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Parte generale




1. INTRODUZIONE
1.1. CENNI STORICI, ORIGINE E DIFFUSIONE

E’ con I'affascinante storia del loro nome chenszia a parlare di ortensie: fu
il botanico francese ‘cacciatore di piante’ Phittbee Commerson (1727-1773) che
nel 1771 battezzd alcuni esemplari provenientiedétidie Orientali in onore di
Hortense de Nassadiglia del principe di Nassau, appassionato botanche lo
aveva accompagnato in una spedizione. Ed é selnpre nhome, anche se stavolta
guello botanico,Hydrangea che da una gentile principessa ci conduce ad una
terrificante figura mitologica: € Hydra, con capellforma di serpente simili alle
asperita presenti sopra la capsula che ne coniisemi. L'ipotesi piu condivisa e
diffusa e quella secondo la quale il nomMgdrangeaderiva da due parole greche:
hydros (acqua) eangeion (vaso), proprio per la particolare forma delle szdp
contenenti i semi, che assomigliano a dei picctii per I'acqua (Fig.1). Un’altra
teoria attribuirebbe l'origine del nome alla Regimk Francia Hortense de

Beauharnaisfiglia dell'imperatrice Giuseppina e madre di dbgone 11

} ‘E 7]

Fig. 1: Particolare di capsule ldiydrangeacontenenti i semi.

In America il nomeHydrangeacomparve per la prima volta nel teskcra
Virginica’ (1739)del naturalista Gronovius per identificare la spéti arborescens,
la prima specie che era gia stata introdotta irogalr piu precisamente in Inghilterra,
nel 1736.

Nei giardini giapponesi, invece, la presenza eopofarita delle ortensie era
gia notevole durante il diciassettesimo secolodata che le frontiere di quel Paese



rimasero chiuse dal 1639 al 1856 a qualunque dontat mondo esterno, I'accesso
alle sue varieta fu praticamente impossibile. Grambmunque alle incursioni di
alcuni botanici europei (tra cui vanno ricordati bbtanico svedese Carl Peter
Thunberg, allievo di Linneo, e il dottor Philippafz von Siebold), alcuni esemplari
vennero trafugati ed ebbero presto una descrizomanica, anche se inizialmente
vennero classificati nel genedMiburnum. Nel diciannovesimo secolo comunque
molti esemplari dH. macrophyllassp.macrophylla H. macrophyllassp.serratg H.
involucratae H. paniculatafurono introdotti in Europa dall’Estremo Orienteentre
solo alla fine dello stesso secdtb asperae H. heteromallafurono introdotte in
Inghilterra dal Nepal. Infine le ortensie rampicadel Centro e Sud America
arrivarono in Europa nei primi anni del ventesireodo.

In generale, si tratta di una pianta antichissidnaui sono state trovate tracce
fossili collocabili in era Terziaria (Eocene, Olaggme e Miocene), da 70 a 12 milioni
di anni fa. Al genereHydrangea appartengono circa 23 specie a portamento
arbustivo eretto o rampicante, con foglie decidpesistenti (McClintock 1957).

Le zone di differenziazione del genere sono divéFEg.2): le specieH.
macrophylla ssp. macrophylla H. macrophyllassp. serratg H. involucratg H.
paniculatg H. aspera H. heteromallae H. petiolaris sono originarie dell'Asia
Orientale (Tibet, Centro e Sud della Cina, Giappdréppine, Taiwan, Java e
Sumatra) (Haworth-Booth, 1984; Huxlest al., 1992); H. arborescense H.
quercifolia si sono differenziate nella parte orientale de&jti Uniti, mentre le
rampicanti sempreverdd. seemanie H. serratifolia provengono dagli altipiani
temperati della parte occidentale del Centro e Audrica (Lawson-Hall e Rothera,
2004). In tutti questi casi, si tratta comungueidinte che vivono nel sottobosco di

foreste di latifoglie decidue, situate nelle faaadima temperato (Lombardi, 2009).



Fig. 2: Naturale distribuzione del genétedrangea

Secondo McClintock il genere e suddiviso in dueis®z Hydrangea che
include 13 specie principalmente originarie deincliemperati, éCornidia, la quale
comprende 12 specie, generalmente rampicanti gpa#ile aree tropicali e sub-
tropicali. Le specie della seziohyydrangeasi distinguono per le loro caratteristiche
ornamentali ed oggi quasi tutte le specie coltiageartengono a questa sezione.

La maggior parte delle specie afferenti al gertéydrangeasono diploidi,
con un numero di cromosomi 2n=2x=36, oppure 2n=2xx7alcune forme dH.
paniculata(Sax, 1931). Uno studio recente (Cerlealal., 2001) ha confermato un
corredo cromosomico diploide 2n=2x=36 per la magg@arte delle specie, ma ha
evidenziato un numero cromosomico 2n=2x=34 in acsottospecie dil. asperae

2n=2x=30 inH. involucrata

1.2. CLASSIFICAZIONE, INQUADRAMENTO  SISTEMATICO E
DESCRIZIONE DEL GENERE

La classificazione tassonomica del gertdydrangeae complessa a causa del
suo polimorfismo e della sua distribuzione geogeafin due continenti diversi. Nel
1957, McClintock pubblico uno studio basato ess#n®nte su campioni erbacei,
attraverso il quale semplifico i numerdsixa a solo 23 specie (BRG, 2007). In
Appendice 1 viene riportata la tavola sinottica denere (Classificazione E.
McClintock 1957)

Le piante appartenenti al genétgdrangeapossono avere aspetto di piccoli
alberi, ma piu spesso sono arbusti a portamenttmeargrostrato. Varie specie hanno

sviluppo rampicante, anche lianoso, poche invecpresentano in forma erbacea



(Lombardi, 2009). Raggiungono dimensioni varialdii4 metri di altezza. Le foglie
sono opposte o verticillate, lobate o dentateoti fistellati e di piccole dimensioni,
sono riuniti in infiorescenze dette corimbi o paceitde; questi possono essere sterili
(piu grandi e appariscenti, che si trovano allafeea dell'infiorescenza) o fertili (al
centro dell'infiorescenza). In alcuni casi tutfiari dell'infiorescenza sono sterili. Le
inflorescenze possono essere di diversi colori, wéweano dal bianco a diverse
sfumature di rosso, rosa, azzurro e violetto. beadono in parte determinati dal
patrimonio genetico della pianta (alcune varietdosesclusivamente rosse o rosa) ed
in parte dipendono dal pH del terreswcui crescono.

Le specie di interesse ornamentale sono in prexaleaspugli perenni con
corimbi globosi ricchi di fiori sterili molto appacenti. Dalle piu note ortensie
(Hortensia group con le grandi infiorescenze globoseopheall bianche rosa e
azzurre, si passa a quellacecap o teller (Lacecap group con caratteristica
infiorescenza piatta di grandi dimensioni, allgifiocre a pannocchia di. paniculata
e diH. quercifolig il cui fogliame assume bellissime tonalita ro§soco nei mesi
autunnali, fino ad arrivare alle quasi sconoscitaepicanti H. anomala ssp.
petiolaris). Di particolare interesse sono anche le varidtarenti alla specieH.
serrata particolarmente resistenti al freddo, conoscamt&iappone come ortensie di

montagna.

BIOLOGIA FIORALE | fiori sono ermafroditi, generalmente a quattro
petali, anche se in alcune specie possono esseraniero maggiore di dieci. La
porzione superiore del fiore ospita gli stami estgh, di dimensioni molto ridotte,
mentre quella inferiore € costituita dal pistilkkmn ovario e stilo, che fuoriesce fra gli
stami, con uno stigma poco appariscente (Lomba&009). Quello che
comunemente viene indicato come fiore nell'ortensiarealta € un’infiorescenza,
ovvero un insieme di numerosi piccoli fiori. Gerlgrante ogni infiorescenza e
formata da fiori fertili e fiori sterili:

a) i piccoli fiori fertili (fiori veri) possono egse raggruppati in gran numero
nel centro del corimbo oppure distribuiti su tuftafiorescenza; in alcune specie
possono costituire I'intera infiorescenza.

b) i fiori sterili sono piu appariscenti, decorates cospicui; hanno funzione

vessillifera per la presenza di grandi sepali gl#ir questi possono essere distribuiti



in tutta linfiorescenza (tipomopheadl o attorno al margine del corimbo
(infiorescenzadacecayp, o lungo il panicolo (tipiche del fiore a pannbi).

Le infiorescenze dell’'ortensia differiscono molta dna specie e da una
varieta all’altra, soprattutto perché varia la disigione e la proporzione tra fiori
sterili e fertili; per quanto riguarda la disposize, la maggior parte delle specie di
ortensia hanno infiorescenze a corimbo con i pidawi inseriti in una struttura piu
o meno sferica, mentre solo due specie paniculatae H. quercifolig hanno
un’infiorescenza allungata (tipo pannocchia) dp#aicolo, su cui sono disposti fiori
fertili e sterili che si aprono in successione gipadalla base dell'infiorescenza.

Per quanto riguarda la proporzione tra fiori fertilsterili, alcune ortensie
hanno infiorescenze formate sia da fiori sterilie chiori fertili, altre hanno
infiorescenze formate solo da fiori sterili o sala fiori fertili (Lawson-Hall e
Rothera, 2004).

Le varieta della specie piu comune di ortensia,macrophylla possono
avere due forme diverse di infiorescenza a corimbwphead e lacecap
L’infiorescenza mophead e globosa, tipica dellemophead hortensias(o
semplicementanopheadl piu o meno grande e di colore diverso a secaleda
varieta, ed é formata da numerosi vistosi fiorrikte solo alcuni (in alcune varieta
nessuno) piccoli fiori fertili nascosti: generalneie infiorescenzenopheadiurano
piu a lungo perché i fiori sono per la maggior eaterili e, non essendo impollinati,
non subiscono le modifiche dovute ai processi dofelazione e di formazione dei
semi. Questa tipologia di fiore si & diffusa in &pat durante la fine del XIX ed inizio
del XX secolo, dov’é diventata conosciuta con ilma&ofrancese di ‘hortensia’.
L’infiorescenzalacecap tipica dellelacecap hortensigso tellerhortensiencome
vengono chiamate in Germania, € meno rotondeggethidiori sono disposti su una
superficie piu piana con una o due file esterndiati sterili con grandi sepali,
disposti intorno ad un gruppo centrale formato denerosi fiori fertili. | fiori fertili
al centro del corimbo vengono impollinati e graduahte cambiano colore e
producono i semi; € per questo motivo che le ieBoenzdacecapdurano meno
delle mophead in quanto la pianta dopo I'impollinazione conceante proprie
energie nella produzione dei semi.

La maggior parte delle ortensie selvatiche presanftarescenze del tipo
lacecap sebbene alcune abbiano invece delle infiorescemamicolo . paniculata
e H. quercifolig (Dirr, 1990) (Fig.3).



Fiore mophead Fiore lacecap

i

Fig. 3: Varie tipologie di infiorescenza litydrangea.

COLORE DEI FIORI E pH DEL SUOLO Il colore del fiore delle ortensie
varia dal blu al rosso, con tutte le possibili shiure intermedie; sulla stessa pianta é
possibile che i fiori cambino colore, virando ddli lal rosa in diverse tonalita o
viceversa. Le variazioni di colore piu nette stcostrano principalmente in alcune
varieta diH. macrophyllassp. macrophyllae H. macrophyllassp. serrata (tra le
cultivar di H. macrophylla ssp. macrophylla tipiche sono ‘Mathilda Guges’,
‘Enziandom’, ‘Geoffrey Chadbund’, mentre tra daltivar di H. macrophyllassp.
serrata ricordiamo ‘Blue Deckle’, ‘Diadem’, ‘Miranda’); inH. arborescens, H.
paniculata, H. quercifoliai fiori sono sempre bianchi. Nessuna specie ptasgori
di colore arancio o giallo. Certi fiori possono egsdi un bianco sporco o giallo
pallidissimo: si tratta, in questi casi, di unadera presenza di clorofilla. Le varieta a
fiore bianco tendono a mantenere tale colore oistaqo leggere tonalita rosa o blu
in fioritura avanzata; nelle varieta a fiore biaramm infiorescenzéacecap(‘Tokyo
Delight’, ‘Lanarth White’), spesso i piccoli fiori fertili che si trewo al centro,
possono virare dal blu al rosa o viceversa.

Nelle specie colorate, il colore varia a seconddagelita del suolo: in un
terreno molto acido i fiori saranno blu, in un suoheno acido, violetti o malva,
mentre in un suolo quasi neutro, rossi o rosae#td, non é I'acidita del terreno che
fa virare i pigmenti verso il blu, ma I'alluminigi & osservato che le fluttuazioni nel
colore sono strettamente correlate alla sensildiféa pianta al contenuto di solfato
di alluminio nel suolo, che puo essere piu facilteeassorbito dalle radici in terreno
acido. In particolare, I'alluminio nel suolo si pemta come sale solubile e quindi

assorbibile dalle radici solo in suoli acidi colssano di disponibilita a pH 4-4.5; nei



suoli alcalini, invece, I'alluminio & presente, fimaforma non solubile e quindi non
disponibile per la pianta. Uno studio recente halexwziato che per mantenere |l
colore blu dei fiori, la pianta deve assorbire @lioio (Lawson-Hall e Rothera,
2004). Si puo quindi affermare che esiste una Emi@ne fra il colore delle

infiorescenze e le caratteristiche chimiche dellguim particolare il pH: il calcio

contenuto nel terreno con un alto valore di pHeghera al solfato di alluminio cosi
da non essere disponibile per la pianta (Van GetderVan Gelderen, 2004).

FOGLIE Sempreverdi o decidue, generalmente caduche (a&tiene della
H. seemann)j le foglie delle Hydrangeaceaehanno forma variabile e diversa
robustezza (Lombardi, 2009)pssono avere forma ovata o ellittica e generalenent
sono opposte. In alcuni casi, comeHn paniculata le foglie sono ternate, cioe
portate in gruppi di tre. In due speci¢, quercifoliae H. sikokiana le foglie sono
pinnate lobate (Lawson-Hall e Rothera, 2004). Feetemente sono coriacee,
possono essere glabre o tomentose; le ortensierpae® spesso foglie con venature
evidenti, quasi sempre visibilmente in rilievo auppagina inferiore, qualche volta
velate di tonalita rossastre. Il margine fogliarerénato o serrato, piu raramente
intero (Lombardi, 2009). La superficie pud essekerda a seconda della specie:

lucida, liscia, opaca o pelosa (Lawson-Hall e R@h2004) (Fig.4).

Fig. 4: Foglie di varie forme e colori, che rendda@iante dHydrangeamolti attraenti anche
durante i mesi con scarsa fioritura.

FRUTTI Sono bacche o spesso capsule deiscenti, divisettin contenenti
innumerevoli piccoli semi, e al momento del disseeento le capsule conservano i
resti degli stami sulla parte apicale (Fig.5). mgsebruno-giallognoli e di forma
allungata, misurano circa 0.5 mm, con la superfibg tegumento striata e di

consistenza cerosa (Lombardi, 2009).



Fig. 5: Capsule disseccateHlydrangea le quali conservano i resti degli stami sullatpapicale.

1.2.1. Specie

Il genereHydrangea in passato incluso nella famiglia deBaxifragaceageé
attualmente classificato fra lldydrangeaceaesia secondo Cronquist (Cronquist,
1981) sia secondo i piu recenti criteri della sisiéica molecolare AGP (Van
Gelderen e Van Gelderen, 2004) (Tab.1):

Classificazione Cronquist

Dominio| Eukaryota

Regng Plantae

Divisione| Embryophyta

Sottodivisione Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

SottoclasseRosidae

Ordine| Rosales

Famiglial Hydrangeaceae

GenereHydrangeal..

Classificazione AGP

Ordine| Cornales

Famiglial Hydrangeaceae

Specie Hydrangea arborescens

SottospecigHydrangea arborescerssp.radiata

Varieta Hydrangea macrophyllasp.macrophyllavar. normalis

Tab.1: Classificazione del gendigdrangea

Il genere consta di circa 23 specie, non tutteizaite come piante

ornamentali; le piu diffuse sono descritte di segui



Hydrangea anomala D. Don: raccolta da
Wallich in Nepal nel 1820 e descritta e
nominata successivamente nel 1825 da D.
Don, questa pianta € stata introdotta in
Gran Bretagna nel 1830 e in America da
Thomas Hogg nel 1865. In natura e

diffusa nei boschi, foreste e gole di

montagna.

E’ una specie legnosa, rampicante, che puo raggrengn’altezza superiore ai 12 m
o piu. Nel suo habitat naturale, si puo ritrovaoene rampicante su pareti rocciose,
ma €& anche in grado di formare una densa copedirguolo grazie alle radici
presenti lungo gli internodi. Le foglie, di coloverde chiaro sono opposte, semplici,
ovate o ellittiche, acute o acuminate, cordatetonae alla base; il margine fogliare
e serrato e la superficie € liscia. L'infiorescegzan corimbo piatto di 15-20 cm di
diametro, di colore bianco che fiorisce a fine giognizio luglio; al centro
dell'infiorescenza sono portati molti fiori fertildi colore bianco crema, mentre
marginalmente si trovano i fiori sterili dello stescolore dei precedenti, con lunghi
peduncoli. McClintock divide questa specie in dwttaspecie:H. anomalassp.

anomala originaria del continente asiaticoHe anomalassp.petiolaris, proviente

dal Giappone e Taiwan e conosciuta cdfy@rangearampicante (Lawson-Hall e
Rothera, 2004).

Hydrangea arborescens L.: originaria

degli Stati Uniti orientali, e stata la prima
ortensia ad essere introdotta in Europa,
piu precisamente in Inghilterra nel 1736
da Peter Collinson. E’ un arbusto piu
rustico di molte altre ortensie: deciduo,

dal portamento eretto, pud raggiungere

anche 3 m, ma di solito oscilla intorno a 1-
1.5 m. La foglia & ovata, lunga 6-17 cm e larg&Z+h, con apice acuto o acuminato
e base cordata, il margine é serrato; la paginarsup € liscia e di colore verde
scuro, mentre quella inferiore puo essere pelopal €hiara. L'infiorescenza € un
corimbo che parte piatto per poi gonfiarsi fino @tenere una forma globosa che

raggiunge 5-15 cm di diametro; & formata da numegmasoli fiori bianchi fertili e

10



talvolta puo includere grandi fiori sterili portatu lunghi peduncoli. La fioritura e
abbondante, scalare dalla fine di giugno fino amprfreddi di settembre (Dirr,
1990). Entrano nel periodo vegetativo piu tardii@igcono sulla vegetazione
dell’'anno: ne consegue una notevole versatilitdangbtatura, e non sono sensibili
alle gelate tardo-primaverili. Il fiore pud esseegiso o0 essiccato per composizioni.
E’' fra le specie meno esigenti in termini di tewead esposizione: si adatta
abbastanza bene anche a terreni piu ricchi in stheké quindi piu asciutti e ad
esposizioni piu assolate. lceltivar H. arborescensAnnabelle’ e ‘Grandiflora’ sono
tra le piu conosciute.

Secondo McClintock (1957), questa specie € suddivigre sottospecid.
arborescensssp.arborescensH. arborescensssp.discolor e H. arborescensssp.

radiata. Queste sottospecie sono state considerate coetéesyere e proprie da

Pilatowski (1980) e sono state rinomin&te arborescensH. cinereae H. radiata
(Lawson-Hall e Rothera, 2004).

Hydrangea aspera D. Don: € un arbusto

che si ritrova spontaneo in un areale
ampio e molto eterogeneo: Himalaya
orientale, Cina centro-occidentale e
Taiwan, ma anche piu a sud, Giava e
Sumatra. Questa specie fu descritta da D.

Don nel 1825 ed introdotta in Inghilterra

nei primi anni del 900.

Puo raggiungere un’altezza di 1-4 m. Sia i fuse &b foglie sono coperti da una
peluria di consistenza diversa a seconda dellat#arie foglie sono di forma da
lanceolata ad ovata, di colore verde scuro, variandimensione da 5 a 30 cm di
lunghezza e da 1.5 a 15 cm di larghezza. Da luglipoi la pianta si ricopre di
grandi corimbi che raggiungono i 25 cm di diametroisultano composti da fiori
fertili blu intenso all'interno e fiori sterili r@slilla o bianchi all’esterno, di solito con
quattro sepali, con margine dentato o intero (Lawldall e Rothera, 2004). | fiori di
guesta specie non sono sensibili all’acidita delaui fiori blu rimangono blu su
terreni alcalini, mentre quelli rossi e rosa magtero lo stesso colore su suoli acidi
(Van Gelderen e Van Gelderen, 2004). E' una spegstica, sopporta anche
temperature inferiori a -15 °C e predilige posizidnombra; riesce a tollerare bene

anche I'impianto in terreni non acidi. La potatérimitata al contenimento e pulizia
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della pianta. Tra lecultivar piu note ricordiamo ‘Macrophylla’, ‘Mauvette’,
‘Rowallane’, ‘Villosa’ eH. asperassp.sargentianaPer quanto riguarddydrangea
villosa & ancora aperta la questione del suo collocamassonomico: fino a poco fa
veniva considerata come una varietddiaspera mentre adesso, dopo alcuni studi
sul DNA, si tende a considerarla una specie as®prendente alcurmultivar prima
assegnate . asperalLawson-Hall e Rothera, 2004).

Hydrangea heteromalla D. Don: raccolta
da Wallich all'inizio del 1800 e nominata
da D. Don nel 1825, questa specie e stata
introdotta in coltivazione intorno al 1880.
Insieme aH. paniculata fa parte della
sottosezioneHeteromallag una vera e

propria ortensia di montagna, cresce

infatti spontanea in un’ampia fascia che va
dai rilievi montuosi dell’Himalaya (dove cresce giai 3300 m di altitudine), alla
Cina centro-occidentale, spingendosi poi a nordfesi in prossimita di Pechino. Si
tratta di un arbusto deciduo o cespuglio; normatamesaggiunge I'altezza di 3 m, ma
puo arrivare anche a 7 m. | giovani rami sono pgloa nel secondo anno la loro
corteccia diventa marrone, e talvolta si sfoglia.faglie, ovate e finemente serrate,
sono spesse ma morbide al tatto, di color verdeiormdla pagina superiore e piu
chiare invece su quella inferiore, di dimensione20cm di lunghezza e 3-14 cm di
larghezza; il peduncolo é tipicamente rosso. Lmiafcenze sono corimbi piatti, con
diametro fino a 30 cm, formati da numerosi fiorit#ecolor bianco crema nella parte
centrale e all’esterno da fiori sterili dello swssolore, talvolta viranti al rosa,

composti da 4 sepali. Alcune dedeltivar piu diffuse sono: ‘Snow Cap'Wilsonii’,

specie originaria di Taiwan e del
Giappone, dove cresce spontanea in
alcune zone dell'isola di Honshu. E’ un
cespuglio deciduo, di sottobosco, cresce
ad altitudini che vanno dal livello del

mare fino a 1500 m. Il suo nome trae
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origine dall'involucro, composto da sei fogliolinehe racchiude il boccio, formando
una piccola sfera (tama in giapponese). Il corinhd5 cm di diametro, ha numerosi
fiori fertili, di colore rosa, lilla o blu, e un moero ridotto di fiori sterili, bianchi, rosa

pallido o blu. Le foglie sono verde opaco, ruvidéomentose, lunghe 7-15 cm e
larghe 2.5-6 cm; queste sono ellittiche o ovate) apice acuminato, e lungo il

margine si ritrovano molti peli ispidi. Raramentgpsra il metro in altezza, ma

risulta essere un arbusto di rara bellezza in tigttsue varieta e di particolare
interesse sia per I'epoca di fioritura (da agostpai), che per la straordinaria durata
della stessa (Lawson-Hall e Rothera, 2004).

Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.: questa & la specie alla quale
appartiene la maggior parte delle ortensie cokiv&iresce spontanea nelle zone
orientali del’Himalaya, nel nord-est della Birmane nella Cina occidentale, ma
soprattutto in Giappone e Corea. E’ un arbustodieciche cresce fino a 4 m di
altezza. L'infiorescenza & un corimbo ramificatoyel i fiori fertili centrali sono di
colore bianco, mentre quelli sterili sono bianchilo, con margine intero o serrato.
Le foglie possono essere ovali, ellittiche o obeyatn punta acuta o acuminata,
lunghe 5.5-19 cm e larghe 2.5-13 cm. La lunghezzéa doglia e 1.5-4 volte la
larghezza. Il margine fogliare & serrato e la irsza varia da spessa a sottile
(Lawson-Hall e Rothera, 2004).

McClintock descrive 4 sottospecie, due delle guili macrophyllassp.
stylosae H. macrophyllassp.chungi) sono native del’Himalaya orientale e del sud
della Cina ed hanno scarsa importanza economicaltteedue H. macrophyllassp.
macrophyllae H. macrophyllassp. serrata (Thunb.) Mak, pit comuni e meglio
conosciute, si ritrovano in Giappone e sono comatdecome i progenitori delle
ortensie da giardino.

*H. macrophylla ssp. macrophylla
(Thunb.) Ser., 1830, e conosciuta anche
' con alcuni sinonimi coméd. macrophylla
‘ f. normalis(Wils), H. maritima(Haworth-
Booth), o piu semplicemente conté.
macrophylla Questa sottospecie e stata

| trovata solo in poche aree costiere di

Honshu. E’ I'ortensia piu conosciuta, e
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comprende un gran numero di varieta. L'altezza medili 1-3 m, ma molteultivar
possono agevolmente superarla. Cresce vigorosasizipni di mezz’ombra, ma si
adatta bene anche in situazioni un po’ piu soléggi&’ versatile, facilmente
coltivabile ed adattabile. Le infiorescenze sondngbi piuttosto grandi, di forma
globosa fnhopheadl con un gran numero di fiori fertili, oppure dirfiea piatta
(lacecap con fiori sterili esterni e fertili centrali. usi fiori possono cambiare colore
a seconda del valore del pH e del contenuto miaatal suolo. | colori dei fiori
variano dal bianco al rosa, rosso, blu nelle puee tonalita. Il fogliame, di un bel
verde brillante piu 0 meno scuro, in autunno fdidi meravigliose tonalita di giallo
e/o rosso. Il margine della foglia & seghettatemwtato.

* H. macrophylla ssp. serrata (Thunb.)
Mak.: un sinonimo éH. serrata Questa
sottospecie € stata trovata nelle quattro
isole del Giappone e in Corea, dove cresce
nei boschi di montagna fino a 1500 m. Si
tratta di un piccolo arbusto deciduo eretto,

raramente superiore a 1.5 m di altezza.

