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Riassunto. Piante delle cultivar Hayward, Abbott, Bruno e Monty ottenute da talea e da micropropagazione sono state messe a dimora nel 1981 al fine di confrontarne le caratteristiche vegeto-produttive. Nei primi anni le piante micropropagate mostrarono caratteri un po’ differenti rispetto alle piante standard, inizialmente attribuiti ad un recupero di giovanilità tipico del materiale proveniente da vitro; una volta in produzione, però, molte di esse mantennero e mantengono tuttora, dopo 25 anni, alcune peculiarità morfologiche dei frutti, fra cui una accentuata tomentosità, che le distinguono dalle varietà di riferimento. Tutte le piante micropropagate presentano inoltre un’accentuata precocità di fioritura rispetto alle piante da talea. Mentre le caratteristiche fenologiche  delle piante e i parametri biometrici di fiori e frutti consentono una netta discriminazione tra le cultivar standard, non sono altrettanto significativi nell’indicare l’appartenenza delle piante micropropagate ad un genotipo piuttosto che ad un altro. Solo un’analisi molecolare potrà probabilmente accertare la natura delle variazioni somaclonali  riscontrate.  . 
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VARIABILITY OF MICROPROPAGATED PLANTS OF ACTINIDIA DELICIOSA

Abstract. Plants of the cvs Hayward, Abbott, Bruno and Monty were propagated both by cutting and by in vitro micropropagation, aiming at evaluating the consistency of the vegetative and productive characteristics. In the first years, micropropagated plants showed some differences as compared to standard plants, initially attributed to the juvenility of the material from in vitro culture. However, many of these plants are still showing, after 25 years, some peculiarity in fruit morphology, such as enhanced hairiness, which makes them different from the reference cvs. The aim of this work was to find the parameters for the identification of the standard cvs, in order to be able to distinguish plants and fruit which show anomalies. Vegetative and productive characteristics were recorded in the field, while physical and chemical analyses of fruit were performed both at harvest and after cold storage. Flower biometric and plant phenological parameters were studied: a clear discrimination between standard cvs was possible on these characters, on the contrary the same characters were not reliable to discriminate the genotype of micropropagated plants. Often the micropropagated plant show intermediate characters as compared to original cvs, and all of them show earlier flowering. Such anomalies could be attributed to somaclonal variation occurred during micropropagation and in particular to epigenetic phenomena. A definite answer could perhaps be given by molecular analysis. 
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Introduzione

La micropropagazione è una tecnica che consente di soddisfare la crescente richiesta di piante nel caso di colture in forte espansione, per le quali il vivaismo tradizionale non riesce a garantire un adeguato approvvigionamento, al fine di far fronte ai nuovi impianti. Fu soprattutto questo il motivo per cui, a partire dagli anni ’80,  si verificò in Italia un crescente interesse per la micropropagazione come tecnica di propagazione massale dell’Actinidia (Rosati e De Paoli, 1993; Ríordáin, 2000). Le osservazioni in campo sulle piante micropropagate sono state concordi nel rilevare maggior vigore vegetativo nelle piante da vitro rispetto a quelle ottenute con metodi tradizionali (Monastra e Testoni, 1992;  Loreti al.,1992;  Xiloyannis et al., 1997). Frequenti anche i fenomeni di giovanilità riferibili a pigmentazioni anomale della vegetazione, ad aumentata tomentosità delle foglie o a ritardo dell’entrata in produzione (Minguzzi, 1990; Sansavini, 1989; Monastra e Testoni, l.c.). Un po’ più contraddittori i risultati della sperimentazione relativa  alla produttività e alla qualità dei frutti (Xiloyannis et al., 1997;  Monastra e Chiariotti, 1996; Loreti et al.,1992; Monastra e Testoni, 1992; Buscaroli et al., 1989). Nell’ambito di questa ricerca, sono stati individuati alcuni parametri, relativi alle caratteristiche dei frutti, utili alla discriminazione varietale delle 4 cultivar standard (Hayward, Abbott, Bruno e Monty) e conseguentemente anche all’individuazione di piante micropropagate devianti rispetto ad esse.

