n. 4. La trasformazioneclaster gerarchici realizzati con il pacchetto
“PVCLUST” ha comunque confermato, anche in questhd caso, la netta separazione tra i
profili elettroforetici del clone LSB43 e quelli Hiemon Wings® per le tre le combinazioni di
primer valutate, con valori dig-valué AU (Approximately Unbigsed) e BP Rrobability
Bootstrap del 100% , tranne che nella ripetizione di LSB48 la Mix n. 4 (AU 81%) e nella
ripetizione di ‘Lemon Wing$’ con la Mix n. 3 (AU 76%, Fig. 56).

L’esistenza di un piu elevato numero di bande paolfiohe tra i profili elettroforetici di
individui appartenenti allo stesso clone in genotp statice, rispetto ad altre specie di
Limonium,pud essere dovuta a una maggiore tendenza atteazione di frammenti di DNA
aspecifici. Infatti, con tutte le combinazioni glimer valutate, negli statici & stata riscontrata
una presenza dimeare dibackgroundpiu consistente rispetto ad altri clonildmonium Un
analogo comportamento € stato osservato anchelcetatici botanici (Teani, 2011). D’altra
parte, la presenza di un minor numero di polimorfisra i cloni di statice LSB40, LSB41,
LSB43 e i rispettivi testimoni (‘Barbie Wind§' ‘Cherry Wings® e ‘Lemon Wings®), rispetto
a quelli osservati tra i diversi cloni del gruppb. “gmelinii-.altaica-serotinunpuo essere
imputata a una maggiore omogeneita genetica dedrialgt vegetale di partenza: infatti, sia le
cultivar, sia le selezioni del CRA-VIV, derivanormanque da incroci tral. sinuatumed L.
bonduellei (gli unici in grado di garantire I'assortimentoonratico tipico delle varieta di
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statice), mentre, per le altre varietaLitnoniumle possibili combinazioni genetiche sono piu

numerose.

MIX4B

LIG19

SAF B

MIX4A

LIG19

SAF B

bp
500

400

300

200

MIX3B

LIG19

SAFB

MIX3A

LIG19

SAF B

bp
500

MIX1B

LIG19

SAFB

MIX1A

LIG19

SAFB

bp

500

200

300

150

100

75

100

75

Tabella 21 — Matrici binarie dei polimorfismi (righ e gialle e verdi) ottenuti tra i profili elettrofor etici di
LIG19 e ‘Safora® blue’, in 2 repliche effettuate con campioni distiti di DNA (A e B) e 3 diverse
combinazioni di primer (Mix 1, 3 e 4). Le righe evidenziate in rosso indano i polimorfismi riscontrati tra le

repliche.
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MIX4B

MIX4A

MIX3B

MIX3A

MIX1B

MIX1A

Tabella 22 — Matrici binarie dei polimorfismi (righ e gialle e verdi) ottenuti tra i profili elettrofor etici di

LIG15 e ‘Safora® purple’, in 2 repliche effettuate con campioni disinti di DNA (A e B) e 3 diverse

combinazioni diprimer (Mix 1, 3 e 4).
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Tabella 23 — Matrici binarie dei polimorfismi (righ e gialle e verdi) ottenuti tra i profili elettrofor etici di
LIS30 e ‘Safora® dark blue’ in 2 repliche effettuate con campioni dstinti di DNA (A e B) e 3 diverse
combinazioni diprimer (Mix 1, 3 e 4). Le righe evidenziate in rosso indano i polimorfismi riscontrati tra le
repliche nella combinazione dprimer n. 3.
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MIX4B

L5B40 BAR W

o

MIX4A
LSB40

BARW

500

s00l

200

MIX3B

15B40 BAR W

MIX3A

L5B40

BAR W

500

400

200

150

100

MiX1B

LSBA0 BAR W

MIX1A

L5540

BAR W

500

4000

200

75

75

150

Tabella 24 — Matrici binarie dei polimorfismi (righe gialle e verdi) ottenuti tra i profili elettrofor etici di

LSB40 e ‘Barbie Wings” in 2 repliche effettuate con campioni distinti di DNA (A e B) e 3 diverse

combinazioni diprimer (Mix 1, 3 e 4). Le righe evidenziate in rosso indano i polimorfismi riscontrati tra le

repliche.
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MIX4aB

LSBA1

CHEW

MIX4A

15B41
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MIX3B
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MI1B
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400|
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73]