L’infiorescenza € un corimbo piatto o
leggermente convesso con fiori fertili centrali terdi intorno, oppure pud avere
forma globosa di dimensioni medio-piccole. Le inégcenze raggiungono il
diametro di 5-10 cm, con fiori sterili quasi semmesenti; i fiori fertili possono
essere rosa o blu, quelli sterili possono essereoldire rosa, blu o bianchi, con
margine intero o serrato. Le foglie di colore vergwesentano forma ovata,
lanceolata o ellittica, sono lunghe 5-15 cm e largh6 cm, con apice acuto o
acuminato; hanno superficie opaca e dalla tardateegino all’autunno inoltrato
assumono tonalita straordinarie di rosso. Molittivar appartenenti a questa specie
cambiano il colore dei fiori a seconda del pH e awitenuto di minerali nel suolo:
infatti presenta infiorescenze blu, violetto conumerevoli sfumature di colore in
terreni acidi, mentre infiorescenze di colore rasaterreni neutri. La fioritura
avviene nei mesi di giugno ed agosto. E’ una sprisca che sopporta temperature
fino a -20 °C. L'esposizione consigliabile e lasdeca mezz'’ombra (Lawson-Hall e
Rothera, 2004).
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Hydrangea paniculata Sieb. AM 1964

guesta specie € originaria della Cina e del
Giappone ed é stata introdotta in Europa
da Siebold intorno al 1860. E’ un arbusto
deciduo che pu0 raggiungere, in posizioni
particolarmente favorevoli, anche 7 m di

altezza, e dal punto di vista climatico é

molto adattabile, perché cresce dalle zone
sub-tropicali alle zone temperate, sopportando bermasse temperature invernali.
L'infiorescenza €& un panicolo piu 0 meno ramificatbe la sola ortensia di origine
asiatica a portare questo tipo di infiorescenzaaricoli hanno dimensioni di 15-20
cm di lunghezza e 10-13 cm di larghezza alla bsm@o composti essenzialmente da
fiori fertili di colore bianco con pochi fiori stdirbianchi che, in molte varieta, virano
al rosa nella stagione piu avanzata. Le pianterégpenti a questa specie presentano
numerose caratteristiche interessanti in termirmudticita ed adattabilita; entrano in
vegetazione piu tardi e riescono in questo modevadre i danni dovuti ad eventuali
gelate tardive; fioriscono piu tardi delle altrdemsie (da luglio in poi) e i fiori si
aprono scalarmente a partire dalla base. Le fapigoste o ternate, sono ovate o
ellittiche, lunghe 7-15 cm e larghe 3-7 cm, corcacuto o acuminato; i bordi sono
finemente dentati ed alcuni peli appaiono sullaesligie superiore. Per quanto
riguarda la potatura, fiorendo tardivamente sulégetazione dello stesso anno,
possono essere tranquillamente potate nel periadernale, anche in maniera

drastica, accorciando di molto la vegetazione aetlb precedente: cio permette di

ottenere piante dallo sviluppo contenuto e coni fu grandi (Lawson-Hall e
Rothera, 2004).

Hydrangea quercifolia Bartr. AGM

1992 scoperta nel sud-est degli Stati
Uniti, e stata introdotta in Inghilterra nel
1803. E’ un ampio arbusto deciduo con
altezze comprese tra 1 e 2 m. Il nome
della specie deriva dalla particolare forma

della foglia: €& lobata, piu 0 meno

profondamente, ampia, inizialmente di un
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verde medio che poi scurisce, per tingersi in auwudi rosso scuro a partire dal
margine verso l'interno; le foglie cadono moltodisamente e talvolta permangono
sulla pianta fino a fine novembre-inizio dicembiarf, 1990). L'infiorescenza € un
panicolo bianco crema, lungo 15-25 cm e largo &inb2 cm alla base, che fiorisce
dalla base verso I'apice, con una densita di feterili diversa a seconda della
varieta. | numerosi fiori sterili bianchi, fiorisao da fine luglio a settembre, con
tempi diversi a seconda della zona climatica, dgfibsizione e dellaultivar. Le
foglie sono lunghe 8-25 cm e larghe 5-17 cm, gémenate penta-lobate e ricordano
le foglie delle querce; hanno margine serrato, nEaguperiore rugosa e inferiore
pubescente, cosi come i piccioli e i rami giovaai.pianta € molto bella e di grande
effetto anche in inverno; infatti, mostra il legafmgliante di color arancio. Entra in
vegetazione piu tardi rispettoHa macrophylla e pertanto € meno esposta al rischio
delle gelate tardive. Rispetto alle altre speca&euh fabbisogno idrico inferiore, sia
per quanto riguarda le piante in vaso che in pieea. Si adatta meglio ad
esposizioni piu soleggiate e riesce a produrratdicr piu abbondanti, se le estati
sono abbastanza calde (Lawson-Hall e Rothera, 2004)

2 Specie rampicanti tale habitus non é&
caratteristico di una sola specie, ma lo
ritroviamo in specie di sezioni diverse e di
diversa provenienza geografica: sono
rampicanti la maggior parte delle specie
della sezioneCornidia, cioé le ortensie
sempreverdi originarie degli altopiani del

Centro e Sud America, ma anche alcune
specie asiatiche conté anomalassp.petiolaris, della sottosezion€aliptranthag e

H. integrifolia. Fanno parte delle rampicanti anche alcomévar di Schizophragma
hydrangeoidesinteressante rampicante sempre della famigl@rangeaceaele
ortensie rampicanti sono dei veri e propri gioiplir coprire pareti in ombra, dove
spesso le alternative si riducono all’edera, coguale hanno in comune le modalita
di adesione alle superfici. Generalmente hannatdi@r delicate e leggere, con fiori
riuniti in infiorescenze piatte, bianche abbastamzagolari, spesso dolcemente
profumate di sambuco. Sono piante a crescita lemiana volta adattate sviluppano

un’abbondante vegetazione. La manutenzione e semnplispesso si riduce ad
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un’eventuale potatura di contenimento subito dapdidritura, che generalmente e
abbastanza precoce (maggio-giugno) (Dirr, 1990).

Di seqguito sono riportate altre specie lydrangeameno conosciute e
diffuse: H. diplostemonéstan.,H. glandulosaElmer, H. hirta (Thunb.) SieboldH.
integrifolia Hayata H. jelskii Szysz.H. mathewssBriquet, H. oerstedtiiBriquet, H.
peruviana, H. presliiBriquet, H. quelpartii, H. sargentianaH. scadens(L.f.)
Seringe, H. seemanniiRiley, H. serratifolia Hooker and Arnott,H. sikokiana

Maximowicz,H. steyermarkiStan. H. tarapotensifgriquet,H. villosa Rehder.

1.3. IMPIEGHI DEL GENERE

Fin dalla loro introduzione in Europa, le ortens@no state principalmente
coltivate come piante in vaso o da giardino, arsdhattualmente trovano impieghi
diversi. Le cultivar piu utilizzate come piante da giardino appartengenél.
macrophylla e le loro dimensioni in altezza e in larghezearendono adatte per la
coltivazione in qualsiasi tipo di giardino. Tra dettospecie dH. macrophylla H.
serrata con le sueultivar per la maggior partlacecap risulta piu attraente, anche
grazie alle tonalitd che le foglie e le infiorescenassumono in autunno,
indipendentemente dal tipo di terreno. Altri gepbtdi Hydrangeasi prestano
maggiormente per la loro attitudine alla produziahelberi fioriti 0 come piante
rampicanti: e il caso di. arborescensH. anomalassp.petiolaris H. quercifolia
Altre ancora,H. quercifolia e H. paniculata si adattano alla coltivazione come
cespugli fioriti da giardino. Per quanto riguarda hampicanti, possono essere
impiegate specie sempreverti: serratifolia H. seemanniie H. integrifolia, che
mostrano vigore, ma fioriscono meglio in aree palde. Un’altra rampicante .
anomalassp.petiolaris di facile coltivazione, ma in zone non esposteode.

Frequentemente e facile trovare piante Hlidrangea anche su balconi,
terrazzi o seminterrati di palazzi. Un particolavantaggio della crescita in
contenitore, e rappresentato dal fatto che il pHsdelo puo essere piu facilmente
controllato; di conseguenza risulta piu facile uefhzare il colore del fiore. Alcune
cultivar di H. macrophyllassp. macrophylladi taglia piu piccola si prestano per
questo tipo di coltivazione. Fra queste ad esempia!, cultivar nana, oppure ‘Ami
Pasquier’, ‘Ave Maria’, ‘Hornl’, ‘Tovelit’, ‘Westhlen’, nessuna delle quali supera il

metro di altezza. Opputd. macrophyllassp.serrata‘Diadem’, graziosdacecap si
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adatta alla coltivazione in vaso, cresce lentaménte a raggiungere un metro in
altezza e rimane decorativa per lungo tempo (Lawéalhe Rothera, 2004).

Se in ltalia l'ortensia viene prodotta quasi eselsente come arbusto
fiorito da giardino o come stelo da fiore recise] nesto d’Europa essa € molto
apprezzata come pianta in vaso da interno. Sul ateerglandese, ad esempio, le
ortensie figurano fra le dieci piante da internd péndute con un fatturato annuo di
oltre 24 milioni di Euro, corrispondenti al 2.6%l detale. L'accertata tendenza a
trascorrere piu tempo in casa, rispetto al passetche in Paesi mediterranei come
I'ltalia puo certamente contribuire a far crescémercato della pianta ‘da interno’,
inclusa l'ortensia, analogamente a quanto avvieeie paesi dell’Europa centro-
settentrionale. Nel nord Europa, ad esempio in BigieyH. macrophyllacostituisce
un importante pianta da vaso prodotta in serrarderttto I'arco dell’anno, dove il
mercato richiede piante con specifiche carattehistimorfologiche (piante basse e
compatte), con un alto valore estetico e prefeneiite fiorite (Nordleetal., 2011).

Un ulteriore impulso alla valorizzazione dell'orsgéa come pianta da
appartamento deriva dalla sua capacita di assosmstanze volatili inquinanti.
Recenti studi (Liuet al., 2007) mostrano infatti I'efficacia dil. macrophyllanel
ridurre significativamente la concentrazione dizesre negli ambienti chiusi.

Il genere pud essere impiegato per la produzionBodd reciso, fresco o
essiccato. Accessioni particolarmente interessaatidestinare alla produzione di
fiore reciso fresco sonél. macrophyllassp. macrophylla‘Green Shadow’ eH.
arborescensAnnabelle’. Quest'ultima, essendo a fiori bianghiid essere impiegata
soprattutto nel periodo giugno-luglio, in cui sitm@a maggiore richiesta per addobbi
floreali per cerimonie; la stessa potrebbe desiareerto interesse come fiore reciso
autunnato, insiemeltd. macrophyllassp.macrophylla‘Harlequin’, conosciuta anche
con il nome di ‘Bicolor’, che si contraddistinguerp suoi sepali di due colori: rossi
0 rosa carico con il bordo bianco. Interessante ipenercato del reciso e la
produzione di piante con infiorescenze miniaturiezea bouquet, in vari colori
soprattutto bianchi e verdi, con steli rigidi e dian con buona durata post-raccolta e
fioritura programmabile. In questo caso potrebbeisultare interessantiH.
arborescensAnnabelle’ eH. paniculata’Vanilla Fraise’.

In alcuni paesi si € posta l'attenzione, per laorakazione della specie,
sull’attitudine alla produzione di té; infatti ledlie di alcune ortensie possono essere

essiccate ed utilizzate per ottenere questa bevatilizzata in tutto il mondo.
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Occorre comunque prestare attenzione perché nuenspEie non possono essere
utilizzate a questo scopo, poiché le loro fogliateagono la tossina ‘idrangina’. Le
ortensie utili per la produzione di té appartengoalta specie Hydrangea
macrophyllassp.serratae in particolare al gruppo Amacha (in giapponasa-cha
significa té dolce). Prima dell’introduzione deflocchero, il popolo nipponico usava
questa pianta come dolcificante. Le piante di quaegkecie per lungo tempo sono
state utilizzate per ottenere un dolcificante relejrma fino ad oggi non é stata
avviata una coltivazione massale a questo finefogie contengono fillodulcina,
una isocumarina, circa 350 volte piu dolce del aeasio per 'uomo, pertanto le
foglie essiccate potrebbero essere mescolate adtipitdi té ed utilizzate come
dolcificante naturale. In Giappone il té dolce @iegato come infuso per celebrare
la nascita di Buddha. L'infuso viene fatto con feghiovani, cotte a vapore e
arrotolate a mano, con cui si prepara una bevanidmata Ama-tsia (té celeste). Per
ottenere un sapore piu intenso vengono raccofieglee fresche, prima che la pianta
inizi a fiorire, in modo che abbiano la maggior centrazione di edulcorante.

Le ortensie del gruppo amacha sono piu di diecioeosconosciute in
Giappone col nome yama ajisai (ortensie di montadreamaggior parte di esse ha
foglie strette con superficie opaca e portano neBoenze di tipdacecap di colore
bianco, rosa o blu. Sono piu 0 meno tutte locatezallle montagne del centro e
nord del Giappone. Il té piu dolce si ottiene dalleghe foglie di ‘Nagaba amacha’
che cresce nel centro dell’isola di Honshu.

Anche in Corea le foglie dd. macrophyllassp.serrata sono essiccate in
maniera tradizionale, fino ad ottenere foglie scyrarticolarmente ricche in olii
essenziali che conferiscono un persistente sapmoe duando vengono unite al te
nero, per ottenere un té con un gusto particolarengmadevole e dolcificato
naturalmente.

Sono note anche proprieta terapeutiche legate aérgddydrangea gli
indiani Cherokee utilizzavano le radicildi arborescensei disturbi legati ai calcoli
renali, preparando decotti ritenuti in grado diuowerli ed alleviare il dolore dovuto
alla loro emissione.

Di recente sono stati fatti studi sulle propriethicmali del t¢ Amacha, che
hanno evidenziato un ruolo dell’acido idrangenietl’abbassare significativamente

i livelli ematici di glucosio, trigliceridi e acidjrassi liberi. Alcuni metaboliti, come
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l'idrangenolo e i tumberginoli A e F contenuti reefbglie disidratate ddydrangea
hanno mostrato un effetto antiallergico in testedizione cutanea.

In ltalia, nella citta di Bolsena, durante la ‘Festelle Ortensie’, una
manifestazione promossa dall’associazione ‘Amitled®@rtensie’ che si svolge nella
seconda meta di giugno, € possibile assaggiaeedi Hydrangeae tutti i prodotti
derivati dal té come il gelato, le marmellate guibri, prodotti che presentano ottime

proprieta digestive e che rappresentano rare pteltze per il palato.

1.4. IMPORTANZA ECONOMICA, PRODUZIONE E VALORIZZAZI ONE
DEL GENERE HYDRANGEA

L’'ortensia € apprezzata da secoli come pianta déear Nel corso degli
ultimi venti anni del XX secolo, le ortensie hammentito degli effetti di un leggero
calo della domanda. Ma in seguito a innovazionietali, sono riuscite comunque a
suscitare l'interesse dei consumatori (Wagenaat2P@ a produzione mondiale di

piante in vaso dHydrangeaé stimata intorno a 115 milioni I'anno (Fig.6).
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Fig. 6: Produzione mondiale di piante in vasélgdrangea(Wagenaar, 2012).

In particolare, i maggiori produttori di piante waso si ritrovano nel nord
Europa, dove il totale della produzione stimataireac63 milioni. Paesi Bassi,
Germania e Francia rappresentano i tre principeddyttori, con una superficie
destinata alla produzione di piante in vaso risyattente del 30, 26 e 15% (Tab.2),
(Horticulture-RNM- PACA, 2012).
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Produzione nei Hydrangea Altre specie | Superficie totale % superficie
paesi d’Europa | macrop. in vaso da| da esterno destinata alla destinata alla
interno/esterno produzione produzione
piante in vaso piante in vaso
Paesi Bassi 11.0 7.5 18.8 30
Germania 11.0 5.5 16.5 26
Francia 6.5 3.0 9.5 15
Paesi Scandinav 3.8 15 5.3 8
Italia 4.0 0.5 4.5 7
Belgio 2.5 0.8 3.3 5
Regno Unito 0.5 15 2.0 3
Svizzera/Austria 1.4 0.6 2.0 3
Spagna 1.0 1.0 2
Paesi Est U.E. 0.6 0.6 1
Totale 42.3 20.9 63.8 100

Tab. 2:Produzione totale di piante in vasdiglidrangeain Europa (milioni di piante).

Della produzione totale europea, il 65 % e rappreede daH. macrophylla
il 15 % daH. paniculata il 5 % daH. arboresceng il restante dalle altre varieta.

In Fig.7 € mostrato 'andamento delle vendite sataato olandese riferito sia

al fiore reciso che alle piante in vaso nell’ar¢desnpo 2006-2010: in particolare si

puo osservare che le vendite sul mercato olandd&eealreciso diHydrangeahanno

subito un maggiore incremento rispetto alle pianteraso, le quali sono rimaste

pressoché costanti (van Bloemenveillingen, 2008201
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Fig. 7: Andamento delle vendite sul mercato olaad#¥6-2010.
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Inoltre, si pud osservare che la produzione totialelydrangeasul mercato
olandese é passata da 23.906.000 di € nel 20026&83000 di € nel 2010 per quanto
riguarda il fiore reciso, mentre la produzione copianta da vaso € passata da
26.573.000 di € nel 2008 a 29.036.000 di € nel JG1d.8).
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Fig. 8:Hydrangea(fiore reciso e pianta in vaso): valore delle prdni affluite sul mercato olandese
(anni 2008 e 2010).

Sempre in riferimento al mercato olandese (van mkeveillingen, 2008-
2010), si osserva un maggiore incremento del nunaede di steli prodotti (da
21.733.000 nel 2008 a 29.104.000 nel 2010), rispgtnumero totale di piante in
vaso prodotte (da 9.601.000 nel 2008 a 11.312.802010) (Fig.9).
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Fig. 9: Numero totale di steli e piante in vasodutbe sul mercato olandese.

22



Infine per quanto riguarda il prezzo medio siafaek reciso che delle piante
in vaso diHydrangea macrophyllanell’arco di tempo considerato, questo € rimasto
pressoché costante, mentre si assiste ad un incterdel prezzo medio per quanto
riguarda Hydrangea quercifolia passata da 5.82 € nel 2006 a 9.25 € nel 2010
(Fig.10) (van Bloemenveillingen, 2008-2010).
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Fig. 10: Prezzo medio dei fiori recisi e delle p&im vaso sul mercato olandese.

Oggi sono disponibili sul mercato mondiale moltenfe e molti colori, e
possono essere usate per scopi differenti: piantaso da interno, fiore reciso fresco
0 essiccato, per ricorrenze o celebrazioni (matninm altri eventi), su balconi e
terrazzi, in giardini e spazi verdi pubblici. Il ncato di questa specie, presenta una
tendenza positiva soprattutto in termini di quantiéndute e stabilita dei prezzi. Cio
e dovuto principalmente a:

- facilita di coltivazione e velocita di accrescimant

- lunga shelf-life;

- particolari caratteristiche estetiche;

- eccesso di domanda, rispetto all’'offerta, in apmigggio-giugno;

- resistenza a condizioni climatiche (freddo/cald@noanza o eccesso di

acqua);

- possibilita di commercializzare un prodotto muiltiionale (pianta da

arredamento, da terrazzo, o come fiore recisodresessiccato).

Negli Stati Uniti, negli ultimi venti anniHydrangea in particolareH.
macrophyllassp.macrophylla varieta Endless Summer®, ha acquistato popolarita

ed e cresciuta quantitativamente. Dal 2000, nuneevasieta di origine europea ed
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asiatica, destinate alla coltivazione come piamavaso, sono state oggetto di
brevettazione. Negli USA si registra un crescentéeeresse verso le specie
relativamente poco diffuse in ltalia, per quanto aslattino perfettamente alle
condizioni pedo-climatiche del nostro Paese: arborescensH. anomala ssp.
petiolaris e H. quercifolig rispettivamente coltivabili come alberelli, ramgti o
ornamentali da foglia.

Per quanto riguarda il mercato asiatico, la prooheidiHydrangeaé stata
stimata in circa 22 milioni di piante; in particoédla maggior parte della produzione
proviene da Cina e sud Corea (circa 17 milioniseguire il Giappone, con una
produzione di piante in vaso all’anno di circa 3iomi, ed infine Australia e Nuova
Zelanda con 2 milioni di piante (Wagenaar, 2012).

In Italia, la produzione di piante in vaso di ogensia da esterno che da
interno, varia a seconda della regione. Il maggionero di piante da giardino sono
prodotte nel Lazio (con 1.266.636 piante), segui®® Toscana (714.717) e
Lombardia (443.752) (Fig.11); le stesse tre regisono anche le maggiori
produttrici di piante in vaso da interno, rispedtivente con 267.741 piante prodotte
nel Lazio, 132.798 in Toscana e 125.904 in Lomlaa(Big.12) (Dipartimento delle
Politiche di Sviluppo-Direzione Generale dello 8pibo Rurale, MiPAAF 2009).
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Fig. 11: Ortensia da giardino: produzione di pieinteaso nelle diverse regioni (n° piante).
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Fig. 12: Ortensia da interno: produzione di pianteaso nelle diverse regioni (n° piante).

In Italia il genereHydrangeaviene valorizzato grazie all'attivita di diverse
associazioni, tra cui ‘Amici delle Ortensie’ di Beha. Questa associazione e stata
fondata con I'obiettivo di valorizzare e far conese questa specie botanica, che si e
rapidamente diffusa in Italia ed in Europa gratie sue magnifiche fioriture, che da
fine primavera perdurano per tutta I'estate, digadb cosi una pianta ornamentale
di primo ordine. L’Associazione € nata con il prepo di diffondere la conoscenza
di queste piante sia attraverso un’operazione dmpeione diretta, sia stringendo
contatti con associazioni analoghe, vivaisti sgeaati, produttori ed appassionati
sparsi in Italia ed in altri Paesi.

In Francia il patrimonio genetico del gendfigdrangeaé gestito da una
cooperativa, in cui partner pubblici e privati etdbrano tra loro, impegnandosi sia a
rendere disponibili e diffondere le risorse gerticdi questa specie, che a
partecipare alla loro manutenzione e valutazioneesfa cooperativa € stata fondata
nel 1999 sotto la cura dureau des Ressources Genetiq(igficio delle Risorse
Genetiche) ed e attualmente composta da sei paliteetrambi i settori, pubblico e
privato. Loscopo di questa rete € quello di gestire unaziole nazionale, la quale
oltre ad essere stata identificata, classificdtecalizzata, € anche disponibile. Infatti
a questa raccolta vi é libero acceso in terminfadhitura e di distribuzione di
materiale vegetale per i partner della rete, mdeamer i non-membri, naturalmente
entro i limiti descritti dal regolamento della reteessa o come deciso dal comitato
direttivo. Tale disponibilita si basa sul princip@i scambio. In Francia questa
collezione nazionale dilydrangeaé considerata una banca del germoplasma, dove

ciascuna accessione e rappresentata da 3 piafdestdsdso clone. L’identificazione
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dei cloni di questa collezione e stato uno deglietivi iniziali della ricerca
intrapresa da questa organizzazione, dove ogndkirone e stato caratterizzato sia
dal punto di vista morfologico, mediante 35 desarif sia dal punto di vista genetico
attraverso marcatori molecolari. Sono stati idésdtf i cloni e rilevate omonimie e
sinonimie, in particolare itd. macrophylla Questo lavoro di caratterizzazione ha

permesso di costituire la collezione nazionale (BR@®?7).

1.5. NOTE DI COLTIVAZIONE

Ricordando la loro origine e I'ambiente di sottobmsn cui crescono, Si
deduce che le zone a clima mite, umide e ombrase p adatte alla coltivazione
delle ortensie: in Inghilterra e sulle coste aildre della Francia queste acidofile,
facilitate dalle condizioni particolarmente favoodvdel clima temperato oceanico,
sono una delle colture ornamentali piu diffuse edrfo una vegetazione rigogliosa,
con una capacita di fioritura veramente straordénar

Alle nostre latitudini, la coltivazione delle or&a non presenta particolari
difficolta: trovano il loro habitat ideale in pogne di mezz’ombra, ma molte
cultivar in realtd possono essere coltivate benissimo arahesole, purché
adeguatamente rifornite di acqua in terreni fresehben drenati, contenenti una
buona quantita di sostanza organica e mineraleortensie prediligono un clima
temperato umido, la maggior parte delle specie cmmue, resiste benissimo alle
basse temperature fino a -6/-7 °C. L'unico rischiod essere rappresentato da
eventuali gelate precoci o tardive, tipiche deghibgéenti mediterranei, che pur non
portando a morte la pianta, ne pregiudicano spkesBoritura (Lombardi, 2009). Di
seguito sono riportati in dettaglio i principalirpenetri da considerare durante la
coltivazione.

Temperatura ed esposizioneéMolte specie temono gli eccessi termici, in
particolare le alte temperature che disidratanddeapente le foglie e disseccano i
fiori. Il freddo invece giunge quando le ortengibe sono in parte caducifolie, sono
ormai entrate in riposo, diventando cosi insenisdlie condizioni esterne. Specie
comeH. quercifolia e H. arborescensuperano minime invernali inferiori a -20 °C e
massime estive superiori a 35 °C. Sono molto sénsille gelate tardive che
provocando la bruciatura dei giovani germogli, jposs compromettere quindi la

fioritura della stagioneEssendo arbusti di sottobosco a comportamentalscieibe
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adatti a condizioni di ombra o di mezz’'ombra, swifs se esposte alla luce diretta
del sole soprattutto durante le ore centrali detrgs (Rampinini, 2003a).

Irrigazioni L’apporto di acqua deve essere abbondante neidperaddi per
compensare le perdite d’acqua all'interno dellelifoger evapotraspirazione. Per
quanto gradiscano generose annaffiature, questeepsmffrono i ristagni d’acqua,
che provocano l'asfissia delle radici. Sono codli irtigazioni fogliari a pioggia
(Lombardi, 2009).

Suolo e messa a dimord.e ortensie sono in grado di adattarsi a diverse
tipologie di suolo, ma crescono meglio su suoli cora buona ritenzione idrica,
ovvero capacita di trattenere 'acqua e mantenersdi senza ristagni. Per quanto
riguarda invece i rinvasi, si possono usare i sabgber acidofile che si trovano in
commercio. Il periodo migliore per il rinvaso e faedella ripresa vegetativa in
primavera, quando si ha il picco dell'attivita reale.

