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MICROPROPAGAZIONE DI POPOLAZIONI ENDEMICHE
DI GENZIANA MAGGIORE DEL FRIULI VENEZIA GIULIA

Alberto Bertolini, Angelo Vianello'

1. Introduzione

1.1 La micropropagazione

La micropropagazione ¢ una moderna tecnica di propagazione vegetativa, ba-
sata sulla capacita di diversi organi, tessuti o cellule di dare origine a nuove
piante. Questa tecnica porta all’ottenimento di cloni di piante in modo molto
piu rapido rispetto alle normali tecniche di propagazione agamica (talea, mar-
gotta ecc.). Lobiettivo di tale metodologia ¢ di ottenere in tempi brevi e a co-
sti contenuti un elevato numero di piantine, genotipicamente identiche alla
pianta di partenza (pianta madre), precedentemente selezionata per caratteri-
stiche produttive di pregio.

I vantaggi della micropropagazione sono numerosi, come per esempio: la
scarsa esigenza di spazio per avviare una coltura cellulare; la possibilita di va-
riare i nutrienti forniti alla pianta e, quindi, di regolarne lo sviluppo; la possi-
bilita di produrre diversi cloni di specie la cui propagazione vegetativa risulta
lenta e difficoltosa; I’indipendenza della produzione dal ciclo stagionale; la
possibilita di conservare per lungo tempo il materiale propagato; infine, non
trascurabili sono i netti vantaggi economici. Tuttavia, vi sono anche diversi
svantaggi, alcuni molto significativi, tra cui la necessita di personale specia-
lizzato e conoscenze tecniche, indispensabili per avviare una coltura cellula-
re. Altri appaiono di piu facile risoluzione, come la difficolta nella fase di ac-
climatazione delle plantule micropropagate, il controllo di possibili contami-
nazioni e le variazioni genetiche spontanee che il materiale puo subire duran-
te la fase di callogenesi.

I primi tentativi di realizzare colture di tessuti vegetali in vitro risalgono al
1902, quando il tedesco Haberlandt realizzo esperimenti volti a dimostrare la
possibilita di coltivare cellule, tessuti e organi di piante a prescindere dall’in-
tero organismo. Il presupposto di questi studi era la totipotenza cellulare, in-
tesa come capacita di una singola cellula di dividersi e differenziarsi produ-
cendo tutti i tessuti appartenenti a un dato organismo, compresi i tessuti ex-
traembrionali.

! Dipartimento di Biologia e Protezione delle Piante, Sezione di Biologia Vegetale, Universita
degli Studi di Udine.

35



Alberto Bertolini, Angelo Vianello

Lo sviluppo di queste tecniche subi una notevole accelerazione con la scoper-
ta di due categorie di fitormoni: le auxine e le citochinine. Il ruolo di auxine
e citochinine fu evidenziato da Skoog e Miller nel 1957, i quali osservarono
che una forte concentrazione di auxine nel terreno di coltura promuoveva la
formazione di radici nella pianta, mentre la presenza di citochinine dava ori-
gine a gemme. Grazie a successive ricerche si noto che, se si realizzava un
equilibrio fra le concentrazioni di auxine e citochinine, le cellule messe in col-
tura crescevano sottoforma di un ammasso disorganizzato, denominato callo.
Quest’ultimo ¢ un tessuto in grado di proliferare continuamente, dando origi-
ne a una massa istologica di forma irregolare, le cui cellule sono del tutto in-
differenziate e capaci di moltiplicarsi spontaneamente. Questa condizione puo
essere mantenuta pit 0 meno indefinitamente, se si effettuano regolarmente
trasferimenti su terreno fresco.

Teoricamente ogni tessuto prelevato dalla pianta ¢ capace di proliferare per
formare un callo, ma la formazione di quest’ultimo dipende da numerosi fat-
tori, fra cui I’eta del tessuto e il grado di differenziazione cellulare. Di conse-
guenza diventa di primaria importanza, per 1’allestimento di una coltura tissu-
tale, la scelta di un adeguato espianto parentale.