Tabella 25 — Matrici binarie dei polimorfismi ottenuti tra i profili elettroforetici di LSB41 e ‘Cherr y
Wings™' in 2 repliche effettuate con campioni distinti diDNA (A e B) e 3 diverse combinazioni dprimer

(Mix 1, 3 e 4). Le righe evidenziate in rosso indimo i polimorfismi riscontrati tra le repliche.
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Tabella 26 — Matrici binarie dei polimorfismi ottenuti tra i profili elettroforetici di LSB43 e ‘Lemon
Wings™' in 2 repliche effettuate con campioni distinti diDNA (A e B) e 3 diverse combinazioni dprimer

(Mix 1, 3 e 4). Le righe evidenziate in rosso indimo i polimorfismi riscontrati tra le repliche.

106



LIG 19 - SAFORA® BLUE

MSE CAC 5' - GAT GAG TCC TGA GTA A CAC-3'

MSE CTG 5' - GAT GAGTCCTGA GTAA CTG-3'

MSECTT 5'- GAT GAGTCCTGA GTAA CTT-3'

Hix 1 ECOACT 5'- GACTGC GTA CCA ATT C ACT-3' Mix3 ECO AGG 5' - GAC TGC GTA CCA ATT C AGG-3' x4 ECOACC 5'- GACTGC GTA CCAATT CACC3
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LIG 15 - SAFORA® PURPLE

Mix 1

MSE CAC 5' - GAT GAG TCC TGA GTA A CAC-3'

MSE CTG 5' - GAT GAG TCC TGA GTA A CTG-3'

MSE CTT 5'- GAT GAG TCC TGA GTA A CTT-3'

ECOACT 5'- GACTGC GTA CCAATT CACT-3'

Mix 3

ECO AGG 5 - GAC TGC GTA CCA ATT C AGG-3'

Mix 4

ECOACC 5'- GACTGC GTA CCAATT CACG3

Height

L
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LIS30 - SAFORA® DARK BLUE

MSE CAC 5' - GAT GAGTCC TGA GTAA CAC-3'

MSE CTG 5’ - GAT GAGTCCTGA GTAA CTG-3'

MSECTT 5'- GAT GAGTCCTGA GTA A CTT-3'

Mix1 ECOACT 5 - GACTGC GTA CCA ATT CACT-S Mix 3 ECOAGG 5 - GACTGC GTA CCA ATT C AGG-F Mix4 ECOACC 5 - GAC TGC GTA CCA ATT CACG-Y
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E
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L
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107




LSB40 - BARBIE WINGS®

) MSE CAC 5' - GAT GAG TCC TGA GTAA CAC-3' ) MSE CTG 5' - GAT GAG TCC TGA GTAA CTG-3' ) MSECTT 5'- GAT GAG TCCTGA GTAACTT-3'
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LSB41 - CHERRY WINGS®
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LSB43 - LEMON WINGS®
) MSE CAC 5' - GAT GAG TCC TGA GTA A CAC-3' ) MSE CTG 5' - GAT GAGTCC TGA GTAA CTG-3 MSECTT 5'- GAT GAGTCCTGA GTAACTT-3'
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Figura 56 —Cluster gerarchici tra i profili elettroforetici dei 6 clone di Limonium selezionati presso |l

CRA-VIV e delle rispettive cv impiegate come testimni. | grafici sono stati realizzati con il paccheb
“PVCLUST"” del software open source “R”. | valori di AU (in rosso) e BP (in verde) indicano il grado di
rispondenza dei grafici con i dati di riferimento mediante 2 distinti metodi di elaborazioni del p-value”
Approximately Unbiased e Probability Bootstrap.
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Capitolo 5

CONCLUSIONI

In accordo con gli obiettivi del progetto “NewValy”, la presente ricerca ha permesso di
individuare efficaci protocolli per tutte le faselth micropropagazione (dalla messa in coltura
allambientamento) relativamente a 6 ibridildmoniumdi nuova costituzione, ritenuti idonei
per un’immediata valorizzazione commerciale eegalfio stesso, rappresentativi di altre linee
clonali della collezione del CRA-VIV appartenentieastesse tipologie per quanto riguarda
l'attitudine alla propagazioni vitro. Per i suddetti ibridi e stata anche messa aopuna
tecnica di caratterizzazione molecolafiederprinting, mediante marcatori AFLP, rivelatasi
altamente informativa ed affidabile.