Un terreno eccessivamente calcareo (pH 8-8.5) ®lizZzo di acque di
irrigazione particolarmente dure, possono indureenortensie clorosi ferrica. In
questi terreni la presenza di calcare rende ibfempolto meno disponibile perché in
forme insolubili: le ortensie sono particolarmesgmsibili a questa immobilizzazione
del ferro e manifestano sintomi di carenza sopttatta carico delle foglie, che
divengono intensamente colorate di giallo; quesikbrazione € dovuta ad una
difficolta da parte della pianta a produrre cldiafi per la cui sintesi il ferro e
indispensabile. Il prolungarsi delle condizioni gisponenti la clorosi, porta a
schiarimenti sempre piu intensi della lamina che gdiventare biancastra, la foglia
dissecca e necrotizza a partire dai margini. Nafate in vaso, possiamo intervenire
somministrando alla pianta una integrazione diof@won prodotti specifici, mentre
per quanto riguarda le piante in terra, la somrremesone di chelati di ferro
rinverdisce temporaneamente le foglie, ma il prolal@lel calcare rimane.

Concimazione Al momento della ripresa vegetativa pud esserde uti
affiancare alla concimazione organica quella milegiienportante per assicurare una
vegetazione vigorosa e una fioritura abbondantenf®aini, 2003b).

Potatura Una potatura corretta € utile per guidare la giantuno sviluppo
armonico ed equilibrato. Se non viene effettuatant@rvento di potatura, le piante
potrebbero espandersi troppo, assumendo un agpetio’ disordinato, producendo
fiori piu piccoli ma, comunque, continuando a cexsced a fiorire. Al contrario, con

una potatura troppo eccessiva si puo perdere bparta della fioritura e anche
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rallentare lo sviluppo della pianta. Per quel ciguardaH. macrophylla ssp.
macrophylla e H. macrophylla ssp. serratg che fioriscono sul legno dell’anno
precedente, ci si limita ad una ripulitura del sealla eliminazione degli steli piu
deboli ed alla rimozione dei fiori secchi tagliansigpra I'ultima coppia di gemme,
che sono quelle che porteranno i fiori nella stagisuccessiva. Per quel che riguarda
H. paniculatae H. arborescensche fioriscono sul legno dello stesso anno, la
potatura puo essere piu drastica: si taglieranngtgli lasciando solo due gemme
alla base, ponendo le premesse per infiorescent® mp@ndi. Le rampicantiH.
petiolaris e H. seemaniinvece richiedono una limitata potatura che semweche
altro a contenerne la crescita e tale intervenfuéieffettuare anche con la pianta in
vegetazione, come potatura verde. Reaspera H. involucratae H. quercifoliasi
consigliano solo potature di riordino e conteninoerta effettuare dopo la fioritura
(Rampinini, 2003a).

Malattie e avversita Le ortensie sono piante rustiche e resistenti, iohe
genere riescono a superare gli attacchi di parassigini e insetti fitofagi. Di
seguito sono elencati alcuni dei sintomi pitu con{lwombardi, 2009).

Mal bianco - € un fungo che colpisce prevalentemente le fogtia,in alcuni casi
attacca anche i fiori ed i rami. La presenza deldattia si manifesta con macchie
piu chiare sulla lamina fogliare che ben prestoveistono di una patina dall’aspetto
polverulento di colore bianco-grigiastro: questéin@zanon e altro che il micelio del
fungo. Col progredire dell’attacco, le parti cofpievidenziano una reticolatura
nerastra, la parte del lembo colpita tende a dedsime a necrotizzare; le aree
fogliari interessate dall'infezione sono solitaneemircondate da un anello rosso-
violaceo. Compare di solito in estate e prolifemacondizioni di caldo e umidita
stagnante. Per controllare questo oidio sonoaltlini accorgimenti agronomici (per
es. utilizzare un tipo di irrigazione che bagni méa chioma, come irrigazione a
goccia 0 a capillare). Nel caso l'attacco sia tdie richiedere interventi di tipo
chimico, sono utilizzabili diversi fungicidi antdici ad azione specifica.

Armillaria mellea - Il fungo attacca generalmente I'apparato radicalé anlletto
della pianta: strutture filamentose (rizomorfey@iluppano nel suolo fino a che non
raggiungono una radice viva; gli apici delle rizafeopenetrano nei tessuti della
radice e da quel momento il fungo vive come patassilla pianta. Placche di
tessuto fungino filamentoso bianco-crema (miceliw) formano nella zona

sottocorticale, a livello del colletto e dellappty radicale: il fungo inizia a
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‘strangolare’ la pianta rallentando, fino ad impedil flusso dellacqua e dei
nutrienti dall'apparato radicale. Il primo sinton® il rapido deterioramento di
cespugli o loro parti fino a poco prima apparentet@én buona salute: alcuni steli si
mostrano avvizziti, disidratati, come se avesseftedo grosse carenze d’acqua. Su
piante con attacchi iniziali o non molto estesipsio effettuare una ripulitura
chirurgica, eliminando alla base la parte inter@ssadisinfettando poi il colletto e la
zona adiacente con sali di rame. Nel caso di iofeziavanzata e consigliato
espiantare la pianta con tutto I'apparato radieatéstruggerla.

Afide - Rhopalosiphum dianth{alt. € un afide della grandezza di circa 2 miéim

di colore verdastro o giallo-verdastro. La suavdéti trofica pud provocare il
deperimento della pianta, soprattutto in corrisgozéh di massicce infestazioni su
piante giovani o appena germogliate; puo, tranaiteuntura, essere vettore di alcuni
virus.

Pulvinaria - Eupulvinaria hydrangeaeStein. € una cocciniglia che staziona
soprattutto nella pagina inferiore delle foglie, malonizza anche rametti e stel
fiorali. Questo insetto punge i tessuti della pgaper succhiare la linfa, inducendo
uno stato di sofferenza e deperimento nella piantdire i vari stadi di Pulvinaria
producono una grande quantita di melata, una seaezuccherina che imbratta i
tessuti, accentuando l'asfissia, gia direttamem@vqrata dagli strati di colonie
fioccose che avvolgono le parti colpite e diveneadbstrato nutritivo per particolari
funghi che provocano il nerume o fusaggine. E’ fimkesintervenire in autunno-
inverno o fine inverno, contro le forme svernaatin uno o piu trattamenti a base di
oli bianchi.

Virosi - L'ortensia coltivata per la produzione di pianterite in vaso, H.
macrophylla e infettata da numerosi virus, alcuni specificgdesta pianta, altri a
vasta gamma d’ospiti naturali. Alcuni virus infettaanche altre specie, quéli
paniculatae H. serrata Virus specifici maggiormente diffusi sono:

Hydrangea ringspot potexvirugHdRSV, virus della maculatura anulare delle

ortensia) e il virus piu comune in ortensia, ardsizione pressoché mondiale. E’
trasmissibile per succo, ha gamma d’ospiti ampmom® ha vettori noti. Su ortensia
causa maculatura anulare, evidente soprattutte safllie piu adulte, talvolta di

colore rosso-bruno. Le foglie possono essere @tecarrotolate ed asimmetriche, le
inflorescenze possono avere numero ridotto di,fied infine le piante possono

mostrare nanismo. Alcunecultivar sono infette in modo quasi latente,
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presumibilmente I'espressione dei sintomi dipendbBactultivar, dalle condizioni
ambientali e dalla nutrizione. La diffusione detud nelle coltivazioni € dovuta
soprattutto alla moltiplicazione vegetativa di mete infetto ed anche all’'uso di
strumenti da taglio usati su piante infette e sssi®@mente su piante sane.

Alfalfa mosaic alfamovirugAMV, virus del mosaico dell’erba medica) causa su

ortensia evidente mosaico o maculatura clorotimgiallimenti delle nervature delle
foglie, in particolare di quelle apicali. E’ stasegnalato spesso in infezione mista
con HARSV.

Tomato spotted wilt tospoviru§TSWV, virus dell'avvizzimento maculato del

pomodoro) causa su ortensia evidente maculaturarensulle foglie, bronzatura e

nanismo.

2. MIGLIORAMENTO GENETICO DEL GENERE HYDRANGEA

Il principale obiettivo debreedingdelle specie ornamentali € incrementare la
variabilita genetica, introducendo nuovi caratesietici, come il colore e la forma
del fiore, e il portamento della pianta. Per raggere questi obiettivi, € possibile
ricorrere a due strategie: il miglioramento gereeti@mite incrocio e 'ottenimento
di nuovi genotipi per mezzo di mutazioni spontanéedotte.

Recentemente, il miglioramento genetico per mezzotedniche piu
innovative, come la trasformazione genetica, staimoando ad essere applicato in
floricoltura. Tra questi metodi, I'ibridazione trgpecie distanti rappresenta uno
strumento efficace per incrementare la variaziageegca e ben si adatta alle specie
floricole per due ragioni. Primo, la maggior padelle piante coltivate sono
propagate per seme, e attraverso ripetute autadez@mmi o reincroci, € possibile
fissare determinati caratteri. Comunque, gli ibridierspecifici e intergenerici
generalmente sono caratterizzati da una steriligsscimle e/o femminile, e di
conseguenza questi non possono essere usati peFssive incroci. Cosi molte
specie floricole sono propagate vegetativamentglj éridi sterili possono essere
usati direttamente comeultivar nuove. Secondo, gli ibridi interspecifici e
intergenerici generalmente mostrano una morfologermedia tra i due parentali, la

quale rappresenta una caratteristica attrattivoricoltura, poiché l'introduzione di
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nuovi caratteri € importante per lo sviluppo di weioultivar ornamentali (Nakano e
Mii, 2008).

L’ibridazione tra specie distanti solitamente inopli incroci tra specie
differenti all'interno dello stesso genere (Kabal., 2001), ma anche tra generi
diversi (Amanoet al, 2007). Questa puo essere ostacolata dal vesfidabarriere
sessuali, che si dividono in pre e postzigotiche. Qarriere di pre-fecondazione
possono essere dovute o all'impossibilita del tigbpollinico di attraversare lo stilo
e raggiungere lo stigma, o allincompatibilita debtesso polline, o a un aborto
dell'ovario; quelle di post-fecondazione sono ireecdovute alla mancanza
dell’endosperma o all'aborto dell’embrione stesso.

Le tecniche di colturain vitro di cellule, tessuti ed organi vegetall,
ampiamente utilizzate come strumento di indagingiaogia molecolare e fisiologia
cellulare, rappresentano un importante supportamalioramento genetico, in
particolare modo attraverso:

Embriocoltura: questa metodologia prevede l'isolamento e la c@ituvitro

di embrioni, al fine di consentirne lo sviluppo wesessivamente la germinazione. |l
precoce aborto dellembrione si puo verificare penomeni di incompatibilita
genetica in incroci interspecifici ed intergeneridiei programmi di miglioramento
genetico si ricorre spesso all'incrocio con speaffni per introdurre in quelle
coltivate caratteri interessanti dal punto di vigtgonomico. Nonostante il processo
di fecondazione avvenga normalmente, lo sviluppdl’edebrione si blocca
precocemente seguito da degenerazione dello seessollassamento del seme.
Spesso la morte dellembrione sembra determinatan@gacato funzionamento
dell’endosperma, fonte di nutrimento per il nuomdividuo (De Paolet al, 1993).

Tra le tecniche di colturén vitro, I'embryo rescuecioe il trasferimento
dell’embrione immaturo su un substrato artificiatssi da consentirne di raggiungere
il pieno sviluppo, rappresenta un esempio di etficetegrazione delle biotecnologie
con i metodi tradizionali di miglioramento geneti¢mfante e Gonzales, 2002;
Mancuscetal., 2002).

Conservazione di germoplasmaostituisce un’attivita necessaria per i

genetisti in quanto consente di non perdere prezioateriale genetico portatore di
caratteri interessanti ed utilizzabile per miglrerale attuali costituzioni in
commercio. Il germoplasma di una specie compreralevdrieta commerciali

coltivate, le vecchiecultivar, le linee non valide, ma dotate di caratteri dp=ci
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interessanti, mutanti, varieta provenienti dallaaali origine, forme selvatiche e
specie selvatiche affini.

La conservazionm vitro di germogli e tessuti, offre un metodo vantaggioso
in quanto le colture occupano spazi molto ridodbao salvaguardate dall’attacco di
agenti patogeni visto che sono allevate in star{lamiano e Palombi, 2000).

Produzione di aploidi in vitrocostituisce un metodo rapido per I'ottenimento

di piante omozigoti da utilizzare nei programmnaglioramento genetico. Le piante
omozigoti possono essere utilizzate in quanto pariadi caratteri recessivi
interessanti o per la costituzione di linee purénti@iegare nella produzione di ibridi.
Questa tecnica e fondamentale in specie dioichg@ngompatibili e riduce i tempi
necessari per ottenere individui omozigoti in quelpecie caratterizzate da una lunga
fase giovanile e nelle stesse specie autogamesprrdli € necessario effettuare 5-7
generazioni di autofecondazioni per raggiungenmdmigosi (Rossetal., 2001).

Coltura e fusione di protoplasti:nel miglioramento genetico, viene

ampiamente impiegato lincrocio fra individui dellstessa specie o di specie
selvatiche geneticamente affini, per introdurreattari di interesse agronomico,
come la resistenza alle malattie. La fusione ditqpiasti fornisce un metodo

alternativo per ottenere progenie; questa tecnreweple la fusione (nucleare o
citoplasmatica) di due cellule somatiche provemietd genitori diversi e la

rigenerazione di una piantina (ibrido somatico)mtaldotto di fusione.

Ingegneria geneticail trasferimento di materiale genetico costituisg®o

strumento sia per studiare la struttura e le fumzi@i geni, che per introdurre nella
pianta determinati geni interessanti dal puntoisiavagronomico. Questo passaggio
puo essere effettuato tramite vettori o per intzoive diretta di DNA nelle cellule
(De Paolietal., 1993; Rosset al, 2001).

Tentativi di realizzare incroci tra specie e sqitase nel generklydrangea
sono stati effettuati da Mortreau (Mortreatial., 2003). Nella maggior parte di
incroci interspecifici testati, il tubetto pollirdcriesce a raggiungere I'ovario, con
conseguente sviluppo degli ovuli, anche tra qusfiecie che presentano notevoli
differenze di quantita di DNA e un numero divers@mmosomi, come per esempio
nell'incrocio H. arborescens H. involucrata Mentre barriere sessuali prezigotiche
si verificano ad esempio negli incrddi petiolarisx H. involucratg H. arborescens

x H. asperae H. involucrata x H. heteromalla Alcune delle combinazioni di
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incrocio testate, si caratterizzano da una incoibititd interspecifica, in particolar
modo € la direzione dell'incrocio che puo influerezd’esito dell’ibridazione
(Fig.13).

H. aspera

2x=34 or 36
2C DNA from 3.02
t04.75 pg

H. involucrata
20=30
2C DNA=5 pg

H. paniculata
2v=36 or 4x=72
2C DNA=3.77 pg,

H. quercifolia

H. macrophylla

2C DNA=430 pg

2x=36
2C DNA=2.71 pg,

Fig. 13: Schema compatibilita incrocio interspemfinHydrangea Le frecce indicano la
compatibilita di incrocio, mentre le linee trattéag I'incompatibilita di incrocio. (Sono inoltre
riportati il n° di cromosomi e 2C DNA secondo Cédrladal., 2001).

Le cultivar di H. macrophylla presentano generalmente una stretta base
genetica, pertanto libridazione tra specie distasppresenta un importante
strumento per ampliare la variabilita genetica. Gonziati diversi progetti, sia in
Giappone che negli Stati Uniti, in cui € stato dectli ricorrere all'ibridazione tra
specie distanti per migliorare questa specie (Keatlal., 2008). Generalmente, da
quanto riportato in letteratura, nei programmi Hreeding di Hydrangea
macrophylla si cerca di combinare varieta in possesso deiesggrequisiti: buoni
caratteri estetici, soprattutto per cio che rigaaidcolore e la forma del fiore, e
buona resistenza al freddo, poiché la fioriturapésso diminuita da un inusuale
freddo invernale o da gelate tardive in primavera.

La resistenza al freddo rappresenta un aspettaafoantale per |l
miglioramento della coltivazione ¢i. macrophylla soprattuttdn alcune zone degli
Stati Uniti, dove gelate primaverili possono dargiage la formazione dei bocci
fiorali, con conseguente riduzione della fioritutdna potenziale fonte di resistenza
al freddo per accrescere l'utilita di questa popolspecie, pud essere rappresentata
dall'impiego di tre specie dilydrangea ampiamente coltivate negli Stati Uniki.
paniculata Sieb., H. arborescensL. e H. quercifolia Bartr.. Reed indaga sulla
possibilita di creare ibridi interspecifici, tra tee specie resistenti al freddoH
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macrophylla cosi da ottenere nuovi ibridi con infiorescenaeablori vivaci ma tali
da poter essere coltivati nelle zone piu freddglidgtati Uniti, in particolare ibridi
interspecifici traH. macrophyllax H. paniculata Inoltre & valutata anche I'auto-
compatibilita di ognuna delle specie testate, aé fdi determinare la necessita di
ricorrere allemasculazione durante I'impollinazéocontrollata (Reed, 2000).

In Hydrangea la tecnica diembryo rescueg stata impiegata come supporto
perottenere nuove piantine da incrocio interspecificbl. macrophyllaKardinal’ x
H. paniculata‘Brussels Lace’, dove il materiale da sottoporreaadlisi molecolare
RAPD, é stato recuperato mediante coltura di oviatto radicarein vitro e
successivamente ambientato in serra (Re¢ed, 2001).

Altre tipologie di incrocio interspecifico soncagt realizzate da Kudo, fid
scandenssp.chinensise H. macrophyllaBlue Ring’ (Kudoetal., 2008). InfattiH.
scandensssp. chinensis piccolo arbusto sempreverde nativo delle regicaide
temperate e subtropicali del sud-est asiatico, eptes diverse caratteristiche
attrattive, come una fioritura invernale e picamdrimbi bianchi di diametro 15-20
cm, ma non € comunemente impiegato come piantanamtale. In questo modo e
possibile combinare la fioritura invernale e il liaghe sempreverde di. scandens
ssp. chinensis con le caratteristiche ornamentali Hi. macrophylla sfruttando
I'ampia variabilita di colore delle infiorescenz&nche in questo caso la tecnica di
embryo rescuet impiegata come supporto @eperare le barriere postzigotiche. Gli
ibridi ottenuti si caratterizzano da una morfolodel fiore e delle foglie intermedia
tra le due specie parentali. Dal momento che lev@ypoogenie mostrano una crescita
piu vigorosa di entrambi i parentali, hanno foglempreverdi e si caratterizzano per
una fioritura invernale, questo potrebbe rappregsenin ampliamento di qualita di
valore tale da renderli commerciabili e disponip#r la coltivazione in serra. Come
aspetto negativo, questi ibridi non producono seenquindi il loro impiego come
parentale maschile nei programmi di incrocio ristelbbe difficile. Per ripristinare la
fertilita del polline, sarebbe necessario prodamédiploidi attraverso il raddoppio
del numero di cromosomi (Nimugd al, 2003).

| precedenti tentativi di usare I'ibridazione irgpecifica come strumento per
combinare il colore dei fiori con la resistenzafralddo in Hydrangea non hanno
prodotto i risultati desiderati, poiché gli ibriditenuti si caratterizzavano da sterilita,

aneuploidia e debolezza. In tutti questi chsimacrophyllae stata usata come fonte
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di caratteristiche ornamentali. E’ stata testata plassibilita di sostituireH.
macrophyllaconH. involucratg come fonte alternativa (Jones e Reed, 2006).

Un esempio riguarda la produzione di ibridi tda arborescensla quale
rappresenta una tra le specie di questo generergsigtenti al freddo, edH.
involucratg la quale & apprezzata, oltre che per la resiatahfreddo e per le sue
caratteristiche estetiche, come il colore dei fldt-lavanda e le sue grandi foglie
vellutate, in particolare testando [lincrocibl. arborescens‘Dardom’ x H.
involucrata La produzione di questa combinazione di incrgmtrebbe portare allo
sviluppo di nuovecultivar ed aumentare le vendite Hiydrangeasoprattutto nelle
aree piu fredde degli Stati Uniti (Jones e Reed)52Qones e Reed, 2006). A
differenza delle combinazioni di incrocio descripteecedentemente, I'impiego Hi
arborescengome parentale femminile e Hi involucratacome parentale maschile,
produce seme vitale e capace di germinare. Ingliesta tipologia di incrocio non
richiede la necessita di ricorrere alle tecnighgitro di embryo rescuea differenza
di ibridi tra H. macrophyllax H. paniculata,prodotti solo mediante tale tecnieatra
H. macrophyllax H. arborescensdove e necessario combinare la tecnicanabbryo

rescuecon la rigenerazione da callo (Jones e Reed, 2005).

3. TECNICHE DI DISTINZIONE VARIETALE IN FLORICOLTUR A

3.1. INTRODUZIONE

L'uomo e da sempre interessato all’ottenimento idin{g adatte alle sue
necessita ed il miglioramento genetico € una rigpos questa necessita.
L’introduzione di nuove specie in ambienti divedsi quelli naturali é il caso piu
semplice di miglioramento genetico, basti pensareha cosa ha significato
I'introduzione nel Vecchio Continente di specie @&l americane od originarie
dell'Oriente.

In floricoltura spesso si parla di identificaziormyvero del riconoscimento e
della distinzione delle singole varieta presenkiré¢rno di ogni specie coltivata.
Esistono principalmente due metodi per I'identificae, quelli basati sull’analisi del

fenotipo della pianta e quelli basati sull’anatisi genotipo della stessa.
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Le tecniche che hanno permesso, nel corso degij Endistinzione fra le
diverse varieta in piante ornamentali sono quele @mplicano l'utilizzo dei
cosiddetti marcatori genetici.

Il terminemarcatore genetice usato per indicare qualsiasi carattere ereditato
in maniera mendeliana semplice; € una qualsiagrdiiza fenotipica controllata
geneticamente ed utilizzata in un’analisi genefidaezet al.,2000). Un marcatore
genetico deve presentare una serie di carattéresper essere considerato un buon
marcatore ed essere utilizzato nel miglioramentoetieo: deve essere polimorfico
(multiallelico), non epistatico (non influenzato dHri loci), neutro (la sostituzione

allelica non ha altri effetti fenotipici). | marcat genetici sono di tre tipi:

. Marcatori morfologici (caratteri fenotipici monoge);
. Marcatori biochimici (isoenzimi e proteine);
. Marcatori molecolari (frammenti di DNA).

Negli ultimi anni i marcatori genetici, soprattuger I'avvento dei marcatori
molecolari, hanno assunto un ruolo sempre piu itapte in floricoltura per le loro
molteplici applicazioni.

Fino alla meta degli anni ‘60, i marcatori genetitilizzati nel miglioramento
genetico delle piante erano controllati da genioeissi a caratteri morfologici
(fenotipo); essi sono stati il primo tipo di mamat utilizzato e solitamente
rappresentano il primo passo nella identificazioagetale.

Successivamente l'analisi si € estesa con I'impuligoarcatori isoenzimatici
e di altri tipi di proteine (biochimici), che hanmomentato notevolmente il numero
di marcatori disponibili; negli ultimi decenni h@sainto importanza I'impiego dei
marcatori molecolari basati sull’analisi del DNAaini singolo individuo.

La descrizione morfologica e agronomica di una etari sebbene di
fondamentale importanza, non e sempre sufficiethtevadenziare problemi legati ad
errori di cartellinamento, a sinonimie e ad eveltoautazioni insorte durante il
periodo di mantenimento. La rispondenza varietale&arpropagazione delle piante e
notoriamente basata su riscontri fenotipici, ciafesame visivo dei caratteri della
pianta confrontati con i descrittori propri di ctaga varieta; € pertanto evidente che
sul piano genetico, questo sistema é fortementddegjla componente ambientale e,
almeno per i caratteri quantitativi, non considegenotipo in quanto tale.

L’identificazione varietale mediante I'applicaziodeé analisi molecolari del

DNA che descrivono I'impronta geneticdingerprinting dell’individuo, consente di
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effettuare controlli e verifiche costanti dellapimdenza tra le accessioni presenti
nelle collezioni o propagate a livello vivaisticoee varieta originali, poiché rende
possibile 'identificazione inequivocabile di cias@ varieta mediante I'analisi dei
profili del DNA (Pontiet al.,1997). Per tutti questi motivi si &€ sentita la resi& di
affiancare all'analisi del fenotipo quella del gé&po (fingerprinting, basata
essenzialmente sull’'analisi degli isoenzimi e dé&lADdelle piante, con tecniche
quali RFLP, RAPD, microsatelliti e AFLP.

La distinzione varietale in floricoltura trova nemse applicazioni. Le
collezioni varietali, intese come raccolta di geplasma, rappresentano la fonte di
variabilita genetica dalla quale & possibile atiregil materiale da utilizzare nei
programmi di miglioramento genetico e consentonodaservazione di varieta che
presentano alleli rari, garantendo la salvaguad#la biodiversita. E' pertanto
fondamentale il controllo dell’identita delle acsiEmi presenti nelle collezioni.

La principale applicazione pratica di@hgerprinting € quella di affiancare
I'analisi del fenotipo nei controlli di rispondendal materiale vegetale nelle diverse
fasi di moltiplicazione (dai repositori del matéeiadi fonte, ai centri di
moltiplicazione ove si conservano le piante maalte varie sedi vivaistiche), siano
esse inserite 0 meno in un sistema volontario ificazione pubblica del materiale
vivaistico prodotto (Sansaviret al., 1997). E inoltre fondamentale nel definire i
brevetti per l'introduzione di nuove varieta sul no@o (Camlin, 2003) e per
I'attribuzione di riconoscimenti dall’'Unione Eurcgpeuali DOP (Denominazione di
Origine Protetta), IGP (Indicazione Geografica efta)) e AS (Attestazione di
Specificita).