Ulteriori progressi nella conoscenza delle tecniche di micropropagazione si
ottennero con la messa a punto di terreni nutritivi sempre pitt complessi, fino
ad arrivare alla formulazione di un terreno chimicamente definito, adottato
poi nella maggioranza degli esperimenti su colture cellulari (Murashige and
Skoog, 1962).

La capacita delle cellule di formare un tessuto calloso ¢ di fondamentale im-
portanza; infatti, dallo stadio di callo ¢ possibile rigenerare un’intera pianta,
genotipicamente identica alla madre, grazie alle tecniche dell’organogenesi e
dell’embriogenesi somatica.

1.2 L’organogenesi come tecnica di micropropagazione

Lorganogenesi ¢ una tecnica che si basa sulla produzione di organi diretta-
mente da un tessuto calloso o a partire da tessuti vegetali quali meristemi api-
cali, gemme ascellari o segmenti internodali che, posti sul terreno di coltura,
crescono e generano direttamente nuovi organi (radici o gemme).

11 tessuto ¢ mantenuto sul terreno d’induzione, da cui si formeranno uno o piu
germogli; segue la fase di radicazione in vitro o ex vitro ¢ il successivo trasfe-
rimento delle plantule in vivo, in condizioni naturali di crescita.

Il terreno utilizzato per la fase di moltiplicazione deve essere addizionato con
elevate concentrazioni di citochinine (per esempio, benzilamminopurina) e
basse concentrazioni di auxine (ad esempio acido indolacetico). Le auxine
svolgono il ruolo di favorire 1’allungamento delle gemme neoformate. Questi
fitoregolatori, inoltre, assicurano lo sviluppo dei tessuti e la conseguente cre-
scita di organi vegetativi specifici. L obiettivo di questa fase ¢ aumentare il nu-
mero di propaguli da far poi radicare allo stadio di plantule. Per ottenere que-
sto risultato si rende necessario trasferire tutte le nuove gemme che si forma-
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no su terreni freschi, affinché vi sia la massima disponibilita di nutrienti e un
aumento nel numero di plantule in coltura in grado di generare piante intere.
Il momento piu delicato dell’intero processo di organogenesi ¢ costituito
dalla fase di radicazione e, successivamente, di acclimatazione. Il materiale
vegetale ottenuto ¢ incapace di sviluppare 1’apparato radicale e deve percid
essere trasferito su un terreno con alte concentrazioni di auxine per favorire
la crescita delle radici. Questo processo puo risultare particolarmente deli-
cato per la pianta, in quanto puo causarne addirittura la morte. Se queste fa-
si hanno avuto esito positivo, si puo procedere all’acclimatazione in am-
biente naturale.

1.3 L’embriogenesi somatica come tecnica di micropropagazione

Durante il corso dell’evoluzione, diverse specie di piante hanno sviluppato va-
ri metodi di embriogenesi asessuale, fra cui I’embriogenesi somatica, al fine
di superare fattori ambientali e genetici che ne impedivano la riproduzione
sessuale. Tale tecnica puo essere definita come un processo attraverso cui le
cellule somatiche danno origine a embrioni. Gli embrioni somatici hanno una
forte somiglianza morfologica con quelli zigotici: sono bipolari e presentano
1 tipici organi presenti nell’embrione stesso; tuttavia, si sviluppano in manie-
ra diversa. [’embriogenesi somatica in condizioni naturali avviene molto rara-
mente, di solito negli ovuli (per esempio Paeonia) e ancor piu raramente nel-
le foglie (per esempio Asplenium). Fin dalla prima osservazione della presen-
za di embrioni somatici in sospensioni cellulari di Daucus carota, 1’embrio-
genesi somatica si ¢ rivelata come una grande potenzialita per numerose col-
ture cellulari vegetali, tanto che in questi ultimi quarant’anni questa tecnica ¢
stata descritta per un gran numero di specie di piante.