Materiali e metodi

The actinidieto was established in 1981, at the Company didactic-experimental 'F. Dotti 'of the University of Milan with material self-rooted from cuttings and propagation in vitro, belonging to the cultivar: Abbott, Hayward, Bruno and Monty. Propagation in vitro was initiated with the culture of buds taken from mature plants and led to stimulation of the development of axillary buds mediated by cytokinins. The training system adopted is bilateral cordon , with 3 mx 6 m plant spacing, the pollinators belong to Tomuro cv. 

L’actinidieto fu costituito nel 1981, presso l’Azienda didattico-sperimentale ‘F. Dotti’ dell’Università degli Studi di Milano con materiale autoradicato ottenuto da talea e da propagazione in vitro, appartenente alle cultivar: Abbott, Hayward, Bruno e Monty. La propagazione in vitro fu iniziata con la coltura di gemme prelevate da piante adulte e condotta per stimolazione dello sviluppo dei germogli ascellari mediata da citochinine.   La forma di allevamento è la doppia pergoletta, con sesto d’impianto 3 m x 6 m, e gli impollinatori appartengono alla cv Tomuri. Le osservazioni, condotte nell’arco temporale 1993-1999 e nel 2007, hanno riguardato, oltre al decorso fenologico della fioritura, monitorato su branche esposte a Sud e a intervalli di 48 h, i parametri carpometrici e qualitativi seguenti: peso del frutto (bilancia METTLER PE2000, risoluzione di 0,5 g); diametro polare (h), equatoriale1 (l), equatoriale2 (s) e diametro della columella; forma del frutto, distinguendo otto tipologie diverse: rotonda, cilindrica, a campana, rettangolare, ovale-allungata, ovale-piatta, a campana-allungata; forma dell’estremità calicina del frutto (musetto), distinguendo le tre tipologie: convessa, piatta, concava; presenza di tomento (assente, poco, medio, abbondante); tipo di tomento (corto, medio, lungo); quantità di semi (scarsa, media, abbondante); consistenza della polpa (con penetrometro Effe-Ti (FT) 327 con puntale di 8 mm, media di due misure su facce opposte in posizione equatoriale, previa eliminazione della buccia); residuo secco rifrattometrico (RSR), con rifrattometro ATAGO N 1, prelevando il succo dalle calotte dei frutti; grado di degradazione dell’amido, evidenziato immergendo entrambe le calotte dei frutti in soluzione di Lugol, valutato secondo la scala di misurazione 1-10 EUROFRU per le mele, opportunamente adattata; colore del pericarpo, misurati con colorimetro MINOLTA CHROMAMETER CR-200; acidità titolabile misurata su 2,5 ml di succo/campione ed espressa in meq di NaOH 0,1 N/100 ml di succo. 

Tutte le analisi sono state fatte alla raccolta su 20 frutti per pianta e sono state ripetute dopo 90 e dopo 130 giorni di conservazione frigorifera, in atmosfera normale, a 0-1° C, ad eccezione dei rilievi relativi a columella, tomentosità, colore e amido.

Tutti i dati sono stati elaborati statisticamente sottoponendoli all’analisi della varianza, adottando il test di Tukey per il confronto tra le medie. I dati delle caratteristiche risultate significative all’analisi della varianza sono poi stati sottoposti ad analisi discriminante con l’obiettivo di individuare i caratteri differenziali tra le cultivar standard autoradicate e di verificare la corrispondenza delle caratteristiche di ciascuna pianta  micropropagata a quelle della cultivar di appartenenza. Per l’elaborazione ci si è avvalsi del pacchetto operativo SPSS 11.0.