In ogni caso, l'analisi del DNA non e sostitutivael dorofilo varietale,
compilato secondo i descrittori morfo-fenologicilldepianta che si rifanno al
modello UPOV The International Union for the Protection of NevarMties of
Plantg o a schede ridotte ai caratteri essenziali, masta come un completamento
dello stesso profilo. La possibilita di utilizzo thle tecnica per la certificazione
varietale €& legata alla capacita discriminante dieersi marcatori molecolari,
all'affidabilita e ripetibilita dei risultati e al possibilita di applicarla a costi

contenuti.
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3.2. MARCATORI MORFOLOGICI

La distinzione varietale si & basata, fino ad oggasi esclusivamente sulla
selezione dei caratteri fenotipici della piantantividuazione di marcatori in grado
di evidenziare polimorfismi all'interno di una spe@ sempre stata alla base degli
studi di genetica formale e di miglioramento gereti

Il successo degli esperimenti di Mendel si deva altelta del materiale
utilizzato Pisum sativurme dei caratteri morfologici considerati. L'interfilita e
l'autofertilita di questa specie e I'elevata nunst@ di caratteri discreti, riconoscibili
senza equivoci anche negli ibridi, hanno consemtiddendel di formulare nel 1886,
le leggi sull’ereditarieta che ancora oggi rappnéseo la base della genetica.

Tuttavia il fenotipo € determinato non solo daltanponente genetica della
pianta, ma anche da una componente ambientaleéa lath@ condizioni ambientali in
cui la pianta si sviluppa e cresce.

Gli effetti ambientali, in molti casi, mascherare daratteristiche genetiche
rendendo inefficace la strategia di incroci inteali per un determinato carattere
genetico, e la successiva selezione dei semehmallie I'epistasi, fenomeno dovuto
all'effetto di un gene sull’'espressione di un algene, al pari delle condizioni
ambientali, modifica il fenotipo imponendo un limipratico al numero di marcatori
morfologici individuabili in una popolazione natiea

| rilievi condotti sul fenotipo sono spesso compies onerosi, richiedono
tempi relativamente lunghi e possono essere esagiotin determinati momenti, ad
esempio I'epoca di fioritura di una pianta pud essstabilita solo nel periodo
primaverile, oppure i caratteri del fiore possorgseze rilevati solo una volta
superata la fase giovanile improduttiva.

Quindi i marcatori morfologici controllati da unledocus possono essere
usati come marcatori genetici se la loro espressi@nprecoce, riproducibile in
gualsiasi ambiente e se sono espressamente lebatn ecarattere di particolare

interesse economico (Vazquetzal, 2000).

3.3. MARCATORI BIOCHIMICI (ISOENZIMI)

Negli studi di genetica di popolazioni, gli isoemzisono stati utilizzati gia

dal 1966 negli studi sDrosophilae poco piu tardi negli studi sulle piante supérior
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Il termine ‘isoenzima’ indica le diverse forme maari (isoforme) di un sistema
enzimatico, con la stessa attivita catalitica, @nésin uno stesso organismo (Muller-
Starck, 1998).

Si tratta del primo tipo di analisi genetica chealfftancato quella fenotipica;
si differenzia dalle altre tecniche di analisi @A in quanto non si tratta di DNA,
ma di prodotti del DNA di natura proteica (Bailetyal, 1983).

Hanno trovato e trovano ancora oggi applicaziorggi seudi di genetica delle
piante arboree, in particolare riglgerprinting nella ricerca di marcatori associati a
caratteri di interesse frutticolo e nella realizeae delle mappe genetiche (Pancaldi,
1998a).

| maggiori vantaggi dell'utilizzo degli isoenzimiisredono nella loro
caratteristica codominanza (cioe nella capacitadidcriminare, in assenza di
dominanza, tra individui omozigoti ed eterozigotnella relativa semplicita
dell'applicazione metodologica, nei bassi costi I'deblisi e nella elevata
riproducibilita dei risultati. Tuttavia altri aspiene hanno ridimensionato I'utilizzo,
soprattutto la disponibilita di un numero limitatbsistemi enzimatici polimorfici in
alcune piante da frutto (soltanto 6 nel pescojlifficile caratterizzazione in alcune
specie e la limitata variabilita in altre (Dougla983).

La tecnica puo non essere distruttiva, dato chergémente richiede solo una
piccola quantita di tessuto vegetale ed e moltsatée, dato che si puo utilizzare
qualsiasi parte della pianta, anche se generalnsemqeediligono tessuti vegetativi,
come lamine fogliari o piccioli, apici radicali,reee plantule.

L'impiego degli isoenzimi come marcatori, € equgidle a molte delle
tecniche che implicano l'utilizzo del DNA; puo it dare risultati talvolta piu
coerenti di alcune di esse che non mantengonondizioni di ripetibilita (Vazques
et al, 2000).

3.4. MARCATORI MOLECOLARI

| marcatori molecolari sono sequenze di DNA ches@néano un elevato
grado di polimorfismo e che possono, per questeeresusati per diversi scopi in
genetica,; i principali marcatori molecolari attuaime disponibili si differenziano sia
per il tipo di sequenze analizzate che per la tacnmpiegata, trovando larga

applicazione nell’analisi dei polimorfismi genetici
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Negli ultimi quindici anni i marcatori molecolariahno assunto un ruolo
sempre piu importante nel settore delle piante roamali soprattutto nella
caratterizzazione del germoplasma (Rajapakse, 2af8p che essi consentono
I'utilizzo di qualsiasi tipo di materiale vegetategn sono influenzati dall’ambiente e
dallo stadio di sviluppo della pianta.

Delle tre categorie sono i piu diffusi, dato ctepstto agli altri sono piu facili
da produrre, sono abbondanti e ubiquitari nel genom

Un marcatore molecolare puo essere definito cona pecus genomico,
rilevabile con sondep¢obe o inneschi [grimer) specifici che, in virtu della sua
presenza, contraddistingue in modo caratteristicb imequivocabile il tratto
cromosomico con il quale si identifica e le regiohe lo circondano alle estremita 5’
e 3.

Si basano sulla rilevazione di differenze (polinsorfi), anche minime nella
sequenza nucleotidica del DNA. Questo consentdediare un maggior numero di
loci polimorfici e di evidenziare al massimo la iednilitd esistente anche all’interno
di una stessa popolazione. Inoltre sono indipenditifespressione genica e dallo
stadio di sviluppo della pianta e possono essessinteevidenza in qualsiasi organo
o tessuto della pianta, mentre i marcatori morficipgeneralmente, sono legati a
specifici organi della pianta e si evidenziano sadauno stadio avanzato di sviluppo.
Questo rende possibile effettuare una selezionecopee nei programmi di
miglioramento genetico, la quale consente di supenarincipali problemi legati alla
tecnica di miglioramento genetico tradizionale,eclattesa del superamento della
fase giovanile della pianta e la necessita di digpdi notevoli spazi per allevare le
piante in campo.

Alcuni marcatori molecolari sono codominanti e @nmteno di distinguere gli
omozigoti dagli eterozigoti gia alla prima geneosw di incrocio, a differenza dei
marcatori morfologici che sono governati da allelhe interagiscono con
meccanismo dominante/recessivo. Molteplici sondol® applicazioni; possono
essere impiegati per:

- lidentificazione varietale: dall’'analisi dei préifdel DNA e infatti possibile
identificare in maniera inequivocabile ogni singetaieta;
- studi di filogenesi: confrontando il DNA di spe@eltivate e selvatiche affini

e stato possibile capire da quali specie derivinedrieta attuali (Pancaldi,

1998);
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- per la mappatura genetica, analisilidkage ovvero riassociazione locus-
malattia, genetica forense e test del DNA.

| marcatori molecolari si ottengono mediante teloaicparticolari che,
sostanzialmente ripropongono il meccanismo di wsaimento dei tratti omologhi
del DNA; vengono rilevati mediante tecniche di bmih molecolare che si
diversificano tra loro solo per il modo in cui intengono sulla struttura e sul
meccanismo di replicazione della molecola del DNA.

Le tecniche piu utilizzate sono I'ibridazione enfiplificazione: i marcatori
basati sul processo di ibridazione tiSBouthern Blotsono gliRFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisf@)VNTR (Variable Number of Tandem Repeat
Minisatelliti); quelli basati sull’'amplificazioneosio i RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA, AFLP (Amplified Fragment Length PolymorphignesSSR o

microsatelliti Simple sequence repgétab.3).

Caratteristiche RFLP RAPD SSR AFLP
,S()Eurlﬂgp:gﬁﬁﬁln Amplificazione | Amplificazione di Amplificazione
PRINCIPIO DI Ibridazione cong con primer sequenze semplici  frammenti di DNA
FUNZIONAMENTO sonde’ random ripetute legati ad adattatori
Inserzione o Inserzione o Lunghezza Inserzione o delezione
TIPO DI delezione delezione di basi sequenza di basi azotate
POLIMORFISMO di basi azotate azotate ripetuta
GRADO DI Medio Medio Alto Medio
POLIMORFISMO (2-4 alleli) (2-5 alleli) (6-10 alleli) (2-4 alleli)
ABBONDANZA Alta Molto alta Medio-alta Molto alta
ALLELISMO codominanti dominanti codominanti domirtoodominanti
QUANTITA DI DNA 2-10 ug 10-25 ng 25-50 ng 0,2-1pg
QUALITA DI DNA Alta Media Bassa Alta
NECESSITA
SEQUENZA DNA no no si no
NOTA
COSTO Alto Basso Alto Medio
METODO si/no no si/no si/no
RADIOATTIVO
TRASFERIBILITA si no si no

(da Pancaldi, 199
Tab. 3: Confronto tra i principali marcatori molésd

A) MARCATORI BASATI SULL'IBRIDAZIONE

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphjsm

Questa analisi si basa su due tecniche largameitizzate nella moderna
biologia molecolare: la digestione del DNA per neezit enzimi di restrizione e |l
trasferimento del frammento di DNA su un filtrordilon o nitrocellulosa dove viene
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ibridato a sonde marcate di diversa origine (Bcbetigider, 1998). Si tratta di una
tecnica che permette di evidenziare variazionianethghezza dei frammenti di DNA
che si producono dopo digestione del DNA stessoermimi di restrizione. Questi
ultimi sono endonucleasi, prodotte da diversi nmgamismi, che riconoscono
sequenze nucleotidiche specifiche (generalmemMeodb basi) e che tagliano il DNA
in corrispondenza o nelle vicinanze di queste sezple

La diversa lunghezza dei frammenti di restrizion® gssere attribuita al
cambiamento di una singola base avvenuta nel sito ricbnoscimento
dell’endonucleasi di restrizione utilizzata, oppuad eventi che coinvolgono Il
riarrangiamento di piu basi (inserzioni, deleziomersioni e traslocazioni).

| frammenti di DNA cosi ottenuti vengono separati base al loro peso
molecolare, mediante elettroforesi su gel di adaros visualizzati mediante
ibridazione con sonde marcate con sostanze radmatt chemioluminescenti.
L’ibridazione avviene tra la sonda marcata e leusage complementari di DNA
denaturato e immobilizzato su una membrana di nydba messa a contatto con una
lastra fotografica per raggi X, mette in evideneablande che corrispondono ai
frammenti del DNA iniziale con sequenze omologhegualle della sonda marcata
utilizzata.

Gli RFLP sono marcatori codominanti; il loro vargagrisiede nel fatto che
permettono di generare un numero illimitato di paifismi, semplicemente
variando le combinazioni sonda-enzima e sono fateémaffidabili e ripetibili nei
risultati. Tuttavia si tratta di una tecnica congsie e costosa, che nel caso di specie
di piante superiori con genotipi complessi richiagea elevata quantita di DNA
(Pancaldi, 1998). La tecnica presenta costi elesthte piuttosto laboriosa, inoltre
richiede I'uso di traccianti radioattivi per I'indduazione del polimorfismo, anche se
oggi sono disponibili altri sistemi che prevedore rharcatura delle sonde con
molecole chemioluminescenti come la digossigentiif@lombi, 2000; Palombi e
Damiano 2002).

B) MARCATORI BASATI SULL’AMPLIFICAZIONE

Lo sviluppo di questi marcatori € avvenuto in segwlla scoperta della
reazione a catena della polimerasi (PCR), invergataessa a punto da Mullis nel

pY

1993, che rappresenta una pietra miliare delleiangénomiche; € un metodo
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attraverso il quale un filamento di DNA, delimitata due sequenze riconoscibili per
omologia da oligonucleotidi sintetici, defiiimer o inneschi, puo essere amplificato
in maniera esponenziaie vitro. La reazione avviene in presenza di una polimerasi
stabile alle alte temperature, deffagpolimerasj estratta dal batteri@hermus
aquaticus(Pancaldi, 1998). La reazione prevede la prepamazeh una miscela di
reazione costituita da DNA da amplificarep@mer (oligonucleotidi a singola elica),
I'enzima DNA polimerasi, una miscela di quattro ibpsesenti nel DNA e un
apposito buffer.

L’enzima utilizza DNA a singola elica come stamper la sintesi dell’elica
complementare (in direzione 5’-3"). Per iniziarariplificazione € necessario un
frammento di DNA a singola catena, depomer, omologo all’estremita 3’ della
catena da duplicare. E’ un processo ciclico nelegianumero di copie del DNA
bersaglio raddoppia ad ogni ciclo, poiché il predati estensione di ciascun innesco
o primer funziona da stampo per l'altro innesco nel ciclocgssivo. In ciascuno dei
segmenti di DNA a doppia elica in esame, i duerfdati vengono separati mediante
riscaldamento (94 °C) ed in seguito raffreddati gamsentire aprimer di legarsi ad
essi. Nella fase successiva la DNA-polimerasi pecavbestensione degli inneschi,
aggiungendo nucleotidi alle catene. In questo msidoossono produrre numerosi
duplicati dei filamenti della molecola di DNA begha (Mullis, 1991).

Ogni ciclo di PCR avviene in tre fasi: una denatioae a caldo (94-96 °C)
per consentire l'apertura della catena di DNA enduila separazione dei due
filamenti complementari che la compongono; nellzséda fase, detta dnnealingo
accoppiamento, la temperatura € mantenuta a 3& &0 funzione della temperatura
di melting delprimer, ed ha luogo I'appaiamento deimer con i singoli filamenti di
DNA-stampo; il ciclo termina con I'estensione (7€)°cioe sintesi di un nuovo
filamento da parte della DNA polimerasi, aggiungena ciascun filamento i
nucleotidi complementari. La ripetizione di un oigber 30-40 volte da origine
all'amplificazione del segmento di DNA definito diagstremi 5’ degli inneschi. Ad
ogni ciclo si raddoppia la quantita del segment®MNA sintetizzato. Si ha pertanto,
una crescita esponenziale del frammento di DNAiatezdefinito dai due inneschi:

al termine di un’amplificazione dh cicli si puo ottenere un numero massimo teorico

di molecole di DNA a doppia elica pari & 2
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In origine tale tecnica era stata concepita peviddare eventuali mutazioni
all'interno di un genoma, ma successivamente hdoaua piu vasto campo di
applicazioni (Aeret al, 1998).

La reazione a catena della polimerasi costituiseeeiccanismo di base per
I'ottenimento di diversi marcatori molecolari. Dalscelta degli inneschi primer
dipende il tipo di marcatore che si vuole ottenRAPD, microsatelliti o SSR,
AFLP ecc.).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA

Rispetto ad una normale PCR, questi marcatorigddmno I'impiego di un
solo primer decamerico a sequenza casuale, avente un conienGt® superiore al
60% per ottimizzare I'appaiamento. Essendprimer a corta sequenza, trovano
numerosi siti di attacco sul DNA. La perdita di sito di aggancio o il suo
allontanamento determina I'impossibilita di amgli#zione e quindi la comparsa di
un polimorfismo che, per i RAPD, é di tipo domirafppresenza o assenza di banda)
(Palombi, 2000). E’ il metodo che ha avuto maggiarizzo. L'analisi richiede una
piccola quantita di DNA genomico di partenza, haelgvato potere discriminante,
non richiede informazioni sulla sequenza bersagdibDNA, e rapida e realizzabile
con costi ridotti.

| prodotti di amplificazione vengono separati treemelettroforesi, colorati
con bromuro di etidio ed evidenziati alla luce Udtte forma di bande (Sansavt
al., 1995), (Andrews, 1990).

Tuttavia i RAPD presentano dei limiti nella ripélita dell’amplificazione e
possono dare risultati diversi in funzione del tigio estrazione del DNA, della
concentrazione dei reagenti, dalla qualita del naee utilizzato; inoltre sono
marcatori dominanti, quindi non discriminano le geoie eterozigote da quelle
omozigote dominanti, sono pertanto meno informatigpetto ad altri marcatori
(Pancaldi, 1998).

Il polimorfismo di tipo RAPD e stato utilizzato imumerose specie
ornamentali, ortofrutticole ed arboree. | marcatRAPD si sono rivelati efficaci
nell'evidenziare I'effetto della colturan vitro sulla stabilita genetica delle piante di
fragola rigenerate (Monticellet al, 2002). Nel IV convegno sulla Peschicoltura
Meridionale del 2003 sono stati riportati molti daiv relativi al fringerprintig

(impronta genetica) del pesco e diversi sono statiarcatori utilizzati a questo
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scopo: RAPD, AFLP e SSR. La maggior parte dellepeagi pesco e stata, infatti,
costruita utilizzando quasi esclusivamente RAPDFERA (Gentile e Quarta, 2003).
L’analisi mediante tecnica RAPD e stata utilizzateche da Pasquali e dal suo
gruppo di lavoro nel 2003 per studiare la patogenila compatibilita vegetativa in
33 isolati di Fusarium oxysporunf. sp. lactucae ottenuti da lattuga colpita da
tracheofusariosi (Pasquadit al, 2003). Analisi RAPD sono state condotte per
verificare in modo rapido ed efficiente la natubaida in progenie fFderivanti da
incroci interspecifici inLimonium spp (Brunaet al, 2002) e inAlstroemeria(De
Benedettiet al,, 2000 ).

MICROSATELLITI (SSR -Simple Sequence Repgats

Con guesto termine vengono indicate regioni di DNAratterizzate dalla
ripetizione in tandem di una stessa sequenza didzagate (Tautz, 1989; Tautz,
1993), costituita da 1-6 nucleotidi e ripetuta wmero variabile di volte. Queste
sequenze sono presenti nei genomi di tutti gli wigyai eucarioti, tuttavia le loro
funzioni non sono note; probabilmente sono delleipai di DNA non codificante
(junk DNA o DNA spazzatura) che presentano un elevato grhdeariabilita
all'interno della stessa specie; tale polimorfisendovuto alla diversa lunghezza del
motivo ripetuto (Ciofiet al., 1998). Generalmente le ripetizioni di dinucleotidi
costituiscono i microsatelliti piu comuni; nei gemovegetali il dinucleotide piu
ripetuto € (AT) (Smulderset al., 1997); il numero di ripetizioni € variabile, ed in
generale il grado di polimorfismo aumenta con laghezza totale del microsatellite
(Weber, 1990).

Inizialmente I'analisi mediante SSR era basataasigitnica dell’'ibridazione:

il DNA veniva digerito con enzimi di restrizionepei ibridato con sonde a sequenza
ripetuta. Recentemente si &€ dimostrata piu conwémil@ tecnica dell’amplificazione
utilizzando coppie diprimer in grado di riconoscere e amplificare la regione
microsatellite.

Una sequenza viene prima amplificata in PCR mamer complementari alle
regioni fiancheggianti il microsatellite stessanante e a valle, lunghi a sufficienza
(18-24 bp) da avere un’amplificazione specificaguestdocus Il polimorfismo dei
microsatelliti viene visualizzato tramite elettradei dei prodotti di amplificazione,
poiché la diversa lunghezza dei segmenti infludiazboro velocita di migrazione
(Sansavinet al.1997).
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| microsatelliti sono considerati attualmente tranarcatori molecolari piu
interessanti e versatili, poiché sommano molti pceg altri marcatori hanno solo in
parte: sono molto abbondanti, sono molto polimoriiic quanto ognilocus puo
presentare anche una ventina di alleli (Tautz, 1,988no marcatori codominanti,
sonoloci veri perché sono ottenuti da amplificazioni PCRcin si usanoprimer
specifici che amplificano una determinata regiored denoma, la tecnica di
identificazione & assolutamente riproducibile (dkstet al.,1998).

Per poter utilizzare un microsatellite come man@tnecessario isolarlo nel
genoma, clonarlo e sequenziarlo, avendo cura dieware anche una regione che lo
flancheggia a monte e a valle, per poter disegderprimer specifici. Il processo e
impegnativo ed ha un costo elevato, anche se n#gtii anni si & diffuso l'uso di

sequenziatori automatici che ha notevolmente sdicgib il procedimento.

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphigms

Gli AFLP si basano sulla combinazione di due tdomicusate per la
generazione di marcatori molecolari: la digestione enzimi di restrizione, propria
degli RFLP, e la PCR, usata per molti altri mardato

Gli AFLP consistono nell’amplificazione selettiveamite PCR, di frammenti
di DNA, precedentemente digeriti con enzimi di negine, ai quali vengono legati
degli adattatori specifici, che terminano con uaguenza complementare al sito di
restrizione (Voset al., 1995). A questo punto si amplifica con PCRprimer
utilizzati per I'amplificazione sono complementagli adattatori, ma con 2-3 basi
azotate (basi selettive) in piu all'estremo 3’ (jnesto modo si amplificano solo
alcune parti dei frammenti di DNA). Utilizzando cbmazioni di primer con
differenti basi selettive o impiegando enzimi ditrezione diversi ed i loro adattatori
corrispondenti, si dispone di un numero virtualnedtiimitato di marcatori (Garcia-
Mas et al, 2000). Infine i frammenti amplificati vengono pseati mediante
elettroforesi su gel di sequenza in poliacrilam{@edrews, 1990), anche se al
momento € molto diffusa la separazione medianteesegatori automatici.

Se confrontati con la piu diffusa tecnica RFLP,AfiLPs sono piu veloci da
ottenere, meno complicati e forniscono un numetogdevato di informazioni; un
ulteriore vantaggio rispetto ai RAPD e rappresentdalla loro riproducibilita
(Matthesetal., 1998).
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Gli AFLP sono altamente polimorfici e riproducibilinoltre la tecnica
permette di produrre marcatori dominanti e codomtinauttavia € necessario avere
a disposizione elevate quantita di DNA di ottimalga, cioé privo di contaminanti

che possono inibire gli enzimi di restrizione.

4. LA CARATTERIZZAZIONE DEL GENERE HYDRANGEA: STATO
DELL" ARTE

Nel tempo il genere e stato largamente studiatowaerosi botanici; la
classificazione di McClintock € la piu recente ed:ansiderata la piu completa.
Tuttavia ad oggi sono ancora poco esaustivi gtlistandotti al fine di approfondire
la conoscenza dellorigine e della natura genetits diversi genotipi. La
caratterizzazione morfologica e genetica delle rsisogenetiche disponibili e
fondamentale per una corretta gestione del gerrao@aa e per un efficace
programma di miglioramento genetico questo si pri@aseome un limite. Inoltre,
come testimoniano le vaste collezioni conservaesgw i diversi repositori, sia in
Oriente, che negli Stati Uniti e in Europa, allewatse specie afferenti al genere
Hydrangea appartiene un numero molto elevato aliltivar diverse; tuttavia si
suppone che fra queste ci siano numerosi casi dnome e sinonimie.

E’ necessario, per una valida e corretta gestioneomservazione del
germoplasma e per risolvere i problemi suddette elssa sia accompagnata da
dettagliati studi sulla diversita.

Tali studi richiedono come punto di partenza laesene di appropriati
sistemi di marcatori; sono state applicate tecnuthéistinzione varietale basate su
osservazioni di caratteri morfologici, isoenzimaéienolecolari.

Gli studi condotti sottolineano la necessita dinumero elevato di marcatori
per una identificazione certa delteltivar, quindi allo scopo risultano piu idonei i
marcatori molecolari, rispetto agli isoenzimi; i rcatori basati sull’analisi del DNA
hanno, rispetto ai marcatori isoenzimatici, numievastaggi, incluso il fatto che non
sono influenzati dallambiente, possono esserevaitaa qualsiasi tipo di tessuto ed
a qualsiasi stadio di sviluppo; inoltre i marcatce si possono ottenere sono molto

pil numerosi.
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A partire dal 1975, al Gaston Allard Arboretum adgars in Francia, e stata
allestita una collezione UPOV #iydrangea la piu importante risorsa genetica in
Europa di questa specie, grazie al contributo #bmm dell'Istitut National
d’Horticulture. Inizialmente, costituita da 40 accessioni, oggesija collezione e
arrivata a comprendere circa 700 genotipi, consenvalue differenti giardini, uno
situato nella citta di Angers e l'altro nella zoperiferica. La collezione comprende
16 specie, secondo la classificazione di McClint357), originarie del continente
asiatico e del nord e sud America (Bertrand, 2080)interno della collezione, la
principale specie e rappresentataHlamacrophyllaSer., con circa 35@uiltivar.
Sulle piante presenti in questa collezione, Bedrdm effettuato un’analisi
multidimensionale per una prima caratterizzaziorsfohogica di alcuni genotipi,
prendendo in considerazione 33 caratteri, di cug@8litativi e 5 quantitativi; tale
analisi ha permesso di evidenziare la presenzalcdniaibridi e di separare e
caratterizzare due sottospecie #. macrophylla (serratae macrophyllg.
Successivamente (Lambest al., 2000), al fine di caratterizzare ulteriormente le
cultivar presenti in collezione e migliorarne la gestioriestggssi genotipi sono stati
sottoposti ad analisi isoenzimatica, cosi da evidea duplicazioni ed errori di
cartellinamento delle piante.

| dati raccolti con la caratterizzazione morfolaginsieme all'applicazione di
marcatori di tipo RAPD, sono stati utilizzati pesnfermare la natura ibrida della
progenie ottenuta attraversembrio rescue dall'incrocio interspecifico H.
macrophylla‘’Kardinal’ x H. paniculata‘Brussels Lace’ (Reedtal., 2001). Con lo
scopo di valutare la possibilita di ibridake involucratacon H. paniculatae H.
arborescens per combinare la resistenza al freddo con alcoamtteristiche
ornamentali, come il colore del fiore, gli ibriditenuti sono stati verificati attraverso
'impiego di marcatori molecolari RAPD, la contai @@omosomi somatici e con la
comparazione morfologica tra ibridi e parentalind® e Reed, 2005; Jones e Reed,
2006). In particolar modo, gli ibridi trAl. arborescenx H. involucratg attraverso
analisi RAPD, mostrano upatternsdi bande in comune ad entrambi i parentali, e
bande in comune al solo parentale maschile. Inuaggi il numero di cromosomi e
la valutazione morfologica, confermano I'effettilmidita di queste progenie (Jones
e Reed, 2006). Kudo (Kudet al., 2008) ha ottenuto ibridi interspecifici fitd.

scandensssp.chinensise H. macrophylla‘Blue Ring’ la cui natura ibrida é stata
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chiaramente confermata dall'analisi coprimer RAPD e caratterizzazione
morfologica.

| marcatori molecolari si  sono rivelati un valido trusnento
nell'identificazione di genotipi appartenenti atlererse specie diydrangeae nel
chiarire le relazioni esistenti fra le stesse. Bl&i condotta da Lindtrsom
(Lindstromet al.,2003) su alcune cultivar di. macrophyllacon marcatori RAPD
ha evidenziato la stretta relazione genetica edestea queste.