Gli embrioni somatici possono svilupparsi da una singola cellula o da un
gruppo di cellule. Le successive divisioni cellulari portano alla produzione di
un gruppo di cellule che originano una struttura organizzata, detta embrione
globulare (globular embryo). Successivi accrescimenti portano a un embrione
a forma di cuore (heart-stage embryo) e all’embrione a siluro (forpedo-stage
embryo), da cui la pianta puo essere rigenerata.

Lembriogenesi somatica si articola in quattro fasi (fig. 1):

Induzione di una coltura embriogenica. La micropropagazione per embrioge-
nesi somatica segue le fasi generali di tutti i processi di rigenerazione. Par-
tendo, quindi, dalla scelta della pianta madre che deve possedere caratteristi-
che di interesse, si passa poi a definire le procedure per la realizzazione di una
coltura in sterilita. La regressione delle cellule allo stadio indifferenziato (cal-
logenico) avviene attraverso 1’utilizzo di terreni addizionati con auxine e cito-
chinine.

Proliferazione. Una volta che le cellule embriogeniche si sono formate, esse
continuano a svilupparsi sottoforma di masse con caratteristiche proembrio-
geniche (pro-embryogenic masses, PEM). Le auxine sono necessarie per la
formazione di PEM, tuttavia inibiscono lo sviluppo di questo aggregato verso
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Fig. 1. Sviluppo dell’embrio-
genesi somatica in Gentiana
kurroo Royle. (A) Stadio glo-
bulare degli embrioni. (B)
Lembrione presenta lo svi-
luppo cotiledonare. (C) Lap-
parato radicale e i cotiledoni
sono sviluppati. (D) La plan-
tula ha foglie e radici ben for-
mate (adattata da Rybczynski
et al., 2007).

la formazione di embrioni veri e propri. E utile sottolineare che tanto piu le
cellule sono mantenute sottoforma di PEM, tanto maggiore sara la possibilita
che esse vadano incontro a variazioni genetiche somaclonali spontanee. Per-
tanto, gia dopo pochi giorni, ¢ indispensabile trasferirle su terreni privi di fi-
toregolatori della crescita, come le auxine.

Maturazione. Durante la fase di maturazione gli embrioni somatici attraversa-
no cambiamenti morfologici e biochimici responsabili dello sviluppo degli or-
gani cellulari e dei cotiledoni. Tali cambiamenti avvengono in concomitanza
con la deposizione di sostanze di riserva, con I’inibizione della germinazione
e con I’acquisizione della tolleranza all’essiccazione (Thomas, 1993). La ma-
turazione degli embrioni termina generalmente con un essiccamento che com-
porta una riduzione graduale delle attivita metaboliche. Nel momento in cui le
condizioni di concentrazione idrica divengono favorevoli, si ha il passaggio
dalla fase di maturazione a quella di germinazione.

Germinazione e rigenerazione delle piante. I’ embriogenesi somatica ¢ un pro-
cesso molto complesso in cui la qualita dei prodotti finali dipende dalla bonta
dei trattamenti per la formazione e la germinazione degli embrioni. Solamen-
te gli embrioni che hanno accumulato sufficienti sostanze di riserva e acqui-
sito la tolleranza all’essiccazione (al termine della maturazione), possono svi-
lupparsi e diventare piante normali.