Risultati

La rappresentazione grafica dell’analisi discriminante delle caratteristiche differenziali più significative dei frutti appartenenti alle quattro cultivar standard è riportata in fig 1. Come si evince chiaramente dalla rappresentazione grafica, ciascuna cultivar è perfettamente distinguibile dalle altre ed individuabile in una ben precisa zona del grafico, senza possibilità di essere confusa con le altre. Per quanto riguarda la piante micropropagate, l’analisi discriminante ha permesso di appurare  che, su un totale di 22 piante campionate, 15 erano pienamente riconducibili alla cultivar d’origine (fig.2), 2 mostravano caratteristiche intermedie tra due cv standard ed infine le ultime 5 si connotavano come genotipi totalmente distinti da tutti gli altri (Fig.3). A titolo esemplificativo vengono riportate alcune modificazioni osservate nelle piante micropropagate della cv Monty, relativamente  alla morfologia, alla fenologia fiorale e alle caratteristiche morfo-qualitative dei frutti. Come si rileva dalla tab. 1, mentre il rapporto tra fiori singoli e tripli nelle piante micropropagate non varia in modo significativo rispetto alla cultivar standard, la morfologia e la disposizione dei petali, nonché il colore dei boccioli fiorali, hanno subito modifiche rilevanti. Lo stesso dicasi per la fenologia fiorale (fig. 4): le piante micropropagate già al primo rilievo mostravano la schiusura dell’80 % dei boccioli fiorali mentre quelli delle piante standard erano ancora completamente chiusi. Per ciò che concerne i frutti (fig. 5), quelli delle piante micropropagate sono caratterizzati da maggior peso alla raccolta, maggior diametro equatoriale e minor rapporto h/l. Anche i parametri chimici evidenziano differenze tra le due tipologie di provenienza dei frutti e, in particolare, quelli da piante micropropagate presentano maggior RSR (13° Brix contro 11°  delle standard) e minor contenuto di amido. Infine negli stessi frutti è stato rilevato un marcato incremento della tomentosità accompagnato da una minore aderenza della peluria.

Discussione e conclusioni

L’analisi discriminante delle caratteristiche differenziali più significative dei frutti ha permesso d’individuare alcune piante micropropagate con caratteristiche tali da non  renderle ascrivibili a nessuna delle quattro cv standard. Nel caso specifico della cv Monty, le piante ottenute in vitro hanno presentato anticipo di fioritura e differenze in una  serie di parametri morfo-qualitativi tra cui un significativo aumento del RSR. Il rapporto tra la lunghezza e il diametro equatoriale dei frutti ha indicato che quelli delle piante micropropagate presentano una forma tendenzialmente più tondeggiante pur mostrando, nel complesso, una maggior variabilità per questo carattere rispetto ai frutti appartenenti alle cultivar standard. Per quanto concerne la fenologia della fioritura, tutti gli individui micropropagati hanno mostrato un’accentuata precocità, nella maggior parte dei casi nettamente superiore anche alla cultivar di riferimento più precoce (Abbott). L’accentuata tomentosità dei frutti delle piante micropropagate potrebbe essere interpretata come un carattere giovanile persistente in piante adulte. Le variazioni osservate nelle piante ottenute per micropropagazione, (precocità di fioritura, maggior peso dei frutti alla raccolta e maggior RSR) possono essere nel complesso considerate migliorative e ne sarà quindi analizzata la stabilità, tramite una serie di propagazioni vegetative. I dati finora  in nostro possesso non consentono di appurare l’origine genetica o epigenetica dei fenomeni osservati.
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	Tab.1 Modificazioni nella morfologia fiorale in piante micropropagate  della cv Monty  rispetto alla cv standard



	parametri
	standard
	micro

	Fiori singoli (%)
	30
	40

	Fiori tripli (%)
	70
	60

	petali
	posizione
	separati
	sovrapposti

	
	lamina
	ondulata
	prevalentemente

liscia

	Colore boccioli
	rosso
	beige-verdino
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	Fig. 4 Andamento della schiusura dei boccioli fiorali in piante micropropagate (micro) della cv Monty rispetto alla cv standard (talea)
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	Fig. 5 Confronto tra le caratteristiche dei frutti di piante micropropagate della cv  Monty rispetto a quelli della cv standard. Per ciascuna variabile le medie sono significativamente differenti per  P>0,05.

Peso=g; diametro=mm; RSR=°Brix

amido=scala EUROFRU (1max-10 min); durezza= N




Fig. 1 Rappresentazione grafica dell’analisi discriminante sulle caratteristiche differenziali più significative dei frutti delle 4 cv standard. 





Fig. 2 Rappresentazione grafica dell’analisi discriminante sulle caratteristiche differenziali più significative dei frutti delle 4 cv standard e della pianta micropropagata ‘15’ perfettamente riconducibile alla cv 4. 





Fig. 3 Rappresentazione grafica dell’analisi discriminante delle caratteristiche differenziali più significative dei frutti delle 4 cv standard e della  pianta micropropagata ‘8’, non riconducibile ad alcuna di esse. 