La caratterizzazione genetica e essenziale nefiiampe del germoplasma, ma
le relazioni genetiche all’interno del genétgdrangeasono pressoché sconosciute.
In un lavoro pubblicato da Mortreau (Mortreatial., 2003) sono riportati i risultati
relativi alla riproduzione e alla realizzazione idcroci tra specie e sottospecie,
studiando anche la vitalita degli ibridi. Per questudio sono stati usati i marcatori
ISSR (nter-simple sequence repgati quali si sono rivelati molto utili
nell'identificazione di alcuni cloni presenti in ancollezione e per chiarire le
relazioni genetiche esistenti fra le divecsitivar.

La caratterizzazione morfologica insieme all'apatione di marcatori
molecolari, & stata impiegata per identificare fyoalccessioni sconosciute di
Hydrangeaceaeche presentano una morfologia fogliare differeteH. anomala
var. petiolaris e Schizophragma hydrangeoidema che crescono adiacenti ad
entrambe le specie, nella provincia di Jeju, iné@ptali da poter considerare queste
accessioni come putativi ibridi interspecifici feadue specie (Joungt al., 2010).
Per identificare queste accessioni sconosciutd,anddiente naturale sono state
raccolte 29 accessioni dHydrangeae Schizophragmache sono state analizzate
mediante le caratteristiche morfologiche delle i@ degli apici del germoglio e
mediante marcatori RAPD e SNPs del gene rbcLingl® Nucleotide
Polymorphisms Sulla base dell’analisi RAPD, SNPs e delle ¢armtiche
morfologiche, le accessioni sconosciute sono #lladificate comdH. anomalavar.
petiolaris | campioni diSchizophragma hydrangeoidescolti sull’lsola di Ulleung
(Corea) sono raggruppati insieme a quelli racdaltiGiappone, evidenziando la
vicinanza geografica di queste due popolazioni. drgatori RAPD, supportati
dall'analisi SNP, sono risultati efficaci per l'idficazione delle quattro accessioni
sconosciute.

Inoltre, con lo scopo di descrivere ed analizZareelazioni tra le specie

by

conservate al Gaston Allard Arboretum di AngersHrancia € stata effettuata
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un’analisi mediante citometria del contenuto di DMAlella composizione di base
nelle 16 specie e sottospecie Hydrangea in relazione al loro numero di
cromosomi. Questo primo approccio & stato commlatah uno studio sul cariotipo
delle specie economicamente piu importanti, inipalgre H. macrophylla ssp.
macrophylla(Cerbahet al., 2001). Questo rappresenta una base per ultamnatisi
del genere al fine di indagare le relazioni filogeche e di elaborare futuri
programmi dibreeding cosi da introdurre nuovi caratteri originali. @dhvoro é
importante perché gli studi relativi alla dimengodel genoma rappresentano un
efficace parametro tra gli strumenti molecolarii@iegare nel miglioramento delle
caratteristiche agricole ed orticole della specie.

La prima analisi genetica completa applicata adnumero piu elevato di
cultivar, e stata effettuata da Rinehart nel 2006 (Rinedtaait, 2006). Infatti al fine
di studire le relazioni tra le diverse specie éosmecie diHydrangea sono stati
utilizzati gli SSR, dimostrando la loro utilita lavori di identificazione delle specie e
nella conservazione del germoplasma. Da quattr@tgehe, create sulla base del
DNA genomico diH. macrophyllae H. paniculata sono state ottenute 288 coppie di
primer, testati su 18 DNA diversi, rappresentanti di 8cép diHydrange. Di questi,
14 hanno evidenziato loci polimorfici in tutti i rogoioni. L'analisi € stata poi estesa
ad altri genotipi, 85 campioni. | risultati di questudi sono supportati dalla
classificazione di McClintock. Anche se piu campisarebbero necessari per uno
studio definitivo sulla tassonomia, i marcatori S8Rpiegati sono sufficienti a
determinare in maniera inequivocabile le specitates

Rispetto al lavoro precedente, Reed e RinehartdRedRinehart, 2007),
impiegano nel loro studio un numero piu elevatoS&R e dicultivar, cosi da
analizzare in maniera piu approfondita la divergjédnetica inH. macrophylla in
particolare modo per studiare le relazioni al’'mi@ e traH. macrophyllassp.
macrophyllae H. macrphylla ssp. serrata In questo studio, sono utilizzate 87
cultivar di H. macrophyllassp. macrophylla 20 cultivar di H. macrphylla ssp.
serrata e comeoutgroup 3 genotipi diH. scandengL.f.) Ser. e 39 loci SSR. Si
osserva una maggiore diversita genetica all'intesinél. macrphyllassp. serrata
rispetto aH. macrophyllassp.macrophylla questo senza dubbio e imputabile al fatto
che moltecultivar di H. macrphyllassp. serrata sono state selezionate in natura,
mentre molte dellecultivar dell’altra sottospecie sono state sviluppate attisw

I'attivita di breeding impiegando un numero ristrettodliltivar originali.
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Successivamente Reed e Rinehart, utilizzano cocesso i marcatori SSR,
in particolare 26, al fine di studiare la diversganetica tra 3&ultivar, ibridi e
specie selvatiche di. paniculataSieb., prestando particolare interesse nel retidi
e correggere un’eventuale confusione fra sinonichieerori di cartellinamento.
Questo studio fornisce informazioni sulle relazidra le cultivar in oggetto e su
potenziali fonti di germoplasma non sfruttate neglraramento di questo popolare
arbusto. Tali informazioni rappresentano importanticazioni per ibreeders i
quali sono alla continua ricerca di nuove e inniveaforme diH. paniculata(Reed e
Rinehart, 2009).

Nonostante oggi siano disponibili un elevato nwmner cultivar di H.
macrophylla poche informazioni riguardo al comportamentoaguttivo di questa
specie sono state pubblicate. L’impollinazione eneforme mophead di H.
macrophyllae spesso limitata dal basso numero di fiori fgotiésenti in una singola
infiorescenza. Infatti secondo McClintock (1957)fiari sterili usualmente sono
costituiti dal solo calice allargato: iK. macrophylla in cui le infiorescenze
producono pochi fiori fertili, i fiori sterili posso avere petali, stami e pistilli. Sono
state osservate antere con abbondante pollineiinsfierili non solo nelleultivar
mopheagdma anche nelle formacecap in cui i fiori fertili sono molto piu numerosi
rispetto ai fiori sterili. Sebbene i vistosi fiomopheadsiano spesso considerati
sterili, in realta molti producono antere con palicompletamente funzionale (Reed,
2005).

Per quanto riguarda I'auto-incompatibilita, questefinita come l'incapacita
di una pianta provvista di funzionali gameti maBahifemminili, di produrre seme
quando auto-impollinata (Brewbaker, 1957). L’autoeémpatibilita gametofitica e
determinata dal genotipo del polline e si manifesttaaverso un’inibizione della
crescita del tubetto pollinico nello stilo (de Nettourt, 1977). Nelle specie
caratterizzate da auto-incompatibilita gametofitidapolline germina liberamente
sullo stigma, ma il tubetto pollinico non riesceearcorrere tutto lo stilo. L'auto-
incompatibilitd gametofitica é stata ritrovata uté le piante che, contéydrangea
rilasciano il polline in fase di sviluppo. Queststato ritrovato da Reed in alcune
specie diH. macrophyllatestate K. macrophyllassp.macrophylla mopheagAll
Summer Beauty’, ‘Dooley’, ‘Balimer’, ‘Lemon Zest'Madame Emile mouillere’,
‘Marechal Foch’),lacecap cultivar(‘Blumaise’, ‘Kardinal’) eH. macrophyllassp.

serrata‘Kiyosumi'.
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5. APPLICAZIONI DI TECNICHE COLTURALI INNOVATIVE

Nellorticoltura e floricoltura c’eé una costanteigenza di miglioramento
delle produzioni, sia in termini di resa che dilgaa e di riduzione dei costi di
produzione per unita di prodotto. L'aumento delleduzioni puo essere determinato
dall’'adozione di soluzioni tecniche diverse o danowazioni della tecnica di
coltivazione. Ad esempio in Olanda, le produzioer mnita di superficie sono
pressoché raddoppiate dal 1980 al 2005. Numertsiriffaanno contribuito a tale
crescita: periodo di coltivazione piu lungo, conaione carbonica, introduzione di
cultivar piu produttive, miglioramento delle tecniche ccdlure della difesa
(Heuvelink e Gonzalez-Real, 2008).

Lo sviluppo di una pianta € un processo influenzatdattori interni, come ad
esempio I'orologio biologico endogeno e I'espressigenica, e da fattori esogeni,
tra cui i piu importanti sono la luce e la temperat La luce e considerata sia fonte
di energia, che un importante fattore di regolagiomella vita delle
piante.Sostanzialmente tutti i processi fisiologici, dal@mergenza delle piantine alla
produzione del frutto, dipendono dalla luce.

Il controllo della luce per scopi agricoli e orticdha una lunga storia:
inizialmente gli sforzi si focalizzavano sul corloodella quantita di luce, in
relazione alle specifiche esigenze di ogni colté.esempio nelle specie frutticole,
gli approcci piu comunemente impiegati per miglierdintercettazione della luce
sono legati al disegno di impianto, alla potaturalla forma di allevamento scelta.
Tuttavia, le piante rispondono anche alla qualéBadiuce incidente (Shahad al.,
2004a).

Le piante possono percepire la quantita, la qualita direzione della luce e
usare questa proprieta come segnale per ottimitzdoeo crescita e il loro sviluppo
in un determinato ambiente. Le piante mostrancossp fisiologiche a lunghezze
d’'onda da 280 a 800 nm, regione dello spettro arepcende la luce visibile ma
anche le regioni UV-A e UV-B e l'infrarosso viciribig.14). Oltre al suo ruolo nella
fotosintesi, la luce e coinvolta anche nella rispal fotomorfogenesi, fotoperiodo e
fototropismo. Con il termine fotomorfogenesi sieindle il controllo, da parte della
luce, dello sviluppo e il differenziamento dellaapia indipendentemente dalla
fotosintesi. Le risposte fotomorfogeniche sono ttelda stimoli luminosi: la pianta

riesce a rilevare e analizzare l'intensita e laghezza d’onda della luce incidente per
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mezzo di fotorecettori con differenti spettri daae (Mohr, 1972). Nelle piante sono
presenti almeno tre tipi di fotorecettori, coinvalélle risposte fotomorfogeniche:

- il fitocromo, assorbente piu 0 meno in tutta la banda intetesdalle
radiazioni fotobiologiche (280-800 nm). Ha due isgaissibili, in equilibrio foto-
dimanico, che differiscono dai loro massimi di abanza (660 e 730 nm) e possono
convertirsi da uno stato ad un altro a secondaadelighezza d’onda della luce
assorbita (ad esempio la luce a 660 nm convedifarma B ssonmnella forma Pr
730nm € Vviceversa). La formagR 730nm€ considerata la forma attiva in quanto molti
processi fotomorfogenici sono indotti dalla lucessa. E responsabile nella
rilevazione della luce rossa (red R) e rosso-lant@ar-red FR), ma capace anche di
percepire la luce blu e UV (Quat al, 1995);

- uno o piu fotorecettori assorbenti nella luce bluU¥-A denominati
genericamenteriptocromi o recettore blu/UV-A. Diverse risposte sono attité a
guesto pigmento, come la biosintesi di alcuni pigtinel’apertura degli stomi,
I'inibizione dell’allungamento del fusto, il fotaipismo, etc. (Batschauer, 1998);

- un ulteriore fotosensore assorbente nella bandalttalvioletto (con picco a
290 nm e assenza di risposta a lunghezze d’ondaisti@i 350 nm), detto recettore
UV-B (Oren-Shamiet al, 2001).

uv-B uv-A blue green yellow red far-red

E CRIPTOCROMOS ‘ HTOCROMOS

CLOROFILAS

500 600

Wavelength (nm)

Fig. 14: Spettro della luce visibile cade tra 50 e il violetto includendo tutti i colori percbpi
dall'occhio umano. La lunghezza d’onda della luistbile nell’aria va dai 380 ai 760 nm.
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Da un punto di vista biomolecolare, uno dei sistemodello piu studiati per
comprendere l'effetto della luce sulle piante étitaiso dalle piantine eziolate, le
quali presentano un insieme di caratteristicheiqudari (lunghi internodi, foglie
piccole e rudimentali, di colore giallo per lo s@msviluppo dei cloroplasti e mancata
sintesi di clorofilla). Le piante eziolate sono sietema ideale in quanto modificano
la loro crescita molto velocemente quando espdistéuae (Sofo, lavoro di tesi).

Le piante usano i fotorecettori per percepirespandere con precisione ai
cambiamenti delle condizioni di luce (Mohr, 1994n esempio € il ruolo del
fitocromo nel monitoraggio del rapporto R/FR comédicatore della competizione
da altre piante, e come iniziatore dei cambiameamti favoriscono la sopravvivenza
delle piante (Kasperbauer, 1994; Smith, 1995).

Per modificare lo spettro della radiazione solane raggiunge la coltura e
possibile ricorrere a film o reti foto-selettiveassificabili in tre principali categorie,
a seconda degli obiettivi agronomici perseguilmbntrollo della morfogenesi delle
piante; difesa fitosatinaria (in quanto il ruolosgiecifiche bande di lunghezza d’onda
tra 280-400 nm € noto nella riduzione della prodigone di diverse malattie
funginee); film ‘heat-blocking’ e ‘Heat-barrier (film barriera per il calore, che
permettono una riduzione sostanziale del caricoatbre della serra e rischi minori
di stress) (Heuvelink e Gonzalez-Real, 2008). Peantp riguarda i primi, la
modifica della qualita della luce, attraverso lomgorazione di additivi e coloranti
che modificano le proprieta spettrali dei materidii copertura, rappresenta
un’alternativa non chimica al controllo dell’altezdella pianta.

E ampiamente riconosciuto che la risposta deb@tpi alla luce mediata dal
fitocromo e regolata dal rapporto rosso-rosso lmtgdR:FR) ed € descritta
quantitativamente considerando il fotoequilibrip);(¢ € dato dal rapporto tra la
forma Rg e la somma delle due forme:

9= Prr/ (Pr + BR).

Quando le piante sono illuminate con la luce solR/&R=1), il valore dip &
intorno a 0.5-0.6; una diminuzione o aumento depoato R/FR determina una
variazione nello stesso sensapdiin genere, un aumento del rapporto R/FR provoca
una diminuzione delle lunghezza degli internodiredholte specie vegetali I'altezza
della pianta & inversamente proporzionale &ioe, piu alto ép, piu bassa € la
pianta) (Morgan e Smith, 1976). Un basso rapporteRRal livello della copertura

vegetale induce una morfologia tipica della rispoat’'ombreggiamentosfpade-
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type, che puo danneggiare il valore commerciale degkggi e la qualita delle
piante in vaso e in contenitore.

La presenza di coperture con coloranti che assordanluce FR pud
influenzare non solo I'architettura della piantagdificando l'incidenza di alcune
frazioni (dimensione delle foglie, lunghezza degliernodi) e I'andamento delle
ramificazione, ma anche Ila biochimica all'internoei dtessuti fogliari,
I'accrescimento, la ripartizione della sostanzacaedl tempo di fioritura e lo
sviluppo fiorale. Queste risposte sono specie-fipheied evidenziano I'importanza
di informazioni tecniche circa le lunghezze d'onfilirate dai diversi materiali
(Heuvelink e Gonzalez-Real, 2008).

Diverse sono le tecniche proposte per ridurreeffetti negativi provocati
sulle piante dalle particolari condizioni di illun@izione determinate dal materiale di
copertura e dalla elevata densita colturale. Alcdhejueste tecniche mirano a
modificare il rapporto R/FR:

1) nel caso di coltura in serra, scelta di materiagr pa copertura o per
I'ombreggiamento con proprieta ottiche piu favoleyer la crescita delle piante,
cioé capaci di trasmettere la luce R piu di quERa(Moe e Heins, 1990; Rajapakse
et al, 1999);

2) illuminazione artificiale con lampade ad elevat&R/

3) impiego di film foto-selettivi (Rajapakse &it, 1999).

E evidente che la pill importante innovazione, ld@@equella di ottenere
I'effetto specifico desiderato sul comportamentiadeoltura, attraverso la scelta di
idonei additivi o coloranti, senza influenzarerasmissione della PAR. In generale,
questi materiali dovrebbero diventare disponibdi @n prezzo piu contenuto per
rendere economicamente possibile un’applicaziondadja scala (Heuvelink e
Gonzalez-Real, 2008).

L’'impiego delle reti ha tre principali usi in agoltura: (i) ombreggiamento,
come protezione dall’eccesso di radiazione soldiig; protezione dagli agenti
ambientali, quali venti forti, tempeste di grandeeabbia; (iii) protezione da uccelli,
pipistrelli e insetti. L’approccio delle reti cokte rappresenta un nuovo concetto in
campo agronomico, poiché permette di combinarerddepione fisica che la rete
offre alla coltura a determinate filtrazioni deliece, in modo da promuove risposte

fisiologiche desiderate. Queste risposte sono @uelie incidono sul valore
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commerciale di ogni coltura, tra cui la resa, lalda e la velocita di maturazione del
prodotto stesso (Shahakal., 2004a; Shahaétal., 2004b).

Le reti piu comunemente utilizzate sono di plastiera e trasmettono la luce
uniformemente attraverso la parte visibile delletsp di luce, agendo quindi come
filtri a densita neutra (Oren-Shanetal., 2001). Generalmente sono in polipropilene
(PP) o polietilene ad alta densita (HDPE); sonattawizzate da una percentuale di
ombreggiamento che varia dal 10 al 90%, fattore relppresenta la capacita delle
rete di ridurre la radiazione solare incidente. gexcentuale di ombreggiamento
viene misurata per mezzo di un luxmetro, cosi pege correlata alla lunghezza
d’onda di radiazione visibile che si estende da 880 nm, compreso il range di
radiazione fotosinteticamente attiva (PAR), da 40000 nm. La percentuale di
ombreggiamento e legata al valore medio della tittesmza della rete nel campo del
visibile, ma non da informazioni sulla distribuzeospettrale della radiazione in tale
intervallo; queste informazioni si possono ottenenésurando la trasmittanza
spettraler (A), la quale rappresenta la frazione del flussandrgia radiante incidente
trasmessa ad una specifica lunghezza d’@n@rarascia Mugnozzzal., 2011).

La distribuzione della lunghezza d’onda spettella quantita di radiazione
solare che passa attraverso la rete influenzancrescita e la produttivita delle
piante, coinvolgendo le risposte di fotosintesitofoorfogenesi, fototropismo e
fotoperiodismo nella pianta (Oren-Shamital., 2001).

Rispetto alla rete nera, le reti di colore rosggiadlo riescono a stimolare la
crescita vegetativa, quelle di colore blu possoaonsare nanismo, mentre e stato
osservato che le reti grigie iittosporum variegatunpromuovono una maggiore
ramificazione, cosi da produrre piante piu cespggli caratterizzate da rami corti,
foglie piu piccole e meno variegate. Reti ombreggiali colore rosso, la cui
efficienza e stata ampiamente dimostrata @gpsophila Philodendrum Ruscus
sembrano influire sull’allungamento degli steli destivi (ad esempio per le
accessioni ritenute idonee per il mercato del fre@so), o sull’anticipo di fioritura.
Infatti & stato osservato che nelle specie floecdéstinate al mercato del fiore
reciso, la coltivazione sotto rete colorata, incaateehe sulla qualita e sull’epoca di
fioritura (Oren-Shamietal., 2001; Shahaktal., 2002; Priel 2001).

L’'uso delle reti colorate e stato valutato in nuaser specie ornamentali,
coltivate di solito sotto rete ombreggiante nerasghin-Levi et al, 2008), vegetali
(Fallik et al., 2009; Falliket al., 2010), alberi da frutto (Shahad al., 2004a) e
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vigneti. In tali reti, durante la fabbricazionensoincorporati vari additivi cromatici,
luce dispersiva ed elementi riflettenti (it al, 2011). Ad esempio ihisianthuse
stato osservato che piante coltivate sotto retgarosgialla producono steli di 10 cm
piu lunghi rispetto a piante cresciute sotto retenQueste piante cresciute sotto rete
gialla mostrano anche un peso maggiore; inoltr® sete grigia, € stato osservato un
maggior numero di steli fioriti per pianta, risgetlla coltivazione sotto le altre reti.
Infatti un importante parametro che incide sul v@aloommerciale dei fiori recisi, €
la lunghezza e il peso dello stelo (Shatetkal, 2004b). Un altro esempio, e
rappresentato da piantine di pepe cresciute seti@mbreggianti rosse e gialle, che
hanno mostrato un rendimento nettamente superigpetto alla coltivazione sotto
rete ombreggiante nera, senza pero ridurre la pezzdei frutti (Falliket al., 2009).

In un recente lavoro (Fritegotto e Vitale, 2012)stato evidenziato che
I'utilizzo di reti foto-selettive, posizionate s@pr tunnel di acclimatazione in vivaio,
influisce sullo sviluppo morfologico di piante diliegio micropropagate, con
risultati positivi specifici per ciascuna combinaze colore-portainnesto. Infatti nelle
diverse epoche di ambientamento, da aprile ad agesho state ottenute sotto le
diverse reti colorate piante con calibri e allungathmaggiori rispetto alla normale

copertura neutra.
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Parte sperimentale
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6. MATERIALI

Il presente lavoro di dottorato riguarda parte d#ivvita svolta nell’ambito
del progetto di ricerca ‘Valorizzazione a scopi coenciali del generélydrangea
(acronimo: Hydra)' finanziato dal MiPAAF (Bando Imgse Florovivaismo, D.M.
186 del 1° agosto 2007, pubblicato sulla Gazzettible n° 208 del 7/09/2007). Il
progetto nasce dalla volonta dell'impresa propoméhrienda Meristema srl Societa
Agricola’ di Cascine di Buti (PI) di sviluppare eimpliare I'utilizzo del genere
Hydrangeain virtu delle sue molteplici attitudini non amacsfruttate dai mercati.

La ricerca oggetto del dottorato si & posta I'dbietdi acquisire conoscenze
quanto piu esaustive sulle caratteristiche morfoctet, genetiche ed agronomiche
delle diverse accessioni presenti in una collezidinelydrangeaallestita presso |l
CRA-VIV di Pescia. Ulteriore scopo € stato quelisidiare piu approfonditamente
le metodologie riguardanti le tecniche generalpdipagazione e di miglioramento
genetico, per un successivo miglioramento delleerdi® accessioni presenti in
collezione La ricerca si e articolata in 4 fasi diverse:

« valutazione delle caratteristiche morfometridafietutte le accessioni inserite in

collezione, facendo riferimento ai principali degori CPVO-UPQV specifici per il
genere Hydrangea (CPVO-UPOV, 2011). Tale valutazione e integratan ema
caratterizzazione genetica con marcatori molecolaoiché essi permettono
I'identificazione inequivocabile di ciascuna vadéedttraverso I'analisi dei profili del
DNA;

» applicazione di tecniche colturali sperimentlifine di indagare sulle possibili

performancesdi reti ombreggianti colorate applicate alla caoltme di piante di
Hydrangea L'impiego di film foto-selettivi ha la capacita chodificare lo spettro
della radiazione solare che raggiunge la colturdluénzando cosi [I'attivita
fisiologica della pianta e la sua architettura. Qoepotrebbe risultare adatto per
cultivar da destinare alla produzione di fiore reciso pidnta in vaso;

» valutazione sperimentale di tecniche di propagazionvitro idonee per una

produzione di qualita e su larga scala delle acmeispiu promettenti dHydrangea

al fine di verificarne l'efficienza produttiva, pstto alle tradizionali tecniche di
propagazione (taleaggio). E’ stato messo a puntoprotocollo standard di
micropropagazione, riguardante le seguenti fasi:espianto dei meristemi; b)

lavaggio e sterilizzazione degli espianti; ¢) masseoltura su substrati specifici; d)
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fase di moltiplicazionein vitro; e) fase di radicazionen vitro; f) fase di
ambientamento in serra;

* messa a punto di una strategiabdeedingidonea per lo sviluppo di un futuro

programma di miglioramento genetico ldiydrangea attraverso uno studio sulla
compatibilita intra ed interspecifica di specieaise, al fine di ottenere nuovi ibridi
con caratteristiche innovative e tali da suscitareresse nel mercato e nei

consumatori.

6.1. ALLESTIMENTO E DESCRIZIONE DELLA COLLEZIONE

L’'Unita di Ricerca per il Vivaismo e le Gestiodel Verde Ambientale ed
Ornamentale (CRA-VIV) si trova a Pescia, citta afitual limite nord-orientale della
Piana di Lucca e al confine nord-ovest della Va&liale, in provincia di Pistoia,
nella Toscana settentrionale, fra Lucca e Fireazé2 m s.I.m. e alle coordinate
geografiche 43°54’0”N 10°41'0"E.

Presso questa struttura, facente parte del CRAsiGlan per la Ricerca e la
Sperimentazione in Agricoltura, € stata realizzata aprile-ottobre 2010 una
collezione di piante appartenenti al genétgdrangea Tale collezione € stata
individuata a partire da specie botaniche asiateth@mericane, ibridi eultivar di
Hydrangea gia presenti sui mercati, cosi da confrontarne clgatteristiche
agronomiche e valutarne le potenzialita commergiatiuovi segmenti di mercato.

Le diverse accessioni sono state selezionatespres’Azienda di Pistoia
specializzata itdydrangea che dispone di oltre 500 accessioni (fra speatariiche,
ibridi e cultivar, molte delle quali rare e/o note soltanto ai @risti), avvalendosi
della collaborazione di alcuni esperti dellAssaoime Amici delle Ortensie di
Bolsena. La selezione delle diverse accessionata gfffettuata sulla base del loro
grado d’innovazione, rispetto alle tipologie ldydrangeagia presenti sul mercato
italiano.