1.4 La micropropagazione di Gentiana sp.

Le ricerche sulla micropropagazione del genere Gentiana hanno seguito di-
versi protocolli, nessuno dei quali si ¢ rivelato migliore sotto 1’aspetto della
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semplicita di utilizzo e dell’economicita, oppure nel fornire la maggior ga-
ranzia di risultati. La tecnica piu diffusa per la rigenerazione di Gentiana ¢ si-
curamente [’organogenesi (Skrzypczak et al., 1993; Mikuta e Rybczynski,
1999; Mom¢ilovic et al., 2001). Infatti, sono stati messi a punto vari protocolli
per lo sviluppo di questa tecnica, in particolar modo sulle seguenti specie:
Gentiana acaulis L., Gentiana cerina L., Gentiana corymbifera L., Gentiana
cruciata L., Gentiana davidii Franch., Gentiana kurroo Royle, Gentiana lutea
L., Gentiana perfoliata L., Gentiana punctata L., Gentiana purpurea L., Gen-
tiana scabra L. e Gentiana triflora L.

Finora la genziana ¢ stata rigenerata per organogenesi da espianti di foglie
(Hosokawa et al., 1996), germogli (Sharma et al., 1993; Hosokawa et al.,
1996; Momcilovic et al., 1997), radici (Hosokawa et al., 1996), gemme (Ya-
mada ef al., 1991), gemme ascellari (Morgan et al., 1997), meristemi apicali
(Sharma et al., 1993) e semi germinati (Butiuc-Keul ez al., 2005).

Le conoscenze riguardo I’embriogenesi somatica della famiglia delle Gentia-
naceae, che conta piu di 360 specie (Mikuta et al., 2001), si riducono a studi
su poche specie quali: Gentiana crassicaulis L., Gentiana cruciata L., Gen-
tiana kurroo Royle, Gentiana pannonica L., Gentiana pneumonanthe L, Gen-
tiana punctata L., Gentiana tibetica L. Nel 1994 Bach et al. hanno rigenera-
to, via embriogenesi somatica, plantule di Gentiana pneumonanthe, a cui so-
no seguiti studi sull’embriogenesi di Gentiana cruciata L., Gentiana panno-
nica Scop. ¢ Gentiana tibetica King che hanno dimostrato i vantaggi di una
rigenerazione efficace e a lungo termine (Mikuta e Rybczynski, 2001; Miku-
ta et al., 2001; Mikuta et al., 2002).

Tuttavia, 1 lavori concernenti le tecniche di micropropagazione della Gentia-
na lutea sono in numero esiguo (4 su un totale di piu di 60 articoli analizza-
ti). Per tale ragione questo progetto di ricerca ha previsto la sperimentazione
di tecniche di micropropagazione su popolazioni di Gentiana lutea endemiche
del Friuli Venezia Giulia, al fine di definire un protocollo di propagazione in
vitro. Tale analisi poi potra condurre a successivi studi sulla criopreservazio-
ne di un pool genetico proveniente da popolazioni endemiche di tale specie e,
inoltre, potra servire a sviluppare una piattaforma per la produzione di meta-
boliti secondari in grandi quantita attraverso 1’utilizzo dei bioreattori.

2. Materiali, metodi e risultati

2.1 Ottenimento degli espianti primari

Le popolazioni di Gentiana lutea sono state identificate sulla base delle infor-
mazioni fornite dalle Stazioni forestali locali. I semi sono stati localizzati in
luoghi in cui questa specie era presente con popolazioni piu consistenti e si-
gnificative, individuando complessivamente otto aree di crescita, ad ognuna
delle quali ¢ stato assegnato un nome ed una classe di distribuzione dell’area-
le. Fra queste otto classi sono state individuate cinque popolazioni (indicate in
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Tab. 1. Lista dei diversi lotti di semi di Gentiana lutea, ordinati secondo la localita e la data di
raccolta.