L’approccio della ricerca e stato in ogni sua fasagmatico, teso all’'ottenimento di
risultati direttamente fruibili dall’Azienda propente, in accordo con lo spirito dei progetti del
Bando Imprese Florovivaistiche (D.M.186/2007).

La formulazione di substrati a base U$hémaier & Skoog Mediu)re risultata piu idonea
rispetto alla formula MSMurashige & Skoog Mediupsia per la moltiplicazione che per la
radicazionein vitro non solo dei cloni di statice (come gia suggeralla letteratura
scientifica), ma anche relativamente ai cloni LIG1BG19 e LIS30, ibridi attribuibili alle
specieL. gmelinii, L. altaica e L. serotinun®ltre a fornire, in alcuni casi, risultati miglian
termini di sviluppo, moltiplicazione e radicaziodei germogli rispetto ai substrati a base MS,
questa formulazione risulta piu economica e di faicile preparazione, in quanto priva di
alcune vitamine risultate inessenziali. Sebben@osstate individuate le combinazioni ormonali
e vitaminiche specifiche per una moltiplicazionare radicazione ottimale di ciascuno dei 6
cloni selezionati, se richiesto dalla pratica dbdeatorio, entro certi limiti il substrato
denominato “L3” pud essere efficacemente impiegaime substrato “universale” per la
moltiplicazionein vitro di tutti i genotipi diLimoniumimpiegati nella presente ricerca, con rese
soddisfacenti in termini di tasso di moltiplicazeoin generale, considerando la resa elevata di
germogli ben sviluppati gia in fase di moltiplicame, con i protocolli messi a punto su
Limoniumnon & necessario far precedere la radicazioneaéase di allungamento.

Per promuovere efficacemente la fase di radicazionéro, le auxine IAA ed IBA si sono
rivelate in generale piu efficaci del’NAA su tute linee clonali dLimonium impiegate. Nel
caso degli statici, tuttavia, una marcata tendeiligeridricita (probabilmente correlata alla
concentrazione delle citochinine nel mezzo di rpbttazione) pud limitare sensibilmente la
gualita e la percentuale di germogli radicati, goavi ripercussioni a livello produttivo. Una
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strategia da valutare caso per caso potrebbe teresisell’effettuare, prima della radicazione,
un passaggio su un substrato privo di ormoni, dtette “drenante” sulla promozione della
vitrescenza operata dalle citochinine.

Gli esperimenti preliminari di radicaziome vitro in presenza di ABA, effettuati allo scopo
di migliorare la risposta dei germogli allo strésisco durante la fase di acclimatazione, hanno
confermato I'efficacia dell'acido abscissico netlgolazione dell’attivita stomatica, ma non
hanno prodotto effetti significativi sulla vitalitdei germogli in fase di ambientamento. In
futuro saranno imbastite prove piu mirate, variantderiormente la concentrazione di ABA nel
mezzo di radicazione, differenziando la stagioaatiella fase di ambientamento e valutando
'efficacia di composti sintetici alternativi allBA (un prodotto molto costoso ed
estremamente fotolabile) in grado di indurre uretosdi stress idrico controllato durante la
radicazione (a esempio parobacting.

Le prove di ambientamento in tunnel sotto serraregufiata hanno prodotto il 100% di
piantine ben radicate e vitali, in tutte le lindenali e su tutte le miscele di substrati testate.
Tuttavia, sono stati ottenuti risultati significegimente migliori nel grado di sviluppo dei
germogli (valutato mediante I'analisi colorimetricgdelle foglie e la misurazione delle
concentrazioni di clorofilla “a” e “b”, del pesoefsco e secco degli apparati fogliari e radicali e
dell’area fogliare) ambientati su una miscela priiaorba (denominata “BCA”), a base di
clinoptinolite (un minerale appartenente alla fdmaigdelle zeoliti), di agriperlite e di
“Biomax”, un compostdi qualita ottenuto dalla fermentazione di resideila lavorazione
dell'orzo. | risultati dimostrano che non soltagt@ossibile ambientare con successo le nuove
costituzioni diLimoniumsu substratpeat-free,di particolare rilevanza ecologica, ma che la
qualita finale delle piante ne risulta addiritturégliorata. Sebbene tompost‘Biomax” sia
tuttora in fase sperimentale, senza un prezzdefimento per il mercato, la miscela “BCA”
avra probabilmente costi superiori rispetto aiiterrtradizionali a base di torba e agriperlite
utilizzate in floricoltura. Bisogna tuttavia conerdre che le particolari caratteristiche organiche
e fisico-chimiche del “Biomax” e della clinoptintdi non necessitano dell'aggiunta di
ammendanti o di concimazioni, garantendo una nrglidisponibilita idrica e di nutrienti
all’'apparato radicale in fase di sviluppo, e comsea di dilazionare la fase di trapianto senza
arrestare la crescita delle piantine.