La collezione presente a Pescia € composta da4&iante, comprendenti
66 differenti accessioni appartenenti alle segueptcie: H. macrophylla ssp.
macrophylla(mopheade lacecap, H. macrophyllassp.serrata H. paniculata H.
quercifoliaz H. anomala ssp. petiolaris H. arborescens H. heteromalla H.
involucratg H. asperae 3 genotipi diSchizophragmaspp. In Tab.4 é riportato
I'elenco completo delle varieta selezionate pecdatituzione della collezione: per
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ciascuna varieta sono riportate alcune informazretative al colore del fiore, al

portamento della pianta, alla percentuale di onmdjieggento (richiesta secondo le

informazioni presenti in letteratura) ed al pH tdgteno.

Varieta Colore fiori | Portamento | % ombreg. terprSno
Bela Blu Eretto 70 3.5-4.5
SHSpmmﬁro(f’;m:; Elbatal Bl Eretto 70 3545
mophead Harlequin Rosso Eretto 70 5.5-6.5
Alberta Rosa Eretto 70 5.5-6.5
Dienemann Rosso Eretto 70 5.5-6.5
Europa Rosa Eretto 70 5.5-6.9
Lake S. Marcos Blu Eretto 70 3.5-4.5
Endless Summer Blu/Rosd Eretto 70 3545
5.5-6.5
White First Bianco Eretto 70 3.5-45
Schneebal Bianco Eretto 70 3.5-4.%
San Baronto Rosso Eretto 70 5.5-6.
First Red Rosso Eretto 70 5.5-6.5
Ayesha Rosa Eretto 70 5.5-6.5
Masja Rosso Eretto 70 5.5-6.5
Soeur Thérése Bianco Eretto 70 3.5-45
Intermezzo Rosa Eretto 70 5.5-6.5
Merveille Sanguinea  Rosso Eretto 70 5.5-6.5
Green Shadow Rosso Eretto 70 5.5-6/5
Paris Rosso Eretto 70 5.5-6.5
Ami Pasquier Rosa Eretto 70 5.5-6.%
Dolce Kiss Bianco Eretto 70 5.5-6.5
Dolce Gipsy Rosa Eretto 70 5.5-6.5
H. macrophylla Libelle Bianco Prostrato 70 3.5-45
ssp.macrophylla Kardinal Rosso Eretto 70 5.5-6.5
lacecap Benxi Bianco Eretto 70 3.5-45
Lanarth White Bianco Eretto 70 3.5-4.5
Lemon Wave Bianco Eretto 70 5.5-6.5
Hanaby Bianco Prostrato 70 3.5-4.5
Zorro Blu/Rosa Eretto 70 gggg
Miharayama-Yae Bianco Eretto 70 3.5-4.%
Blaumaise Blu Eretto 70 3.5-45
Tricolor Rosa Eretto 70 3.5-4.5
Etoile Violette Lilla Eretto 70 5.5-6.5
Grant’s Choice Rosa Eretto 70 5.5-6.5
H. paniculata Unique Bianco Prostrato Sole 3.5-4.1
Phanthom Bianco Prostrato Sole 3.5-45
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Vanille Fraise Rosa Eretto Sole 5.5-6.5
Limelight Bianco Prostrato Sole 3.5-4.5
Pink Diamond Rosso Prostratg Sole 5.5-6/5
H. macrophylla Blue Bird Blu Prostrato Sole Sensibile
ssp.serrata Stellata Bianco Prostrato Sole Sensibjle
Warabe Bianco Prostrato Sole Sensibjle
Yae-no-amacha Rosa Prostratp Sole Sensibile
Yao Temari Rosa Eretto Sole Sensibile
Miranda Blu/Rosa Prostrato 50 gggg
Amacha Bianca Prostrato 70 5.5-6.%
Mont Aso Rosa Eretto 70 5.5-6.5
Acuminata Lilla Eretto 70 5.5-6.5
Japonica Rosa Prostratd Sole 5.5-6/5
Woodlander Lilla Prostrato Sole Sensibile
Preziosa Bianco Eretto Sole 5.5-6.%
Alice Bianco Eretto Sole 3.5-4.5
H. quercifolia Harmony Bianco Eretto Sole 3.5-4.5
Snow Queen Bianco Eretto Sole 3.5-4.5
H. anomala Petiolaris Bianco Rampicante 90 3.5-45
H. arborescens Annabelle Bianco Eretto Sole 3.5-4.5
H. heteromalla Snow Cap Bianco Eretto 90 3.5-4.5
Klz)ﬂlir(])?w?ey?rrgia Bianco Prostrato 90 3.5-45
H.involucrata Yoraku Tama Bianco Prostrato 90 3.5-4.5
Macrophylla Rosa Eretto 70 5.5-6.5
Longipes Bianco Eretto 70 5.5-6.5
Mauvette Bianco Prostrato 50 5.5-6.5
H. aspera Rowallane Rosa Eretto 20 5.5-6.5
Hydrangeoides Rosa Rampicante Sole 5.5-6.5
Schizophragma Roseum Rosa Rampicante Sole 5.5-6/5
Moonligth Bianca Rampicante Sole 5.5-6.%

Tab.4: Elenco delle accessioniltiydrangeapresenti nella collezione allestita presso il CRIAL

Le diverse accessioni, messe a dimora tra lagweéma e I'autunno 2010, sono

state collocate inizialmente in un’area appositameredisposta sotto tre diversi

livelli di ombreggiamento nero (50, 70 e 90%), awmwla delle esigenze di luce

riportate in letteratura per ogni specificaltivar. Le piante sono state allevate per la

maggior parte in vasi di diametro 18 cm e solo radcin vasi di diametro maggiore
(24 e 30 cm), su di un substrato a base di pondeamgtro 6/14) e terriccio
universale in rapporto 1:1, con I'aggiunta di Metie 12 mesi, pH compreso tra 5.5

e 6.5, in base alle informazioni riportate in biliafia. Riguardo all’irrigazione, €
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stato predisposto un sistema a goccia con ugedticampensanti con portata di 2 I/h
e lacqua e stata distribuita con 3 irrigazionirgaliere di 3’ ciascuna, nel corso
della primavera. Per quanto riguarda il periodivest stato predisposto un sistema
aggiuntivo di irrigazione a pioggia con ugelli dnai ‘Dan Verde’, da utilizzare
durante le ore piu calde della giornata, con 2e8B di irrigazione di 3’ ciascuna, cosi

da abbassare l'alta temperatura (Fig.15).

Fig. 15: Impianto iniziale della collezione ldiydrangeasotto tre differenti livelli di ombreggiamento.
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7. METODI

7.1. ANALIS| MORFOMETRICA

Sebbene I'impiego di marcatori morfologici sia disbile dal momento che
le caratteristiche fenotipiche delle piante sonatefoente influenzate dalle
condizioni ambientali, I'approccio morfologico cisisce il primo passo per la
descrizione e la classificazione del germoplasmamdrcatori morfologici o
biometrici attualmente rappresentano lo strumerifa@iale per caratterizzare |l
materiale vegetale in base a criteri di partictdaniniformita e stabilitd. Essi infatti
sono stati adottati dall’'Unione Internazionale [geProtezione delle Nuove Varieta
Vegetali (UPOV) come strumento di caratterizzaziengotezione di nuove varieta
a livello comunitario. L'attuazione ed applicaziortel regime di protezione
comunitaria sono di pertinenza delle Ufficio Comtaridb delle Varieta Vegetali
(CPVO). Tali parametri costituiscono quindi la @ifpale risorsa per I'ottenimento di
privative in ambito europeo.

Nello specifico si tratta di una serie di paramelritipo biometrico che
individuano in maniera univoca le caratteristicleadtipiche di una varieta. Tali
parametri esistono per tutte le varieta vegeta aiticole che frutticole che
ornamentali.

Al fine di caratterizzare e studiare la diversitdeerelazioni delle diverse
accessioni presenti in collezione, é stato condotto studio di caratterizzazione
morfologica sulle singole piante. L’attivita di @ndta e catalogazione dei dati
riguardanti le infiorescenze e le fioriture, sotate aggiunte invece a partire solo dal
secondo anno, in quanto inizialmente le pianteadetlllezione presentavano una
fioritura ridotta a causa di una precedente evargdotatura.

La caratterizzazione morfologica e stata effettifataendo riferimento alle
linee guida UPOV (2011) iriternational Union for the Protection of New Vares
of Plants, per lo svolgimento delle prove di distinzioneniformita e stabilita
specifiche per il genettdydrangea(UPOV Code: HYDRN).

In particolare, sono stati presi in considerazi@iedescrittori specifici per il

genereHydrangea di cui 16 qualitativi e 11 quantitativi, riporta Appendice 2. Di
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seguito vengono illustrati alcuni esempi di desaritpresi in considerazione per la

caratterizzazione morfologica (Fig.16 a, b, c,,d, g, h).

¢

assente Presente

Fig. 16a: Lobatura margine fogliare.

ellittica Circolare

Fig. 16b: Forma lamina fogliare.

acuta ottusa arrotondata cordata

Fig. 16c: Forma base fogliare.
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lacecap mophead panicolo

Fig. 16d: Forma infiorescenza.

non cospicui cospicui

Fig. 16e: Cospicuita dei fiori fertili.

su una linea

irregolare su due o piu linee

Fig. 16f: Solo per leultivar con infiorescenzéacecap disposizione fiori sterili.
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medio

molto forte

Fig. 169: Grado di sovrapposizione fiori sterili.

SEAS sy,

assente su tutti i sepali presente solo su alcuni  presente su tutti i sepali

Fig. 16h: Fiori sterili: tipo di incisione dei sdpa

| dati morfometrici raccolti sono stati ordinati im foglio excel ed analizzati
con il software R computer package versiénl4.0’ R foundation for statistical

compute), per una analisi multivariata peluster(cluster analysis
7.1. ANALISI MOLECOLARE

Nel corso del terzo anno di ricerca, lo studio atiatterizzazione morfologica
e stato integrato con una caratterizzazione ddilipgenetici, in modo da poter

ottenere uncscreeninggenerale, dato I'elevato numero di accessioni goésn

collezione. Fra le tecniche di distinzione varietabono stati scelti i marcatori
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molecolari, poiché essi permettono l'identificazomequivocabile di ciascuna
varieta attraverso l'analisi dei profili del DNA.ale indagine e stata svolta
avvalendosi di marcatori molecolari RAPD che cagitono metodi semplici ed
efficaci di fingerprinting E’ stato deciso di condurre I'analisi genetican @uesti
marcatori sia perché impiegati recentemente ini studaratterizzazione molecolare
per identificare accessioni sconosciuteHgdrangeacea€Jounget al, 2010) o per
identificare varieta diverse all'interno Hi. macrophylla(Lindstrometal., 2003), sia
perché I'impiego di altri marcatori come SSR aveebdbmportato un maggior

impegno economico.

7.2.1. Estrazione del DNA

Punto di partenza di tale analisi e stata quinelttazione del DNA, dalle
foglie giovani e totalmente espanse di tutte leedie accessioni dHydrangeae dei
3 genotipi diSchizophragmapp., utilizzate queste ultime coroetgroup congelate
e conservate a -80° C.

L’estrazione del DNA e stata eseguita utilizzandlokit di estrazione
Invisorb® Spin Plant Mini Kit(Invitek-Germany) (Appendice 3). Il funzionamento
del kit di estrazione e ottimizzato utilizzando raassimo 100 mg di materiale
vegetale. Se si superano le quantita di materialgatenza raccomandate, la lisi
cellulare puo risultare ridotta, cosi come la pmeedlei campioni. La quantita di
DNA ottenibile varia in base alle dimensioni dehgma ed all’'eta del campione;
generalmente la resa é di circa 3-30 pg per 10@pesg vivo del campione. || DNA
che si ottiene con questo procedimento arriva idouna lunghezza di 40 kb, ma
generalmente predominano frammenti di 20-25 kbminenti di questa lunghezza si
denaturano completamente in PCR e consentono laelguata efficienza di
amplificazione. Il kit di estrazione consiste diauserie dibuffer contenenti sali,
agenti denaturanti e detergenti, che uniti all’osmogjzzato provocano lisi cellulare.
Il lisato deve poi essere chiarificato per mezz#ladeentrifugazione, al fine di
rimuovere polisaccaridi e residui cellulari.

Al termine, il DNA viene eluito con un apposituffer o con acqua ed é
pronto per essere sottoposto a successive arlafisi.volta eseguita I'estrazione e
necessario valutare la quantita di DNA presentagim campione per poter mettere a

punto con precisione le successive tecniche diifiogdione. La concentrazione del
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DNA e stata stimata tramite corsa elettroforetioagel di agarosio allo 0.6% con
TBE 1X e bromuro di etidio (Img/ml), di 5 pl di agrampione con 2 pl di BBF 6X
(blu di bromo-fenolo); dopo la corsa i gel sondistagservati alla luce UVHigh
Performance Ultraviolet TransilluminatddVP) e la luminosita della banda di ogni
campione e stata comparata con quella diWUDNA di concentrazione nota. Un
possibile vantaggio della quantificazione su gedghrosio € dato dalla possibilita di
valutare, contemporaneamente alla concentrazieremrdizioni dell’estratto, cioe lo
stato di frammentazione del DNA; infatti, quanddrammenti di DNA sono di
dimensioni troppo ridotte, nel gel non é visualibzaome una banda ben definita,
ma comesmear Tuttavia un limite della tecnica e dato dalla gettjvita delle
misurazioni, dato che la comparazione dell'inteénsielle bande con lo standard e
effettuata visivamente. La determinazione e stHtdteata anche per mezzo di uno

spettrofotometr@ioRad SmartSpé¥ Plus Spectrophotometer

7.2.2. Ottenimento di marcatori

La scelta del sistema di marcatori da utilizzare l@@nalisi delle relazioni
genetiche fra le accessioni in studio dipende ga ti informazioni genetiche
richieste e dalla capacita del metodo di indivigupolimorfismi all'interno di una
data popolazione.

Le tecniche che implicano l'applicazione della P@Rolymerase chain
reactior) per ottenere marcatori genetici hanno notevolmentotto i costi
dell’'analisi e permettono di individuare un nume elevato di marcatori, in
particolare per quanto riguarda la tecnica RAPD. pdesente lavoro si e deciso di
utilizzare tale tecnica per valutare le relazioemetiche che intercorrono fra i diversi
genotipi considerati. Il DNA per essere amplificad analizzato deve essere di
buona qualita, privo sia di contaminazioni chedrguali residui di RNA; questo &
molto importante per i marcatori RAPD che preveddhmpiego di primer
aspecifici, hanno un elevato potere discriminant® sono molto sensibili alle

condizioni di reazione.
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7.2.3. Reazione di amplificazione mediante PCR: alisi RAPD

La tecnica RAPD differisce dalla PCR di tipo speadffondamentalmente
per la presenza di un sgioimer, formato da 10 nucleotidi di sequenza nota, ma non
disegnato in base a sequenze di regioni specifighegenoma; ilprimer random
favorito da cicli di amplificazione caratterizzadt temperature e tempi dnnealing
(appaiamento) ed estensione sensibilmente divergjuelli di una PCR specifica,
trova complementarieta di sequenza e quindi si &ddamenti denaturati del DNA
campione in piu regioni non conosciute a priorinno una soltanto come in una
PCR specifica). Le successive reazioni di ampldicae, catalizzate dall’enzima
Tagpolimerasi, portano alla formazione di numerosreatori, ossia frammenti di
DNA di diversa lunghezza (e quindi diverso peso auolare) che risultano gli
‘strumenti’ necessari per stabilire la diversiteaimilarita tra individui di una stessa
popolazione o tra popolazioni.

L’ annealingdel primer, quindi la formazione del marcatore, puo avvenire i
qualsiasi regione del genoma, in zone codificantioa, e su una qualsiasi delle
componenti genomiche presenti all’interno dellduta] che per quelle vegetali sono
costituite da genoma nucleare, mitocondriale (MmtPNA plastidiale (cpDNA),
tuttavia con differente probabilita.

Uno dei potenziali limiti della tecnica RAPD, ripato in letteratura (Meunier
et al.,, 1993), (Welshet al., 1990), concerne in un deficit di riproducibilitiei
marcatori prodotti che non risulterebbero stabiiumque non affidabili per stimare
differenze e quindi variabilita tra campioni.

La riproducibilita della tecnica RAPD si basa swdtasura di un protocollo la
cui affidabilitd sia comprovata da un congruo numer prove e sulla sua fedele
esecuzione sia per quanto riguarda la metodolobg® ic materiali (reagenti e
strumenti) utilizzati.

Uno dei fattori in grado di influenzare in manigleterminante I'esperimento
e la sua riproducibilita concerne la concentrazienéntegrita deltemplate(DNA
copia) utilizzato. Infatti, nonostante [I'elevata nsiilita della reazione di
amplificazione che permette di utilizzare quantiti;nime di DNA, é determinante |l
suo grado di frammentazione; la frammentazione rdisce la possibilita e la
stabilita diannealingdel primer che, nel caso della tecnica RAPD, si traduce g un

diminuzione dei marcatori potenzialmente presemti ie una loro piu bassa
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riproducibilita. E’ quindi fondamentale operare s@u estrazioni di DNA di buon
esito, aspetto che pud sembrare scontato ma cheseropre € tale, soprattutto
guando si opera su tessuti vegetali e si impiegérai estrazione, indispensabili per
la loro maggiore velocita quando si gestisce uneronelevato di campioni, ma che
non garantiscono le rese dei protocolli di estraeidi tipo classico.

Un altro fattore che influenza la reazione di afigdzione € la scelta della
quantita di DNA (ng) da amplificare, a seconda alalimensione del genoma
dell’organismo studiato, variabile che deve esséireata empiricamente di volta in
volta.

Un altro ‘difetto’ di estrazione puo essere coftitalalla presenza di inibitori
derivati da metaboliti secondari cellulari che, oaso degli organismi vegetali, pud
essere particolarmente consistente (polifenolheeuo essere solo in parte mitigato
dalle diluizioni.

Per la scelta deprimer, oltre alla dimensione e complessita del genoma
oggetto di indagine, & importante conoscerne itamrio in GC (guanina+citosina),
poiché la formazione tra queste basi azotate dgarhi a idrogeno, rispetto ai 2 che
si formano tra adenina-timina, aumenta la stahbilé&annealingdel primer durante
I'amplificazione. Nel caso dell’organismo studiasp,sono utilizzatprimer random
a differente contenuto in GC, scelti sulla basprdcedenti studi. Quelli testati per la
caratterizzazione genetica appartengono alla §#?i& e OPB della ditt®perone
sono stati scelti in base a precedenti studi e lalla sperimentazione diretta su
Hydrangea(Lindstromet al, 2003; Joungtal., 2010).

Di seguito si riportano la composizione della miaa# reazione utilizzata ed
il protocollo sperimentale dell’amplificazione RAPD

Le reazioni di amplificazione sono state condotteun volume totale di
miscela di reazione di 25 pl contenente | reagemdcessari alle seguenti
concentrazionibuffer 1X, MgCh 1.5 mM, dNTPs 0.2mMprimer 2 uM, Taq DNA
polymerasd5 Prime) 2 U e 20 ng di DNA.

Le amplificazioni sono state effettuate con Mastercycler (Eppendorf),
applicando il seguente protocollo di amplificaziooa primo ciclo di 94 °C per 4’,
48 °C per 70" e 72 °C per 2’; per i successivi &5 d DNA é stato denaturato a 94
°C per 45", mantenuto alla temperaturaatinealinga 48 °C per 70”, con una
estensione a 72 °C per 2’; I'estensione finale a@aseffettuata a 72 °C per 5" e

successivamente conservati a 4 °C (Lindstetral., 2003). Il protocollo di PCR
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sviluppato da Levi nel 1993 su piante legnose,ied condizioni stringenti per
I'annealingdel primer decamerico al DNA, pur mantenendo un sufficienedgrdi
amplificazione per il rilevamento mediante eletbrefsi su gel di agarosio. Invece il
protocollo di Lindstrom genera meno prodotti di difigazione, ma migliora la
ripetibilita delpatterndi bande da una reazione ad un’altra.

Dopo la reazione di PCR, i frammenti amplificatineostati trasferiti in
eppendorf da 0.5 ml e mixati con 3 pl di BBF 6X¢&ssivamente sono stati caricati
in un gel di agarosio al 2% con tampone TBE 1Xpaga&ti in funzione del loro peso,
tramite elettroforesi per circa 3 ore a 90 volts.fiAe di stimare le dimensioni dei
frammenti di DNA prodotti mediante PCR, per ogni geno stati caricati nei due
pozzetti piu esterni 6 pl dnarker 100 bp DNA ladder (5 Prime). | gel sono stati
colorati con bromuro di etidio Img/ml ed i profiii amplificazione sono stati
visualizzati attraverso un transilluminatore a ludgravioletta High Performance
Ultraviolet TransilluminatorUVvP).

Ogni marcatore generato € contraddistinto da ucigwgeso molecolare, che
lo rende riconoscibile nei profili di amplificaziendi individui diversi. | marcatori
piu riproducibili sono stati ottenuti conpfimer, riportati in Tab.5. | marcatori che
caratterizzano ogni profilo @implificazione sono stati numerati progressivamente

base al loro peso molecolare (Fig.17, vedi punto a)

Primer Sequenza 5'to 3' Contenuto in CG%
OPA-02 TGCCGAGCTG 70
OPA-03 AGTCAGCCAC 60
OPA-04 AATCGGGCTG 60
OPA-13 CAGCACCCAC 70
OPA-14 TCTGTGCTGG 60
OPA-15 TTCCGAACCC 60
OPB-05 TGCGCCCTTC 70

Tab.5: Lista deprimer che generano polimorfismi iHydrangea

Un aspetto fondamentale in questa fase dell’andésidati, risulta essere la
coerenza con cui si assegna la numerazione deiatoardra campioni diversi;
guesta operazione € piuttosto agevole tra campjgpertenenti allo stesso gel, meno
tra gel diversi. Anche minime alterazioni della magjone possono risultare di
ostacolo nella lettura, nonostante si sia aiutatladpresenza dmarker di peso
molecolare noto e dalla costanza delle condiziorelettroforesi e di acquisizione

dell'immagine.
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Si rende necessario percio un elevato grado dieriame effettuato

direttamente dall’'operatore sia per individuare catori meno intensi che uno

specifico programma potrebbe non riconoscere, aianperpretare le discordanze tra

i valori di peso molecolare assegnati da questam@atori evidentemente omologhi.

Per aumentare il grado di sicurezza si sono pesxusi quei marcatori per i

quali la differenza in paia di basi é risultataliesotto del grado di risoluzione del gel

(20 bp).

Terminata la fase di analisi dei gel, ogni indivadisulta cosi caratterizzato

dalla presenza di alcuni fra i marcatori individuatnumerati tra tutti i campioni

analizzati; come riportato in Fig.17 (vedi punto é)possibile cosi costruire un

vettore di stato presenza/assenza, basato sufitzmziene del valore 1 alla presenza

del marcatore nei profili e dal valore 0 all'assenlz questo.
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Fig. 17. Esempio di analisi molecolare: a) clasa#ione dei marcatori sulla base del loro peso
molecolare; b) costruzione vettore di stato pres&ssenza; c) matrice delle distanze genetiche.
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| vettori di stato presenza/assenza sono staizzdti per il calcolo della
distanza genetica fra ogni coppia di individui imgndo la matrice delle distanze
euclidea Fig.17 (vedi punto c) definita:

E =e2xy = n {1-[2ny(2n) ]}

dove:nyy, = n° di marcatori comuni alla coppia di individXi e Y)

n = n° di marcatori totali ottenuti.

Questi dati sono utilizzati per calcolare la mardelle distanze fra i diversi
campioni con il coefficiente di Nei. L’analisi delati della matrice di similarita e
stata realizzata con i programmi MEGA 4.0 (Tanefral., 2007) ed NTSYS pc2.02
(Exeter Software, Setauket, NY), (Rolfh, 1993),iades ottenere dei dendrogrammi
con il metodo dell’algoritmo di Neighbour-JoiningJ) (Saitowetal., 1987).

7.3. TECNICHE COLTURALI SPERIMENTALI

Per modificare lo spettro della radiazione soldre raggiunge la coltura e
quindi poter studiare la risposta di morfogenedladaianta, attraverso I'impiego di
reti foto-selettive colorate, nel corso della pruma 2011 l'intera collezione e stata
riorganizzata. In particolare, le reti nere a ddéfge grado di ombreggiamento (50,
70 e 90%) impiegate nel corso del primo anno detkerca, sono state sostituite con
reti colorate blu e rosse con un ombreggiamentoghd@% e messe a confronto con
una rete nera tradizionale, anch’essa al 70% direggiamento, acquistate presso la
ditta AGRITENAX. Le reti colorate, lunghe 19 m edhe 5 m, sono state poste ad
un’altezza da terra di 3.5 m (Fig.18 a e b).

Tutte le accessioni presenti in collezione sontestaiformemente distribuite
sotto le diverse reti colorate, in modo da averdedepliche della stesseultivar
sotto i tre ombreggiamenti, ed alcune di essenutee di particolare interesse, sono
state oggetto di studio. Le varieta prese in essom® stateH. macrophyllassp.
macrophylla mophead (‘Dieneman’, ‘San Baronto’); H. macrophylla ssp.
macrophyllalacecap (‘Zorro’, ‘Lemon Wave’ e ‘Tricolor’); H. quercifolia ‘Snow
Queen’; H. paniculata‘Limelight’, integrate con materiale di nuovo otiernto

proveniente da micropropagazione e taleaggio.
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Fig. 18b: Allestimento della prova di coltivaziosetto reti ombreggianti colorate rosse e blu con
ombreggiamento del 70%, poste a confronto con ef@ganera tradizionale, anche questa con
percentuale di ombreggiamento del 70%.

La prima informazione necessaria per capire setleombreggianti colorate
impiegate rispecchiano le esigenze richieste, &eaaedisposizione informazioni
relative alla qualita delle reti stesse, in paticomodo allintensita e alla
trasmissione della luce. Quindi sono state effegtuaisurazioni relative all’'intensita
della luce mediantéuxmeter HD 8366 Ix 0.1-199.9 kikutorange Silicon Sensa
(Delta OHM), sotto ogni rete colorata testata.