Specie Localita di raccolta  Nome del lotto di semi  Data di raccolta
Gentiana lutea monte Flagjel Flagjel 05/09/2006
ssp. Symphyandra

Gentiana lutea mezzomonte Mezzomonte 05/09/2006
ssp. Symphyandra di Piancavallo

Gentiana lutea monte Valinis Valinis 07/09/2006

ssp. Symphyandra

Gentiana lutea monte Cuarnan Cuarnan 14/09/2006
ssp. Symphyandra

Gentiana lutea Raccolto da piante Baviera 14/08/2006
ssp. Lutea nate in coltivazione in Baviera

tab. 1), i cui semi sono serviti per I’ottenimento degli espianti primari. I semi
sono stati divisi in lotti da 1000 ed ¢ stato indispensabile lavorare in condi-
zioni di sterilita al fine di evitare la proliferazione di batteri o funghi per ga-
rantire il buon esito dell’esperimento.

La sterilizzazione del materiale vegetale ¢ stata ottenuta procedendo come
segue: una prima fase di risciacquo con acqua sterile ¢ stata effettuata per
rimuovere i residui di polvere e di materiale vegetale grossolano estraneo;
in seguito si ¢ preparata una soluzione di etanolo al 70% nella quale sono
stati immersi i semi per 2 minuti; si ¢ poi proceduto con una seconda fase
di risciacquo con acqua sterile, ed a un lavaggio del materiale vegetale in
una soluzione di sodio ipoclorito (5%) per 15 minuti; infine si sono effet-
tuati 3 risciacqui consecutivi lasciando in ammollo 1 semi per 5 minuti in
acqua sterile.

E necessario sottolineare che questo procedimento di sterilizzazione & poco
dannoso per la germinabilita del seme. Per il lotto di semi Flagjel, invece, si
¢ utilizzata una soluzione 0,1% di HgCl, (ipoclorito di mercurio), al posto del-
la soluzione di candeggina. Questo trattamento, seppur dannoso per il seme (il
mercurio ¢ un metallo molto tossico per I’uomo e le piante) si ¢ rivelato estre-
mamente efficace nella sterilizzazione, sebbene sia da evitare nel caso si stia
trattando materiale vegetale destinato ad uso alimentare.

Dopo la sterilizzazione, i semi sono stati disposti in gruppi di 20 in piastra Pe-
tri e numerati per seguirne lo sviluppo. Sono stati effettuati controlli con ca-
denza settimanale, per eliminare le piastre completamente contaminate, per
trasferire 1 semi sani di piastre contaminate in piastre sterili e per valutare i
tempi e modi di sviluppo dei cotiledoni, degli ipocotili e delle radici, oltreché
per stabilire il tasso di germinabilitd. Un valore di germinazione dei semi con-
siderevole era, infatti, indispensabile per ottenere una quantita sufficiente di
materiale vegetale (espianti primari), necessario per il prosieguo dell’esperi-
mento. I dati relativi alla germinazione, riportati nel grafico 1, si riferiscono
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Graf. 1. Percentuale di germinazione dei 5 lotti di semi di Gentiana lutea dopo 35 giorni di col-
tivazione sul terreno MS.

alla media delle percentuali di semi germinati dopo 35 giorni, durante le due
ripetizioni dell’esperimento.

I lotti che hanno dato i risultati migliori sono stati: Cuarnan con il 72% di se-
mi germinati, Valinis con il 58%; Baviera con il 48% e Mezzomonte con il
43%:; 1 semi del lotto Flagjel hanno espresso la peggior capacita di germina-
zione (17%).

2.2 Induzione dell ’organogenesi

In seguito alla germinazione graduale dei semi in condizioni sterili (fig. 2 A,
B, C), le plantule sono state divise in 3 tipi di espianti primari: cotiledoni, ipo-
cotili e radici. E stata poi osservata la capacita degli espianti primari di svi-
lupparsi tramite organogenesi: i dati sono stati riassunti in tabella 2. Le valu-
tazioni sono state eseguite ad intervalli di 20 e 45 giorni dopo la messa a col-
tura. Nella maggior parte dei lotti in esame e negli espianti primari analizza-
ti, ¢ possibile notare un incremento nella capacita di sviluppo dell’organoge-
nesi col passare del tempo. Lo sviluppo ¢ avvenuto nella maggior parte dei ca-
si durante gli ultimi 25 giorni, tranne che per i cotiledoni del lotto Flagjel e
gli ipocotili Baviera.