Durante il terzo ed ultimo anno del progetto denifhento “NewVarltaly” (estate 2012),
saranno portate a termine le prove agronomichegper genotipi che giungono a completo
regime produttivo solo a partire dal secondo araibimipianto. L’esito delle prove realizzate
finora, tuttavia, ha gia evidenziato aspetti dusic interesse e caratteri di novita, per le 6din
clonali selezionate, poste a confronto con altnéttavarietaappartenenti alla stessa tipologia
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commerciale. Tali aspetti riguardano sia la pradidt annuale (per i cloni selezionati di
statice), sia caratteristiche estetiche (colorecalice e corolla, densita e struttura delle
inflorescenze) sia parametri biometrici (diametpeso e lunghezza degli steli, numero di
ramificazioni, dimensioni dei fiorgtc ).

Viste le potenzialita di sfruttamento commerciateriediato delle 6 linee diimonium
selezionate, in ottemperanza agli obiettivi delgetto, é stato messo a punto un protocollo di
fingerprinting molecolare mediante I'uso di marcatori AFLP. Sestaie individuate 3 coppie di
primer in grado di produrre un elevato numero di polifemi nei profili elettroforetici del
DNA delle nuove costituzioni diimoniumposte a confronto con le 6 cultivar utilizzate eom
testimoni nelle prove agronomiche, a conferma eelVata sensibilita del protocollo
impiegato. La sostanziale identita dei profili otté tra 2 individui distinti all'interno dello
stesso clone, con tutte e tre le combinaziorpraner, dimostra che ifingerprinting ottenuto
mediante marcatori AFLP ¢& affidabile e ripetibileltre che altamente informativo. |
fingerprinting cosi ottenuti potranno valere come documentazexwessoria da presentare
congiuntamente alle schede tecniche richieste daV/Q@ per la domanda di privativa
comunitaria per i ritrovati vegetali. Una voltaetta la privativa, inoltre, rappresenteranno
per I'’Azienda proponente un valido strumento dies# contro eventuali contraffazioni ed

attivita di propagazione e di sfruttamento comnadecillegittime.

111



Capitolo 6
ATTIVITA COLLATERALI

Allo scopo di verificare la presenza dei patogearonospora staticeBotrytis cinereae
Colletotrichum gloesposioridesella collezione di linee clonali selezionateLdinonium del
CRA-V1V, in collaborazione con il dr. Domenico Rzzlel Laboratorio Servizio Fitosanitario
Regionale della Regione Toscana, sono state edfettosservazioni microscopiche su 74
campioni fogliari di 20 diverse varieta (sintomaga asintomatici) preventivamente incubati
in camera umida.

Dal materiale vegetale e stato estratto il DNAaatrso un protocollo basato sul CTAB 3%
modificato. Per la diagnosi dei funghi di cui sogano stati utilizzati dei protocolli per uno
screeningper 1TS4/6 Peronospora statices PCR end point)Colletotrichum gloesporioides
(PCR end point) 8otrytis cineread PCR Real Time_SybrGreen).

| risultati emersi dalle analisi micologiche, olteeconfermare la presenza di conidiofori
ascrivibili al generdotrytis hanno evidenziato I'assenza di miceli funginumconsiderevole
numero di cloni per lo piu appartenenti alle spécigmelinii L. altaica L. serotinume a ibridi

tra queste specie, tra cui LIG19 e LIS30, come ratisin Tab.27.

Botrytis Colletotrichum ITS4/6
CLONE ) . )
cinerea gloesporioides (Peronospora statice)
LIG15 + - +
LIS30 - - +
LIG19 - - +

Tabella 27 — Sensibilita a tre funghi patogeni di 8nee selezionate di.imonium presenti nella collezione
del CRA-VIV.
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