Invece, le misure relative alla trasmissione delze delle reti ombreggianti
sono state condotte mediante spettroradiometro MMGAod. SR9910-V.7#7467,
in collaborazione con il CNR-IBIMET di Sesto Fiote (Fl); lo strumento € in
grado di misurare I'intensita luminosa per ognighezza d’onda nel range 280-800
nm. Questi dati sono stati elaborati per calcolgliespettri di trasmittanza e il
rapporto UV-A/PAR (UV-A, 320-400 nm, PAR, radiazernfotosinteticamente
attiva, 400-700 nm) e il rapporto RED/FAR RED (Bsso, 660-670 nm, FR, rosso

lontano, 740-750 nm). In questo modo & possibii@avare informazioni sul rapporto
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R/FR, valore importante per la corretta crescitafatagica della pianta, determinato
secondo il metodo dellaarrow band[X (655-665nm) /X (725-735 nm)] o della
broad band[X (600-700nm) /£ (700-800 nm)]. Le misure sono state effettuate 6
volte per ogni campione di rete in 4 giorni congeguin condizioni di cielo sereno,
durante il mese di giugno e nelle ore centraliadglbrnata, e il valore medio é stato
utilizzato per calcolare gli indici per il RED/FARED, utili per capire l'effetto
morfologico sulla pianta.

Durante la coltivazione, sono stati effettuati gwenti rilievi morfologici e
fisiologici sulle piante prese in esame: fotosintestta, contenuto interno di GO
conduttanza stomatica ed evapotraspirazione medZIRAS-2 portable CQ and
H,O Gas Analyzer(PP Systems-USA); superficie fogliare, misurataneoL.A.l.
(Leaf area indexindice di area fogliare), ossia come il rappdro la superficie
fogliare totale e la superficie del suolo su cuidglie si proiettano, per mezzo di un
ceptometroAccuPar modelLP-80 (Decagon Devices-USA); altezza totale della
pianta e lunghezza degli internodi; area fogliaserpiezza variegatura fogliare solo
per le varieteH. macrophyllassp.macrophylla lacecapLemon Wave’ e ‘Tricolor’
mediantéWinDIAS Image Analysis SystéDelta-T Devices, U.K.).

| rilievi sono stati effettuati durante tre diversesi fenologiche: al momento
dell'impianto (durante il mese di aprile), nel peto della fiorituta (giugno-inizio
luglio) e alla fine del periodo vegetativo (fineaatp-inizio settembre), al fine di
valutare I'effetto delle reti sulla morfologia &ifblogia delle piante.

Nel corso del terzo anno di ricerca, I'analisi garametri morfologici e
fisiologici e stata in parte ripetuta su alcundtivar gia testate nell’anno precedente
e risultate significative, ed in parte estesa dck.ale accessioni oggetto di studio
sono stateH. macrophyllassp.macrophylla mopheagtAlberta’, ‘Green Shadow’,
‘Intermezzo’, ‘White First’, ‘San Baronto’);H. macrophylla ssp. macrophylla
lacecap(‘Zorro’, ‘Lemon Wave’ e ‘Tricolor’), anche in q@#o caso integrate con
materiale di nuovo ottenimento proveniente da npipagazione e taleaggio.

L’analisi della varianza dei dati e stata eseguitando il programma
COSTAT e le medie sono state comparate con Stidmimann Keuls test af.05
(SNK).
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7.4. VALUTAZIONE SPERIMENTALE DI TECNICHE DI
PROPAGAZIONE IN VITRO IDONEE PER LA PRODUZIONE SU LARGA
SCALE DI HYDRANGEA

Contestualmente al lavoro di caratterizzazione atogica e molecolare, e
all'applicazione di tecniche colturali innovative,stato sviluppato e messo a punto
un protocollo di propagazionén vitro, volto ad individuare all'interno della
collezione alcune varieta potenzialmente interdssndestinare ad un successivo
sviluppo commerciale.

Al fine di ottenere una produzione di qualita elawga scala, verificandone
quindi l'efficienza produttiva rispetto alle trachnali tecniche di propagazione
(taleaggio), il protocollo ha riguardato le seguéasi: a) lavaggio e sterilizzazione
degli espianti; b) messa in coltura su substracsiei; c) fase di moltiplicazionen
vitro; d) fase di radicazionia vitro; e) fase di ambientamento in serra. Le accessioni
oggetto di studio, scelte poiché in possesso ditisaistiche ornamentali interessanti,
come l'attitudine alla produzione di fiore recise@me pianta in vaso, sono state:
macrophyllassp.macrophylla mophea@San Baronto’, ‘Hanaby’, ‘Masja’, ‘Endless
Summer’, ‘Soeur ThéreseXd. macrophyllassp. macrophylla lacecaf Libelle’,
‘Lemon Wave’);H. quercifolia(‘Harmony’, ‘Alice’, ‘Snow Queen’);H. paniculata
‘Phantom’; H. heteromalla ‘Snow Cap’; H. involucrata ‘Yoraku Tama’; H.
arborescensAnnabelle’; H. anomalassp.petiolaris

Il materiale di partenza, rappresentato da gemnmalag ascellari, & stato
prelevato in diversi periodi dell’anno direttamerdalle piante della collezione,
coltivate in vaso sotto le reti ombreggianti. Ndbae di sterilizzazione il materiale
vegetale e stato sottoposto ad un pre-trattamesmtaramersione in etanolo (70%)
per 30”. Gli espianti sono stati immersi in unaluzione di NaOCI a diverse
concentrazioni di cloro attivo (1.5-2.5-5%) con mgga di 2 gocce di Tween 20 ®
(polyoxyethilene sorbitano monolaurato) testandeidii tempi di immersione (10’,
15’ 0 20), al fine di individuare il trattamentoigtiore in termini di dosaggi e tempi
di sterilizzazione. Dopo la sterilizzazione, glpesiti sono stati sciacquati due volte
in acqua sterile bidistillata sotto cappa a flutsoinare, e successivamente sono
stati posti su mezzo agarizzato contenete MS (Migase Skoog, 1962), 3% di

saccarosio con 0.3 mg/l di 6-benziladenina (BA).
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In fase di moltiplicazione, gli espianti ottenutin® stati moltiplicatin vitro,
testando I'effetto sulla produttivita e qualita deiovi germogli della benziladenina a
diverse concentrazioni (0.25, 0.5 e 1 mg/l) e d#lileetina (Kin) a due differenti
concentrazioni (1 e 2 mg/l), poste a confronto sormezzdhormone-freePer ogni
trattamento, sono state effettuate 3 repliche caspanti ciascuno. Il materiale e
stato incubato in cella climatica a temperatur23itl °C, con 16 h di fotoperiodo,
fornito da luci con 35 pmol ’s! photosynthetic photon flux dens{§.P.F.D.). Al
fine di indurre un efficiente e funzionale appareddicalein vitro, gli espianti sono
stati coltivati su un mezzo di coltura contenent® bbn aggiunta di tre differenti
auxine alla stessa concentrazione (0.5 mg/l): admhiplacetico (IAA), acido
indolbutirrico (IBA) ed acido naftalenacetico (NA&pmparati con mezzeormone-
free Per ogni trattamento, sono state effettuate [Bchegppcon 7 espianti ciascuno. Le
condizioni di crescita erano le stesse del protoablmoltiplicazione.

| germogli radicati, provenienti dalle prove di mupropagazione, sono stati
ambientati in contenitori alveolari contenenti @nbiu perlite (1:1, v/v) autoclavata
in precedenza, mantenendo il materiale in costamtiglita. Dopo 30 giorni, questo
materiale vegetale e stato trasferito in serra mibiantamento in bancali di
nebulizzazione con un umidita relativa del 70% if@rda un sistema mist con 4 turni
di irrigazione di 30" ciascuno, distribuiti nelfeo della giornata.

Allo scopo di confrontare il materiale ottenuto pl@ve di propagazionm
vitro, con quello di prove di propagazioimevivo, sono state messe a dimora 15-20
talee per ciascuna varieta. Le talee con due geduomaienti ciascuna, sono state
posizionate in serra, su bancale di radicazionesodm perlite, sotto nebulizzazione,
con 4 turni di irrigazione di 30” ciascuno, digwiti nell’arco della giornata. Una
volta radicate, sono state trapiantate utilizzargposito terriccio da trapianto
mescolato a concime. Parte delle talee radicate state impiegate per integrare la
collezione sotto le reti ombreggianti colorate.

7.5. ATTIVITA" DI SELEZIONE DELLE ACCESSIONI PIU’
PROMETTENTI DA AVVIARE AD UN FUTURO PROGRAMMA DI

BREEDING

Sulla base di quanto riportato in letteratura, &ieta da includere in un

programma dibreeding devono essere in possesso dei seguenti requisitini
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caratteri estetici, soprattutto per cio che rigaaidcolore e la forma del fiore, e
buona resistenza al freddo, poiché la fioriturgp@sso interessata negativamente da
un inusuale freddo invernale o da gelate tardiarimavera.

L'obiettivo €& stato quello di indagare sulla conipidita intra ed
interspecifica diH. macrophylla H. paniculata H. arborescensal fine di ottenere
nuovi ibridi con caratteristiche innovative ed agpndire le conoscenze riguardo
I'auto-compatibilita di queste specie, cosi da tak la necessita di emasculazione
durante I'impollinazione controllata.

Nel corso dell’'estate 2012, sono stati effettuatraci intra ed interspecifici e
autoimpollinazioni, con l'obiettivo di individuarguei genotipi utilizzabili come
portaseme e/o come impollinatori e per ottenereormézioni sul grado di
fertilitd/auto-sterilita.

Allo scopo di valutare l'idoneita alla produzionesgme in futuri programmi
di breeding sulla base di quanto sopra riportato, riguardgratio di compatibilita e
fertilita delle diverse specie, sono state indiaitue selezionate alcune tra le piu
importanti specie botaniche ¢iydrangea,coltivate per particolari caratteristiche
estetiche.

Le specie botaniche oggetto di studio sono stdte: arborescens
(‘Annabelle’); H. macrophylla ssp. macrophylla mophead‘Alberta’, ‘Ayesha’,
‘Bela’, ‘Europa’, ‘First Red’, ‘Green Shadow’, ‘Efess Summer’, ‘Harlequin’,
‘Intermezzo’, ‘Masja’, ‘Merveille Sanguinea’, ‘Patj ‘Scheenball’, ‘Seour Therese’,
‘White First’); H. macrophylla ssp. macrophylla lacecap(‘Benxi’, ‘Kardinal’,
‘Lanarth White’, ‘Zorro’); H. serrata (‘Preziosa’), eH. paniculata (‘Limelight’)
(Fig.19).
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H. arborescensAnnabelle’ H. macrophssp.macroph. H. macroph ssp.macroph.
‘Harlequin’ ‘Green Shadow’

H. macrophssp.serrata H. macrophssp.macroph. H. macroph ssp.macroph.
‘Preziosa’ ‘Soeur Thérése’ ‘Zorro’

Fig. 19: Alcunecultivar testate nella prova preliminareldieeding

Le auto-impollinazioni sono state effettuate utiimdo piante in fioritura: le
infiorescenze utilizzate sono state coperte comhsttt di materiale traspirante in
tessuto non tessuto prima dell’apertura dei fiddrante la fioritura, le infiorescenze
sono state scosse delicatamente almeno tre vd#teseitimana per distribuire il
polline sugli stigmi dei fiori in apertura e sonte lasciate sulla pianta per tutto il
periodo estivo ed autunnale. Infatti queste soategsimosse alla fine dell’autunno-
Inizio inverno, quando le capsule dell'infiorescara/evano assunto una colorazione
marrone, cioe circa 4 mesi dopo I'isolamento delfrescenze.

Per ogni incrocio sono state testate diverse coazimni dicultivar parentali
(decise a seconda del numerccditivar a disposizione). Le infiorescenze utilizzate
come parentale femminile, sono state anch’esséitese in sacchetti di tessuto non
tessuto prima dell’apertura del fiore. Successivameer mezzo di piccole forbici, i
fiori sterili sono stati rimossi dall’infiorescenzaima dell’apertura dei fiori fertili,
eliminando anche quelli gia aperti e quelli estraraate immaturi. | fiori rimasti

sono stati emasculati rimuovendo petali e antengpoaze a punta fine.
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Le impollinazioni sono state effettuate da 1 a drgi dall’emasculazione: i
fiori con il polline maturo sono stati rimossi ediliazati immediatamente per
effettuare I'impollinazione sulle infiorescenze femili, in modo che le antere dei
primi, ricche di polline, toccassero direttamenliesggmi dei fiori precedentemente
emasculati. Successivamente l'infiorescenza e sthiasa in un sacchetto di
materiale traspirante. Anche in questo caso |l@rneficenze impollinate sono state
rimosse a fine autunno quando le capsule avevaswngsuna colorazione marrone
(Fig.20).

Fig. 20: Nelle prime due foto si osservano i filritili presenti sull'infiorescenza in fasi diverse
mentre nella terza foto viene mostrata un’infioegsaa racchiusa in un sacchettodi tessuto non
tessuto.
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8. RISULTATI

8.1. ANALISI MORFOMETRICA

Con l'analisi multivariata pecluster (cluster analysisimediante ilsoftware
R, si e ottenuta unanatrice di distanza dei gruppi di unita tra lore#ii rispetto
all'insieme dei caratteri presi in considerazioQelesta ha permesso la costruzione

di un dendrogramma, nel quale sono riportate kzrehi tra i genotipi conservati in

collezione presso il CRA-VIV ( Fig.21).
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Dall’analisi non sono emersi errori di duplicazioaedi etichettatura delle

piante della collezione.
Prima di tutto nell’analisi si osserva che le tpede diSchizophragmaspp.,

utilizzate comeoutgroup sono ben visibili in posizione separata nel degdrmma.
Si puo osservare che il dendrogramma ottenutotaistbmposto da dueluster
principali: il primo cluster a sua volta si suddivide in dseibcluster in cui sono
compreseH. anomalassp.petiolatris e ben raggruppate tltivar appartenenti &l.
paniculatg queste ultime morfologicamente molto vicine le wlle altre Nell'altro
cluster, a sua volta suddiviso in dwibcluster si osserva da un lato la stretta
relazione tra lecultivar di H. asperae dall'altro di H. involucratg oltre aH.
arborescens‘Annabelle’ e buona parte delleultivar di H. macrophylla ssp.
macrophyllae H. macrophyllassp.serrata

Il secondoclustera sua volta si suddivide in dsebcluster dove nel primo
sono correttamente raggruppatecigtivar appartenenti &. quercifolia mentre nel
secondo sono presenti i genotipi appartenehti macrophyllassp.macrophylla, H.
macrophyllassp.serratae H. heteromallanon definendo con chiarezza i rapporti tra
le cultivar appartenenti a specie diverse. Da notare conceltvar variegate dH.
macrophyllassp.macrophylla‘Lemon Wave’ e‘Tricolor’ siano morfologicamente
molto vicine le une alle altre.

Tre cultivar (H. macrophyllassp.macrophylla’‘Blumaise’ e ‘Grant Choice’ e
H. macrophyllassp.serrata‘Amacha’) non sono riportate nel dendrogramma poiché
non & stato possibile raccogliere tutte le inforim@iz necessarie alla loro
caratterizzazione in quanto al momento della raacdkei dati presentavano uno
sviluppo stentato ed erano prive di fioritura. Beesto motivo non sono state incluse

nell’analisi con ilsoftware R

8.2. ANALISI MOLECOLARE

La scelta del sistema di marcatori da utilizzare l@@nalisi delle relazioni
genetiche fra le accessioni allo studio dipendetga di informazioni genetiche
richieste e dalla capacita del metodo di individupolimorfismo all'interno di una
data popolazione.

I DNA estratto dalle diversecultivar presenti in collezione, e stato

amplificato mediante tecnica RAPD coprimer della serie OPA e OPBDperor):
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OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-13, OPA-14, OPA-15 eBdP. Per quanto
riguarda la riproducibilitd della tecnica, questastata verificata in esperimenti
indipendenti e confermata ripetendo le amplificaz@meno tre volte, in modo tale
da analizzare soltanto quei marcatori risultatiatfucibili.

| prodotti di amplificazione sono stati analizzatimite elettroforesi su gel di
agarosio al 2% (Fig.22 a, b, c): dall'analisi deofpi di amplificazione e stato
possibile individuare 248 marcatori RAPD riprodulcith diverse dimensioni da 200
a 1100 bp e tutti polimorfici. Per le analisi RARDNndotte, la classificazione delle
bande che compongono i profili di ogni individucstata effettuata manualmente.

L’analisi filogenetica e stata condotta utilizzangwogrammi NTSYS pc2.02
(Exeter Software, Setauket, NY), (Rolfh, 1993) e ®#4.0 (Tamura eal., 2007). |
profili di amplificazione sono stati trasformatium vettore di stato presenza/assenza,
considerando ogni marcatore loguse la presenza o I'assenza della banda, su gel, la
presenza o I'assenza dell'allele a gieelus Quindi sulla base di tali risultati & stata
calcolata una matrice delle distanze genetiche ifrdiversi campioni con Il
coefficiente di Nei; sulla base di questi dati sittienuto un dendrogramnouarooted
secondo il metodo Neighbor-Joining (Fig.23).

Il dendrogramma ottenuto, evidenzia la chiara poseg, ben separata rispetto
ai genotipi diHydrangeaspp., delle tre specie 8ichizophragmapp. utilizzate come
outgroup

Il dendrogramma risulta separato in dtlester, in uno dei quali si ritrova
soltanto Hydrangea anomalassp. petiolaris, unica varieta rampicante fra quelle
analizzate, escludend@xrhizophragmapp.

Nell'altro clustersono invece raggruppate tutte le altre accessioalizzate.
Questo a sua volta risulta suddiviso isubcluster nel primo sono raggruppate tutte
le accessioni appartenentHydrangea macrophyll@sp.macrophyllae Hydrangea
macrophyllassp.serrata Insieme a queste ritroviamo andhgdrangea arborescens
‘Annabelle’, unica varieta appartenete a questaispmantenuta in collezione; le
relazioni esistenti fra questa varieta e le altodrgbbero essere ulteriormente
approfondite con lI'impiego di altri marcatori motdari, per esempio SSR.

Nel secondosubclustersono riunite tutte le varieta appartenenti allgeal
specie: in particolare leultivar di Hydrangea quercifolia Hydrangea aspera
Hydrangeainvolucratg Hydrangeapaniculatae Hydrangeaheteromalla Da notare

che per gquanto riguarddlydrangea paniculata e Hydrangea heteromalla non
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risultano raggruppate in maniera chiara; infagfenotipi appartenenti a queste specie
non sono raggruppati in una posizione ben defimtantre quelli appartenenti a
Hydrangeaasperae Hydrangeaquercifoliasono correttamente raggruppati fra loro.
Anche in questo caso potrebbe essere interessgmfa@ndire I'analisi con
marcatori SSR.

Nella realizzazione delle matrice e successivaméeltelendrogramma non e
stata inclusad. macrophyllassp.macrophylla’'Blumaise’, poiché questeultivar ha
presentato problemi di amplificazione con tutirimer testati. Cio potrebbe essere
imputabile al DNA impiegato, il quale per esseregphficato ed analizzato dovrebbe
essere di buona qualita, privo sia di contaminazibe di eventuali residui di RNA;
questo € molto importante per i marcatori RAPD pheyedono I'impiego dprimer
aspecifici, hanno un elevato potere discriminant® sono molto sensibili alle

condizioni di reazione.
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Fig. 22a: Esempio del profilo di amplificazioneesttito con iprimer OPA-02: la linea 1 e 15=DNA
Ladder; da 2 a 14=campioni analizzati.
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Fig. 22b: Esempio del profilo di amplificazioneettito con iprimer OPA-04: la linea 1 e 15=DNA
Ladder; da 2 a 14=campioni analizzati.
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Fig. 22c: Esempio del profilo di amplificazioneeattito con iprimer OPA-14: la linea 1 e 15=DNA
Ladder; da 2 a 14=campioni analizzati.
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Fig. 23. Dendrogramma di Neighbor-Joining otterdatfla matrice delle distanze fra i 65 genotipi
analizzati ed elaborato con MEGA 4.
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8.3. TECNICHE COLTURALI SPERIMENTALI

Dal momento che la prima informazione necessariacppire se le reti

ombreggianti colorate impiegate rispecchiano leggersie richieste, € necessario

avere a disposizione informazioni relative allalgaadelle reti stesse, in particolar

modo alla intensita ed alla trasmissione della .lute misurazioni

relative

all'intensita della luce, effettuate medianteixmeter HD 8366 Ix 0.1-199.9 kix

Autorange Silicon Seng®elta OHM), sono risultate comprese tra 31.78 & 8,

quindi corrispondenti alla percentuale di ombregggato richiesta del 70%. In

Tab.7 sono riportati i dati calcolati relativi aleisurazioni della trasmissione della

luce delle reti ombreggianti effettuate con lo speadiometro MACAM mod.
SR9910-V.7#7467, utili per il calcolo del rapporRFR, in modo da capire

I'eventuale effetto morfologico sulla pianta.

Parametri Unita Rete rossa Rete nera Rete Blu Luce
Irradiance (280-800 nm) (W'Fm 133.70 116.94 121.41 294.89
PAR (400-700 nm) (w rﬁ) 73.34 77.47 78.09 190.85
RED (655-665) (W r'ﬁ) 3.44 2.50 1.83 6.05
FAR RED band (725-735) (W'FD] 3.60 2.19 1.4Q 5.34
RED/FAR Red narrow band 0.96 1.14 1.30 1.13
UV A (320-400 nm) (w rﬁ) 7.76 8.65 6.31 24.98

Tab. 7: Misure effettuate con lo spettroradiom@&®CAM mod. SR9910-V.7#7467 nel range 280-

800 nm e relativi calcoli per I'energia presentdenearie categorie di luce.

Il rapporto R/FR e considerato un importante fattper le risposte mediate

dal fitocromo. In confronto al rapporto R/FR midorger la luce naturale (pari a

1.13), le reti nere, blu e rosse inducono bass&aiani del rapporto R/FR che

oscilla da 0.96 (rete rossa) a 1.30 (rete blu) (T/abLa rete rossa, seppur di poco,

tende ad alterare il normale rapporto R/FR, spdsiane abbassandolo rispetto al

rapporto della luce naturale; da quanto riportatoldtteratura, in questo modo

dovrebbero essere favoriti effetti morfologici tipdella filatura, tra cui ad esempio

I'allungamento degli internodi, definito come ‘smothe da ombreggiamento’. La

rete nera é caratterizzata da un rapporto R/FRgpasdbile a quello della luce

naturale, confermando il suo impiego come tesiatitollo. Infine la rete blu, che

tende ad aumentare di poco il rapporto R/FR, infrooto alla luce naturale,
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dovrebbe permettere di ottenere piante piu compatia una maggiore chioma
fogliare, caratterizzate da internodi piu corti.

In Fig.24 e mostrato un tipico spettro (280-800 nmisurato in condizioni di
cielo sereno, durante il mese di giugno e nellecerdrali della giornata, sotto ogni
rete colorata e posto a confronto con la luce adule reti presentano un ampio
picco di trasmissivita intorno a 470 nm, oltre ad wlteriore picco a 750 nm. In
particolare, la luce trasmessa dalla rete blu ataizzata da un picco a lunghezza
d’onda nello spettro del blu, cioe tra 400 e 500 dowve al contrario la rete rossa
mostra valori piu bassi di trasmissivita; infattiegta presenta elevati valori di

trasmissivita a lunghezza d’onda superiore a 600 nm

0,9

0,85

0,8

0,75

0,65

A ¥ e w e s
N 1y . -
0,6 ] . . i e
.

055 S

o
w”

o 2
S S
> o

Intensita (W m-2)

o
w
@

o
w

o
o N
Nooo

o
IS
o

0,05

© b 6 6 B 6 6 o b b 6 b D o b o 9 b o o b o o
52 @7 a7 2 00 @7 aof N X SN 2 0 7 0)f N N S R R X P \
BN S AN P S S G A U QLT A R Gl N P I Vi (G 4

Lunghezza d'onda (nm)

Rete rossa === Rete nera

Fig. 24: Trasmittanza delle reti ombreggianti raglge 280-800 nm, a confronto con la luce naturale.

Rete blu - - - .Luce naturale ‘

Sotto ogni rete ombreggiante sono state inoltreiratsparametri ambientali,
temperatura ed umidita, ma non sono state riledifferenze significative.

Al fine di valutare I'effetto delle reti sulla matigia e sulla fisiologia delle
piante, sono stati analizzati soltanto i dati reiatl campionamento effettuato nel
periodo di fiorituta (giugno-inizio luglio), perchié questo stadio le piante, in piena
crescita vegetativa, dovrebbero mostrate gli effettlotti da alterazioni nella

composizione della luce.
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| dati ricavati dal primo anno di coltivazione n@ono riportati poiché
considerati dati preliminari di prova, necessaropger osservare il comportamento e
la risposta delleultivar al trattamento.

Effetti sull’attivita morfologica

Nella maggior parte delleultivar testate, si osserva una costante risposta indatta
trattamenti nelle piante cresciute sotto la retg @ quali si caratterizzano per un
minore sviluppo in altezza rispetto alle stessdélivar cresciute sotto rete nera e
rossa. Solo l'altezza dH. macrophylla ssp. macrophylla ‘Tricolor’ e stata
influenzata dai trattamenti: le piante cresciutettosorete rossa Ssono
significativamente piu alte rispetto a quelle sotiete nera e del blu, con
rispettivamente 118.33, 101 e 36 cm di altezzaivagg Unica eccezione a questa
tendenza delle altezze, € rappresentatl.danacrophyllassp.macrophylla‘White
First’, nella quale I'altezza delle piante allevatato rete rossa e risultata inferiore
rispetto alle piante cresciute sotto la rete bhem, mostrando una tendenza inversa
rispetto alle altreultivar.

Una maggiore altezza, dovrebbe essere accompag@atana maggiore
lunghezza degli internodi. Unaultivar che evidenzia correttamente questo
andamento proporzionale tra altezza totale deléntpi e lunghezza media degli
internodi éH. macrophyllassp.macrophyllaTricolor’; infatti le piante allevate sotto
rete rossa, oltre ad una differenza statisticam&gteficativa per I'altezza, mostrano
una lunghezza media degli internodi pari a 7.58 comtro i 3.48 cm per le piante
sotto rete blu. Nelle altreultivar, pur non riscontrandosi differenze statisticamente
significative per la lunghezza media degli interned osserva una risposta costante
per quanto riguarda le piante cresciute sotto bbkie che si caratterizzano per una
lunghezza ridotta rispetto a quella delle pianesciute sotto rete nera o rossa.

Nella maggior parte delleultivar studiate, ad eccezione Hi macrophylla
ssp. macrophylla‘White First’, ad un minor sviluppo in altezza ergsposto un
L.A.l. maggiore: in particolare, le piante di urtassacultivar allevate sotto rete blu
mostrano un rapporto maggiore rispetto a quellsoiuée sotto rete rossa e, in alcuni
casi, nera. Questo perché maggiore ¢ il L.AA.l, gi@g € la quota di radiazione
intercettata e quindi minore quella che arrivavallo del terreno, peculiarita delle
piante con maggiore chioma fogliare.