I valori di sviluppo dell’organogenesi ottenuti dai 3 differenti espianti prima-
11, analizzati dopo 45 giorni, sono espressi nell’istogramma del grafico 2. Nel
lotto Baviera, i segmenti piu reattivi sono stati i cotiledoni, di cui il 40% de-
gli espianti ha reagito positivamente al terreno.
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Fig. 2. Sviluppo di un seme del lotto Cuarnan attraverso le fasi di germinazione e di sviluppo
dell’organogenesi. (A) Il seme dopo 6 giorni emette 1’apice della radichetta. (B) Dopo 10 gior-
ni la radichetta ¢ ormai formata, ma i cotiledoni sono ancora racchiusi dal tegumento. (C) Dopo
15 giorni i cotiledoni si sono aperti rompendo il tegumento che li circondava. (D) I cotiledoni
sono stati trasferiti sul terreno di coltura per I’induzione dell’organogenesi e la conseguente for-
mazione di nuovi germogli. La risposta al trasferimento ¢ ancora scarsa (25 giorni dopo la mes-
sa a dimora). (E-F) Dopo 45 giorni si sono sviluppati i nuovi germogli.

11 valore piu elevato lo si € ottenuto con i cotiledoni del lotto Cuarnan in cui
I’organogenesi ¢ stata indotta nel 66% dei casi, mentre solamente il 14% de-
gli ipocotili ha fornito reazioni positive. La formazione dei nuovi germogli a
partire dai cotiledoni del lotto Cuarnan si puo osservare nella figura 2 (D, E,
F). All’interno del lotto Flagjel solamente i segmenti della radice hanno di-
mostrato capacita di sviluppo per quanto riguarda 1’organogenesi.

I risultati pit negativi sono stati ottenuti con il lotto Mezzomonte, in cui si so-
no riscontrati valori di sviluppo dell’organogenesi dello 0% nelle radici e
dell’11,1% e del 14,3%, rispettivamente negli ipocotili e nei cotiledoni.

Tab. 2. Confronto tra le capacita di induzione dell’organogenesi con riferimento ai differenti lot-
ti e agli espianti primari (cotiledoni, ipocotili e radici). Le valutazioni sono state effettuate dopo
20 e 45 giorni e i dati sono espressi in percentuale.

Espianti vegetali

Lotto di semi Radici Ipocotili Cotiledoni
Periodo di valutazione

20 gg. 45 gg. 20 gg. 45 gg. 20 gg. 45 gg.
Baviera 0,0 14,0 16,6 16,6 20,0 40,0
Mezzomonte 0,0 0,0 0,0 11,1 14,3 14,3
Cuarnan 0,0 25,0 0,0 14,0 22,0 66,0
Flagjel 0,0 0,0 0,0 0,0 12,5 12,5
Valinis 0,0 14,0 0,0 16,6 20,0 40,0
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Graf. 2. Confronto fra le capacita di risposta dei 5 lotti di Gentiana lutea e degli espianti al ter-
reno d’induzione dell’attivita organogenica.

2.3 Induzione dell’ embriogenesi somatica

Cosi come descritto per la sezione riguardante 1’organogenesi, i semi germi-
nati sono stati divisi in tre espianti primari (radici, ipocotili e cotiledoni) e po-
sti sul terreno d’induzione dell’embriogenesi somatica.

Gli espianti primari sono stati sottoposti a valutazione riguardo ’induzione
dell’attivita embriogenica i cui risultati sono espressi in tabella 3. Le valu-
tazioni sono state effettuate dopo 20 e 45 giorni dalla messa a dimora sul
terreno.

Tab. 3. Confronto tra le capacita di induzione dell’embriogenesi con riferimento ai differenti lot-
ti di semi e agli espianti primari (cotiledoni, ipocotili e radici). I dati sono espressi in percen-
tuale.