In generale i parametri morfologici analizzati nbanno quindi mostrato

differenze statisticamente significative neltaltivar oggetto di studio (Tab.8).
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Pertanto I'assenza di risultati statisticamentaificativi a livello morfologico tra i
diversi trattamenti potrebbe significare che il genHydrangea non risulterebbe
particolarmente sensibile ad alterazioni nella cosigone della luce, almeno per le

cultivar in osservazione.

H. macrophylla Trattamento Altezza numero Lungh. media | L.A.l. (Leaf
ssp macrophylla reti (cm) internodi internodi (cm) | area indeX
‘White First’ Rosso 76.63 a 10.31 a 7.74 a 3.30a
Nero 87.34 a 11.00 a 7.33a 2.77b
Blu 83.33 a 12.00 a 7.45 a 2.59 b
‘Lemon Wave’ Rosso 53.66 a 9.66 a 5.84 a 1.11a
Nero 55.33 a 12.33 a 547 a 1.91a
Blu 51.22 a 10.66 a 521 a 247 a
‘Zorro’ Rosso 94.33 a 14.00 a 7.58 a 0.87¢c
Nero 89.33 a 14.33 a 6.13 a 1.74 b
Blu 77.00 a 13.12 a 7.25a 3.36a
‘Green Shadow’ Rosso 93.66 a 14.15a 6.41a 1.30b
Nero 81.34 a 12.66 a 6.34a 2.17 ab
Blu 78.66 a 14.66 a 5.60 a 259 a
‘San Baronto’ Rosso 109.00 a 10.66 a 8.70 a 0.85b
Nero 102.12 a 12.33 a 7.69 a 3.63a
Blu 91.14 a 14.00 a 6.41b 3.76 a
‘Alberta’ Rosso 122.66 a 18.33 a 8.39 a 1.48 b
Nero 110.66 a 13.66 a 7.62 a 2.13b
Blu 108.00 a 17.16 a 7.48 a 3.68 a
‘Intermezzo’ Rosso 105.33 a 12.30 a 9.38 a 1.98 b
Nero 93.33 a 9.66 a 8.48 a 2.27b
Blu 86.33 a 14.65 a 7.39 a 3.42a
‘Tricolor’ Rosso 118.33 a 15.33 a 7.58 a 0.67 c
Nero 101.0b 19.33 a 6.23 a 1.40b
Blu 36.00 c 9.04 a 3.48 b 2.15a

Tab. 8. Effetti dei differenti trattamenti sulla fmlogia in piante dHydrangea Differenti lettere
vicino ai valori numerici indicano differenze si§joative P<0.05.

Per H. macrophyllassp. macrophylla‘Lemon Wave’ e ‘Tricolor uniche
cultivar presenti in collezione con foglie variegate, satéti raccolti anche i dati
relativi alla variegatura fogliare. E interessant¢are come la rete rossa induca una
piu ampia variegatura, statisticamente signifiGativ ‘Tricolor’, con il rapporto di
“area non verde’/’area fogliare totale” piu bassutes la rete blu (Fig.25). Le
differenze relative alla variegatura fogliare inethon Wave’ non sono risultate

significative.
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Fig. 25:H. macrophyllassp.macrophyllaTricolor’: effetto dei trattamenti sul LAll{eaf area index
Differenti lettere indicano differenze significativon p = 0.05 (SNK test).

Effetti sull'attivita fisiologica

Dai dati analizzati e riportati in Tab.9, si puses/are come iil. macrophyllassp.
macrophylla’Lemon Wave’, i trattamenti inducono le differenai@ significative tra

| parametri valutati (conduttanza stomatica, coutennterno di CQ e fotosintesi),
fatta eccezione per il tasso di traspirazione.dtadintesi e la conduttanza stomatica
sono significativi inH. macrophyllassp.macrophylla’'San Baronto’ e ‘Intermezzo’,
mentre in ‘Tricolor’ si osservano differenze sigeative nel tasso di traspirazione e
nella conduttanza stomatica. | trattamenti handotio differenze significative sulla
fotosintesi nellecultivar ‘White First’ e ‘Alberta’, e sulla conduttanza statica nelle
cultivar di ‘Zorro’. In ‘Green Shadow’ non si osservano differenze sigaiiie tra i
parametri analizzati.

Dall'analisi dei parametri fisiologici, € possibilaffermare che [l'effetto
indotto dai trattamenti non determina un andameosiante nelle singoleultivar
studiate. Anche in questo caso, I'assenza di asudtatisticamente significativi tra i
diversi trattament,i per i parametri fisiologicisesvati, potrebbe essere imputabile
alle singole cultivar o, come gia riferito, al generklydrangea il quale non

risulterebbe sensibile ad alterazioni nella conpose della luce.
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H. macrophylla Trattamento Ta_sso_di Condutta_mza Contenuto Fotosintesi
ssp macrophylla reti traspirazione stomatica interno CO2
(umol m-2 s-1) | (umol m-2 s-1 (ppm) (pmollgn-z s
‘White First’ Rosso 3.90 a 276.83 a 320.66 a 7.95a
Nero 343 a 252.16 a 327.16 a 5.65 ab
Blu 423 a 275.83 a 329.66 a 4.88 b
‘Lemon Wave’ Rosso 3.8la 939.33 a 332.23 a 242Db
Nero 4.15a 403.00 b 308.66 ab 6.92 a
Blu 3.25a 230.83 b 27183 b 791a
‘Zorro’ Rosso 491 a 44412 b 304.11 a 5.66 a
Nero 7.54 a 226.66 a 307.33 a 7.96 a
Blu 524 a 285.52 a 287.83 a 6.78 a
‘Green Shadow’ Rosso 4.89 a 399.16 a 304.33 a 7.23a
Nero 5.56 a 736.5a 309.83 a 7.02 a
Blu 410 a 233.33 a 296.83 a 5.13a
‘San Baronto’ Rosso 4.57 a 364.32 b 316.16 a 8.05a
Nero 4.87a 359,16 b 3321a 4.83b
Blu 557 a 2555 a 344.33 a 446 b
‘Alberta’ Rosso 3.66 a 208,33 a 342.16 a 231b
Nero 3.03a 162.66 a 314.83 a 4.36 ab
Blu 391a 334.12 a 336.33 a 6.46 a
‘Intermezzo’ Rosso 38la 137.83 b 322.33 a 2.96 b
Nero 4.98 a 358.11 a 328.66 a 5.76a
Blu 3.75a 231.66 ab 309.83 a 7.15a
‘“Tricolor’ Rosso 495 a 658.16 a 334.15a 6.45 a
Nero 3.07b 320.23 b 336.83 a 3.62a
Blu 3.14b 173.12 b 306.66 a 5.08 a

Tab. 9. Effetto dei trattamenti sull’attivita fisomica in piante dHydrangea Differenti lettere
indicano differenze significative con p = 0.05 (Shést).

8.4.VALUTAZIONE SPERIMENTALE DI TECNICHE DI PROPAGAZION E
IN VITRO IDONEE PER LA PRODUZIONE SU LARGA SCALE DI
HYDRANGEA

Per quanto riguarda la valutazione sperimentaleahiche di propagazione
in vitro, dopo aver valutato I'effetto di vari dosaggi e di sterilizzazione, e stato
identificato il trattamento migliore in immersiomkegli espianti in una soluzione di
NaOCI a concentrazione 5% di cloro attivo piu akgocce di Tween20®, per 15’

di immersione, seguita da due lavaggi in acquaeteadistillata.
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Sono state ottenute buone percentuali di steritibne perH. macrophylla
mopheade lacecap group in questo caso la percentuale di sterilizzazipne
elevata, quasi il 100%, é stata raggiunta con ilensle prelevato durante i mesi
estivi dalle diverse varieta testate. Con il maleriprelevato dalle altre specie e in
altri periodi dell’anno, la percentuale di steilzione e risultata variabile: 80% in
ottobre peH. quercifolig 70% in maggio peld paniculatae H. arborescens100%
in aprile peH. heteromalla83% in maggio pelH. anomalassp.petiolarise 25% in
maggio peH. involucrata‘'Yoraku-tama’'.

Nella fase di moltiplicazione € stato confrontateffétto di BA e Kin a
diverse concentrazioni sulla produttivita e sullalia dei nuovi germogli. E stato
osservato che BA, a qualsiasi concentrazione, mdilc miglior tasso di
moltiplicazione (piu di 7 germogli per espianto paese) ed il peso fresco piu
elevato, ma allaumentare della concentrazioneadeltochinina si osserva un
aumento dell'iperidricita dei germogli. L'utilizzdella Kin ha fornito espianti di
ottima qualita, ma il tasso di moltiplicazione éultato molto basso (2.5 germogli
per espianto per mese). Per questa ragione, gkrdsjin fase di moltiplicazione
sono stati allevati su un terreno di coltura bas8 bbn aggiunta di BA alla
concentrazione di 0.25 mg/l, 30 g/l di saccaro3iaq/l agar, pH 5.7 effettuando
subcolture ogni 30 giorni (Fig.26) .
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Fig. 26: Confronto tra BA e Kin a diverse conceniwai (mg/l) per valutare la produttivita e la
qualita dei nuovi germogli: tasso di moltiplicazéoe peso fresco in relazione alle citochinine testa
Differenti lettere indicano differenze significativon p< 0.05 (SNK test).
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Per quanto riguarda la fase di radicazione, dopeanironto tra le auxine
alla stessa concentrazione, il 100% di radicazi@rstato ottenuto in presenza di
NAA, la quale promuove un considerevole numeroadiai per germoglio (circa 8
radici per mese). Anche in questo caso, sono sffdttuate subcolture ogni 30
giorni e il materiale vegetale & stato mantenutocaélla climatica alle stesse

condizioni di crescita del protocollo di moltiplmane (Fig. 27) (Fig. 28).
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Fig. 27: Confronto tra IAA, IBA e NAA alla stessarentrazione (0.5 mg/l): percentuale di
radicazionen vitro in relazione alle diverse auxine testate.
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Fig. 28: Confronto tra IAA, IBA e NAA alla conceatrione 0.5 mg/l: lunghezza e peso fresco delle
radici ottenuten vitro. Differenti lettere indicano differenze signifioat con p< 0.05 (SNK test).
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Ponendo a confronto il materiale ottenuto da prapegein vitro con quello
ottenuto da taleaggio, sono state osservate aldifieeenze. Le piante ottenute dal
vitro, oltre ad essere caratterizzate dalla rapiditapdetesso di propagazione, si
contraddistinguono per la loro uniformita ed omagtn cosi da essere piu
rispondenti alle esigenze dei vivaisti e coltivataroltre la produzione € svincolata
dall’'andamento stagionale poiché eseguita in antbieompletamente condizionato.
Queste piante non riescono a raggiungere la fraritel primo anno di coltivazione,
aspetto che invece caratterizza il materiale prievee da talea, il quale pero non

presenta caratteristiche di uniformita ed omogares primo anno.

8.5. ATTIVITA® DI SELEZIONE DELLE ACCESSIONI PIU
PROMETTENTI DA AVVIARE AD UN FUTURO PROGRAMMA DI
BREEDING

Durante 'estate 2012, sono stati realizzati ualétli 112 incroci e 43 auto-
impollinazioni. Alla fine dell'autunno 2012, le infescenze secche derivate sia da
auto-impollinazione che da incrocio, sono statecode e ripulite in modo da
separare le capsule ottenute dal resto dell'inficeaza (Fig. 29). Per essere sicuri
che fossero seccate completamente, le capsule stateo mantenute in stufa per 4
giorni a circa 30 °C e, dopo conservazione in frigel mese di aprile sono state

seminate.

F

Fig. 29: Semi e capsule semi ottenuti da incrodia @uto-impollinazioni itlydrangea

Sono state raccolte 4805 capsule dalle diverse ic@zibni di incrocio
(Tab.10). Al momento della semina, le capsule awarté i semi sono state seminate
direttamente in seminiere di polistirolo contendetriccio da semina piu perlite e

mantenute in serra.
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Parentale femminile @ Parentale maschile? Totale incroci | Capsule raccolte
H. m. "Zorro' H. m. 'Alberta’ 2 155
H. m. 'White First' 2 131
H. m. 'Lanarth White' 1 256
H. a. 'Annabelle’ 3 350
H.s. 'Preziosa’ H. m. 'Alberta’ 3 54
H. m. 'Intermezzo’ 3 88
H. m. 'White First' 2 127
H. m. 'Green Shadow' 3 166
H. m. 'Intermezzo’ H. s. 'Preziosa’ 3 103
H. m. 'Green Shadow' 3 68
H. m. 'Masja' H. m. 'White First' 4 31
H. m. 'Green Shadow' H. m. 'Lanarth White' 3 63
H. m. 'White First' 3 40
H. m. 'Ayesha’ H. m. 'Lanarth White' 1 96
H. m. 'White First' 2 80
H. a. 'Annabelle’ 1 30
H. m. 'Kardinal' H. m. 'White First' 4 87
H. m. 'Lanarth White' 4 433
H. m. 'Scheenball’ 2 44
H. m. '"White FEirst' H. m. 'Green Shadow' 3 113
H. m. 'First Red' 5 60
H. m. 'Paris' 3 54
H. m. 'Lanarth White' H. m. 'Green Shadow' 2 313
H. m. 'First Red' 4 230
H. m. 'Harlequin’ 5 385
H. m. 'Merveille Sanguineg’ 2 185
H. m. 'Merveille Sanguinea’ H. s. 'Preziosa’ 2 31
H. m. 'Bela' H. s. 'Preziosa’ 2 27
H. m. 'White First' 1 95
H. m. 'Scheenball’ H. m. 'Green Shadow' 3 34
H. m. 'First Red' 3 29
H. s. 'Preziosa’ 1 10
H. m. 'Benxi' H. m. 'First Red' 2 252
H. m. 'Europa’ H. m. 'Endless Summer’ 2 60
H. m. 'Green Shadow' 1 24
H. a. 'Annabelle’ 1 7
H. m. 'Seour Therese' H. m. 'Green Shadow' 2 16
H. m. 'Scheenball’ 2 60
H. m. 'Alberta’ H. m. 'Green Shadow' 3 63
H. m. 'White First' 2 13
H. m. 'Endless Summer’ H. s. 'Preziosa’ 1 20
H. m. 'Paris’ H. m. 'White First' 6 130
H. m. 'First Red' H. s. 'Preziosa’ 1 80
H. a. 'Annabelle’ H. m. 'First Red' 4 112
Totale incroci effettuati 112 4805

Tab. 10. Incroci effettuati durante I'estate 2012.
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Ad oggi il materiale raccolto € in serra in fase girminazione e di
conseguenza i dati relativi alla germinazione @gnisnon sono ancora disponibili.
Successivamente a questa tesi di dottorato, sasdibile valutare oltre alla
percentuale di germinazione, I'effettiva ibridital duovo materiale ottenuto sia da
un punto di vista fenotipico che genetico, e luhza dell’incrocio, cioé la modalita

con cui viene impiegato un parentale rispetto adltro.
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9. CONCLUSIONI

L’applicazione di efficienti tecniche di carattea@&ione morfologica e
molecolare unite a specifiche tecniche agronomicheovative, tecniche di
propagazionén vitro e di miglioramento genetico, possono contribuikalrizzare
le collezioni di germoplasma diydrangeaspp., in particolare quella conservata
presso il CRA-VIV di Pescia oggetto di studio dgilasente ricerca.

L’approccio della ricerca si e rivolto in ogni stiase all’ottenimento di
risultati direttamente fruibili dall’Azienda propente, in accordo con lo spirito dei
progetti del Bando Imprese Florovivaistiche (D.M6I®)07), operando su questa
raccolta di germoplasma, con caratteristiche calitudonee alle condizioni pedo-
climatiche del territorio nazionale, con I'obiettidi approfondire gli aspetti genetici,
fenotipici e colturali per renderla maggiormenter@zzata dal mercato italiano.

Obiettivo iniziale del progetto di dottorato e stajuello di caratterizzare la
collezione di germoplasma Hiydrangeaspp., avvalendosi di marcatori morfologici
e molecolari.

La scelta dei parametri morfometrici per effettubamalisi filogenetica ha
interessato i descrittori maggiormente rappresemntd informativi in relazione alle
specie in esame. Sebbene I'impiego di marcatorifetagici sia discutibile dal
momento che le caratteristiche fenotipiche delbnf@ sono fortemente influenzate
dalle condizioni ambientali, I'approccio morfologicomunque costituisce il primo
passo per la descrizione e la classificazione elehgplasma.

La caratterizzazione molecolare con l'uso di mamcaRAPD non ha
presentato problemi di ripetibilita e, oltre ada¥ssutile per ilfingerprinting delle
cultivar di Hydrangeaspp., ha permesso di chiarire eventuali errodugilicazione o
di etichettatura delle piante della collezione. &stati individuati 7primer in grado
di produrre un elevato numero di poliformismi neofgi elettroforetici del DNA
delle accessioni conservate in collezione.

Dal punto di vista della messa a punto di protocafitegrati di
caratterizzazione filogenetica, si puo affermare ¢hmarcatori morfologici, se
opportunamente adattati al contesto in cui vengapplicati, risultano piuttosto
affidabili e sicuramente economici. In merito ai roeori molecolari, invece, |l
principale vantaggio risiede nel fatto che le aiglbssono essere condotte in ogni

momento della fase vegetativa della pianta, dal emdmche sono svincolate dallo
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stadio di sviluppo della pianta. | dubbi sorti fieterpretazione di alcuni
raggruppamenti potrebbero essere ulteriormenteiastudon I'impiego di altri
marcatori, ad esempio SSR, cosi da approfondinel&zioni esistenti tra alcune
specie risultate poco chiare con i marcatori RAPD.

Relativamente alle prove di coltivazione sotto ktibreggianti di diverso
colore, in generale i parametri morfologici e flsmgici analizzati non hanno
evidenziato i risultati attesi, sulla base di qoanportato in letteratura per altri
generi di ornamentali, non mostrando differenzéissieamente significative nelle
cultivar oggetto di studio. Relativamente ai parametri wlogici, le piante cresciute
sotto la rete blu sono risultate tendenzialmenteglia piu ridotta rispetto alle stesse
cultivar cresciute sotto rete nera o rossa, ma non mostraochunque differenze
statisticamente significative.

L’assenza di risposte statisticamente significatiree i diversi trattamenti
potrebbe essere imputabile altaltivar o al genere stesso, che non risulterebbe
sensibile ad alterazioni nella composizione deltze) ma anche ad una gestione della
pianta (potatura, concimazione, irrigazione) da temet maggiormente a punto.
Risposte analoghe si sono avute per quanto rigudiedelisi dei parametri
fisiologici, con tendenze quasi sempre in linea a@panto atteso, ma senza
differenze significative tra i diversi trattamenti.

Per quanto riguarda la propagaziameitro, € stata confermata la validita del
protocollo di micropropagazione: in tale protocokmno state messe a punto
indicazioni precise per produria vitro elevate quantita di materiale propagato. |
tassi di moltiplicazione e radicazione ottenuticoisultati maggiori rispetto a quelli
descritti in letteratura per altre specieHjidrangea(Abu Dahab, 2007; Sebastian e
Heurser, 1987).

Ulteriori sviluppi del progetto, che & alla basé pleesente lavoro di tesi di
dottorato, potranno essere legati all’ottenimentawbvi individui grazie all'azione
di breeding peraltro gia avviata ed ancora non conclusa. &uow infatti essere
raccolti i dati relativi alla germinazione dei seer gli individui ottenuti, presunti
ibridi, sara successivamente necessaria, in unsadase, una valutazione fenotipica
e genotipica al fine di verificarne [l'effettiva idita e successivamente una
valutazione delle caratteristiche qualitative ctbikttivo di ampliare i campi di

impiego delle nuoveultivar in vista di una loro immissione sul mercato.
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APPENDICE

1) Tavola sinottica del generédydrangea (Classificazione E. McClintock 1957)

GenereHydrangealinnaeus 1753

Sezione 1Hydrangealinnaeus 1753
Sottosezione IHydrangea (Americanae)
Hydrangea arborescerls subsparborescend 753
Hydrangea arborescermibspdiscolor Seringe 1956
Hydrangea arborescergibspradiata (Walter) McClintock 1956
Hydrangea quercifolidBartram 1791
Sottosezione 2Asperae
Hydrangea sikokian®aximowicz 1887
Hydrangea involucrat&iebold & Zuccarini 1839
Hydrangea asper®. Don 1825subspasperal825
Hydrangea asperaubspstrigosa(Rehder) McClintock 1956
Hydrangea asperaubsprobusta(Hooker f. & Thomson) McClintock 1956
HydrangeaasperasubspsargentianaRehder) McClintock 1956
Hydrangea villos&Rehder 1911
Sottosezione alyptranthae
Hydrangea anomal®. Don subspanomalal825
Hydrangea anomalaubsp petiolaris (Siebold & Zuccarini) McClintock 1956
Sottosezione #etalanthe
Hydrangea hirta(Thunberg) Siebold 1828
Hydrangea scaden4.f. ) Seringe subspscadens 830
Hydrangea scadersubspliukiuensis(Nakai) McClintock 1956
Hydrangea scadersibsp chinensigMaximowicz) McClintock 1956
Hydrangea scadersibspkwangtungensi@Vierrill) McClintock 1956
Sottosezione Feteromallae
Hydrangea paniculat&iebold 1829
Hydrangea heteromall®. Don 1825
Sottosezione @vacrophyllae
Hydrangea macrophylléThunberg) Seringe subspacrophyllal830
Hydrangea macrophyllaubsp stylosa(Hooker f. & Thomson) McClintock 1956
Hydrangea macrophyllaubspchungii (Rehder) McClintock 1956

Hydrangeaserrata(Thunberg) Seringe

Sezione 2: CORNIDIA
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Sottosezione IMonosegia (Americanae)
Hydrangea seemanriiiley 1924
Hydrangea asterolasiB®iels 1941
Hydrangea integrifolisHayata 1906
Hydrangea oerstedtBriquet 1919
Hydrangea peruviandoricand 1830
Hydrangea diplostemon@onnell Smith) Standley 1921
Hydrangea presliBriquet 1919
Hydrangea steyermark$tandley 1940
Sottosezione ZPolystegia
Hydrangea serratifoligHooker & Arnott) Philippi f. 1881
Hydrangea tarapotensBriquet 1919
Hydrangea jelskilSzyszylowicz 1895
Hydrangea mathewsBriquet 1919
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2) Elenco dei descrittori morfometrici CPVO-UPOV. | descrittori contraddistinti
dalla lettera QL sono di tipo qualitativo, i destonii contraddistinti dalla lettera QN
sono di tipo quantitativo.

HYDRANGEA descrittori specifici

QL1. Portamento pianta eretto
prostrato
rampicante

QN1. Altezza pianta alla fioritura bassa

(solo per le varieta non rampicanti) media
alta

QN2. Lunghezza foglie corta
media
lunga

QN3. Larghezza foglia stretta
media
ampia

QL2. Colore principale lamina fogliare verde
viola

QL3. Variegatura lamina fogliare assente
presente

QN4. Lucidita pagina superiore lamina fogliare assente
presente

QL4. Forma lamina fogliare circolare
ellittica
ovata

QL5. Forma apice fogliare acuminato
acuto
arrotondato

QL6. Forma base fogliare arrodondata

Acuta
ottusa
cordata

QL7. Lobatura lamina fogliare assente
presente

QNS5. Tipo di incisione lamina fogliare fine
medio
grossolano
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QLS8. Tipo di incisione margine fogliare crenato
serrato
QN6. Diametro infiorescenza piccolo
medio
largo
QN7. Cospicuita fiori fertili non cospicui
cospicui
QL9. Disposizione fiori sterili irregolare
solo per le varietacecap Su una linea

su due o piu linee

QL10. Forma infiorescenza

mophead

lacecap

panicolo

QNB8. Fiori sterili: diametro del calice

piccolo

medio

largo

QL11. Fiori sterili: intensita di colore

debole

medio

forte

QL12. Fiori sterili: tipo

singolo (n° dei sepali da 3 a 6)

doppio (n° dei sepali > 6)

QL13. Fiori sterli: sovrapposizione

assente

presente

QNO9. Fiori sterli: grado di sovrapposizione

assente

debole

medio

forte

molto forte

QN10. Fiori sterli: incisione margine

assente su tutti i sepali

presente su alcuni

presente su tutti i sepali

QL14. Fiori sterli: tipo di incisione

crenato

serrato

QL15. Fiori fertili: intensita colorazione

debole

medio

forte

QL16. Intensita colorazione antere

debole

medio
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forte

QN11. Epoca di fioritura precoce
medio
tardivo

105



3) Protocollo di estrazione DNA Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek-

Germany)

Polverizzare 60 mg di materiale vegetale di padenan azoto liquido,
trasferirlo in eppendorf da 1.5 ml ed aggiungere g0di Lysis Buffer P e 20
ul di proteinasi K, quindi vortexare.

Incubare la miscela per 30’ a 65 °C e trasferifdesdto sulle colonnette con
filtro; centrifugare per 1’ a 12.000 rpm e rimuowde colonnette.

Se e necessario eliminare 'RNA, aggiungere ad agmpione 40 ul di
RNasi A (10 mg/ml), vortexare ed incubare a temjpeasambiente per 5'.
Aggiungere 200 pl del Binding Buffer P e vortexaoceuratamente.
Sistemare le colonnette (Spin Filter) in nuove eploef da 2 ml, trasferirvi i
campioni ed incubare per 1’, quindi centrifugar@1'2.000 rpm; eliminare |l
filtrato e riposizionare la colonnetta nell’epperfdo

Aggiungere 550 ul di Wash Buffer | e centrifugarer @’ a 12.000 rpm;
eliminare il filtrato e riposizionare la colonnettall’eppendorf.

Aggiungere 550 pl di Wash Buffer Il e centrifuggrer 1’ a 12.000 rpm;
eliminare il filtrato, posizionare nuovamente ldarmette nelle eppendorf e
ripetere nuovamente il lavaggio

Eliminare il filtrato e centrifugare per 2’ a 12M0pm (per rimuovere
eventuali residui di etanolo).

Posizionare le colonnette in eppendorf da 1.5 mheggiungere 100 pl di
Eluition Buffer D; incubare per 3’ a temperaturakaemte e centrifugare per
1" a 10.000 rpm.
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