Espianti vegetali

Lotto di semi Radici ‘ Ipocotili Cotiledoni
Periodo di valutazione

20 gg. 45 gg. 20 gg. 45 gg. 20 gg. 45 gg.
Baviera 68,9 100,0 31,6 66,1 53,5 78,5
Mezzomonte 36,4 36,4 42,6 42,6 13,8 333
Cuarnan 47,3 78,5 10,0 37,1 18,3 43,6
Flagjel 66,7 66,7 66,9 100,0 50,0 50,0
Valinis 47,2 91,6 39,3 59,3 25,6 39,3
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Lo sviluppo embriogenico piul pronunciato fra i vari segmenti vegetali ¢ stato otte-
nuto con le radici, in particolar modo quelle del lotto Baviera (valore medio fra le
due valutazioni di 84,4%) e Flagjel (valore medio di 66,7%). I risultati peggiori so-
no stati ottenuti con il lotto Mezzomonte (valore medio di 36,4%). E interessante
notare che solo in due casi si sia ottenuto il 100% di sviluppo embriogenico, e cio¢
negli ipocotili del lotto Flagjel e nelle radici del lotto Baviera, gli stessi lotti che pe-
raltro hanno fornito i risultati piu elevati nella risposta da parte dei cotiledoni, sen-
za pero raggiungere la totalita di riscontri positivi.

Generalmente gli espianti hanno indicato uno sviluppo di strutture riconduci-
bili all’attivita embriogenica (come descritto da Mikuta et al., 2005) in ma-
niera proporzionale al passare del tempo. Questo ¢ il caso di Baviera, in cui si
¢ notato un raddoppio nei segmenti vegetali degli ipocotili che hanno risposto
positivamente dopo 20 e 45 giorni (si ¢ passati dal 31,6% al 66,1%), e di
Cuarnan, che ha quasi raddoppiato la percentuale di risposta delle radici (pas-
sando dal 47,3% al 78,5%).

Lo sviluppo complessivo di maggior entita riguarda il lotto Baviera, seguito
da quello del lotto Flagjel, che in tutti i segmenti vegetali ha fornito percen-
tuali di sviluppo superiori al 50%. Questi dati sono illustrati nell’istogramma
del grafico 3.

11 lotto Mezzomonte ha esibito uno sviluppo pressoché identico in radici, ipo-
cotili e cotiledoni, seppur in percentuali piuttosto limitate (30-40%). Analiz-
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Graf. 3. Percentuale di risposta dei 5 lotti e degli espianti al terreno di induzione dell’attivita em-
briogenica.
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zando ’intero campione, i segmenti
vegetali che hanno fornito risultati
migliori sono stati le radici, poi gli
ipocotili e infine i cotiledoni.

Le tre parti della plantula che sono
state poste sul terreno di coltura sono
illustrate nella figura 3 (dal basso
verso I’alto: radice, ipocotile e cotile-
done). La foto ¢ stata scattata dopo 25
giorni dalla messa a coltura. La radi-
ce e I'ipocotile (fig. 3, C e B) hanno
perso la loro conformazione e consi-
stenza originaria, evolvendo verso un
colore giallo-arancio, assumendo una
consistenza granulosa e aumentando
di superficie. I due cotiledoni (fig. 3,
A) non hanno subito grandi modifi-
cazioni, mentre la parte apicale fra i
cotiledoni ha cambiato colore diven-
tando giallognola e gonfiandosi.

La figura 4 descrive lo sviluppo tem-
porale di un seme proveniente dalla

Fig. 3. Reazione di differenti espianti (radici,
ipocotile e cotiledoni) del lotto Baviera duran-
te la permanenza sul terreno d’induzione del-
I’embriogenesi somatica. (A) i due cotiledoni,
(B) I'ipocotile, (C) la radice.

Fig. 4. Sviluppo temporale di un seme del lotto Jalinis posto su terreno di germinazione e successi-
vamente su quello per lo sviluppo dell’embriogenesi somatica. (A) Il seme dopo 5 giorni emette la
radichetta. Si puo notare la distinzione fra radice e ipocotile. I cotiledoni sono ancora chiusi dentro
il tegumento. (B) La radice si allunga e la linea che demarca I’ipocotile dalla radice si fa piu evi-
dente, ma dopo 8 giorni i due cotiledoni sono ancora racchiusi dal tegumento del seme. (C) Dopo
10 giorni i cotiledoni si stanno aprendo. (D) Dopo 20 giorni, la radice viene isolata dall’ipocotile e
dai cotiledoni e messa a dimora sul terreno per lo sviluppo dell’embriogenesi somatica. Dopo una
settimana si osserva un colore ambrato e un rigonfiamento. (E) Dopo 35 giorni la radice ha perso la
sua forma e colore originali. (F) Dopo 45 giorni si nota uno sviluppo piu regolare, con la tendenza
alla formazione di aggregati di cellule proembriogeniche di forma tubulare.
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Graf. 4. Confronto fra le capacita di risposta dei 5 lotti di Gentiana lutea al terreno di induzio-
ne dell’attivita embriogenica.

localita di raccolta Valinis nel terreno di germinazione, seguito dal periodo
d’induzione dell’embriogenesi somatica.

Le medie delle percentuali d’induzione dell’organogenesi in ciascun lotto dei
tre espianti primari analizzati sono riportate nel grafico 4. La medie piu alte
sono quelle del lotto Baviera (82%) e dei lotti Flagjel (72%) e Valinis (63%).
Le medie piu basse sono quelle di Cuarnan (53%) e di Mezzomonte (37%).
Le medie delle percentuali d’induzione dell’organogenesi fra i lotti analizzati
sono invece presentate nel grafico 5. Il valore piu alto di sviluppo dell’orga-
nogenesi ¢ fornito dalle radici (74,6%), seguito dagli ipocotili (61%) e dai co-
tiledoni (49%).

3. Conclusioni

Lanalisi delle fonti bibliografiche ha suggerito la possibilita di ricorrere alla
micropropagazione per ottenere plantule di genziana, in particolare di Gen-
tiana lutea L., le cui popolazioni in Friuli Venezia Giulia, data la loro drasti-
ca riduzione, richiedono programmi di reintroduzione nell’habitat di origine.
A tal fine si ¢ ricorsi sia all’organogenesi, sia all’embriogenesi somatica co-
me potenziali metodologie da impiegare per generare plantule su larga scala,
partendo da ecotipi provenienti da cinque localita della Regione.
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Graf. 5. Confronto fra le capacita di risposta degli espianti di Gentiana lutea al terreno di indu-
zione dell’attivita embriogenica.

Al momento, tra le due tecniche utilizzate, I’organogenesi sembra presentare
maggiori potenzialita di successo rispetto all’embriogenesi somatica. Essa ri-
sulta di piu facile applicazione, soprattutto in relazione al suo impiego per fi-
ni vivaistico-commerciali. E stato, infatti, possibile sviluppare un protocollo
di facile applicazione per I’ottenimento di plantule sane da utilizzare succes-
sivamente in pieno campo.

Lembriogenesi somatica di Gentiana lutea ha, cido nonostante, rivelato altre
potenziali applicazioni. Questa tecnica si ¢ dimostrata efficace nella fase di
formazione del tessuto calloso per tutti i lotti di semi saggiati. Tali risultati po-
tranno cosi essere utilizzati per successivi studi sia sulla criopreservazione
delle specie provenienti da popolazioni autoctone, sia per sviluppare una piat-
taforma per la produzione di metaboliti secondari in grandi quantita, attraver-
so 'utilizzo di bioreattori.
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