In vitro propagation, cultivation and reintroduction of the genus
Ophrys (Orchidaceae) during one of the largest orchid restocking
projects in the world
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When is ex situ conservation appropriate?
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In situ conservation is always best,
but for some species additional ex-
situ methods are necessary ...
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. Project ORCHIS

Orchid Restocking and Conservation for Higher altitude Indigenous Species
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List of the 20 target species of project
ORCHIS (in red, the rarest species).
Rarity index from Ferlinghetti (2001).

Anacamptis pyramidalis

Coeloglossum viride
Gymnadenia conopsea
Gymnadenia odoratissima
Nigritella rhellicani

Ophrys sphegodes

Orchis morio

Orchis provincialis
Pseudorchis alpina
Traunsteinera globosa

65.7

58.1
324
52.4
62.9
82.9

79.0
79.0
63.8
51.4

Pasture grasslands, high altitude

Wetland

Woodland, high altitude

Meadows, low/intermediate altitude

Seeds of 23
species were
collected from

18 sites
(6 SCI, 4 ASP)




A total of 14 species were
reproduced from seed and
used to reinforce wild
populations

10,145 plants were
returned to the wild
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Anacamptis morio, A. pyramidalis, Coeloglossum viride, Dactylorhiza traunsteineri, Goodyera
repens, Gymnadenia conopsea, G. odoratissima, Nigritella nigra ssp. rhellicani, Orchis

provincialis, Ophrys apifera, O. benacensis, O. sphegodes, Pseudorchis albida, Serapias
vomeracea
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Ophrys sphegodes
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Ophrys benacensis




Germination (%)

20

15

10

0
100

80

Organics

Hormones

Ophrysf apifera

Treatment




Ophrys apifera




Ophrys benacensis
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Ophrys apifera
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Ophrys






The leaves have died back, but the tubers
look beautiful — this is the right moment for
transplantation

. 4
.
N

Ophrys apifera



After resting during the summer, fresh
leaves and roots start to sprout

Root
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Pea seed extracts stimulate germination of the terrestrial orchid
Ophrys apifera Huds. during a habitat restoration project

SIMON PIERCE", VALENTINA GUIDF, ANDREA FERRARIO™, ROBERTA M. CERIANI®,
MASSIMO LABRA?, ILDA VAGGE', BRUNO E. L. CERABOLINF®

(in press)
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Conservation through public awareness

Venerdi 9 a Domenica 11 Settembre 2011 il Chiostro di Voltorre di-
ventera sede di un evento floreale d'eccezione:

VOLTORRE ORCHIDEA’11

E' I'evento nato dalla collaborazione e con il finanziamento della Pro-
vincia di Varese e la Camera di Commercio con I'Alao, Associazione
Lombarda Amatori Orchidee, che saprd trasformare il restaurato
Chiostro in un'esotica atmosfera che solo il fascino di un fiore

10-11-12 Settembre 2010
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d'eccezione come |'orchidea sa creare e diffondere.

Esporranno alla manifestazione collezionisti europel,
hobbisti ed esperti coltivatori di fama internazionale.
Ricordiamo: AM Orchidee - France, Riboni Orchidee - Italia,

Esposizione internazionale di Orchidologia PROGRAMMA MANIFESTAZIONE
Conferenze a tema, seminari, corsi
Venerdi 9 Settembre
(ST —— [T ™ Va0 M Ma- M ore 9,30 apertura mostra
Chioatro & Voimorre - Plazza Chiontro, 21 - Gavieate - VA ore 17,30 nauguazlone
et ore 19,00 chiusura mostra
P ® e e
Sabato 10 Settembre
F/F 1IN ore 9,30 apertura mostra
ore 10,30 giudizio e assegnazione premi
8 et  Sometn § At 009 a cura dell'Associazione Italiana di Orchidologia
rebesoat e B e e e ——
Varese sdea ¢ * ore 11,30 Prol. Simon Pierce, Universita dell'insubria, Varese: |
arese Orchidea *09 ‘ *II progetto ORCHIS: Conservazione e ripopolamento |
s e oo eene. | L diorchidee autoctone prealpine™ |
SIS B S N s Wi - ore 16:00 Prof. Achille Ghidoni, Universita dell insubria, Varese:
“La blodiversita delle orchidee”
PROSRAARAL MVSISITIONS ore 19,00 chiusura mostra
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Domenica 11 Settembre

ore 9,30 apertura mostra

ore 10,30 Alao: “La coltivazione delle orchidee da clima caldo”

Conferenza

ore 11,30 Prof, Walter Rossi Universita degli Studi dell’Aquila:
*La variabilitd delle orchidee a cavallo dell'Equatore”

Conferenza

ore 15,30 Alessandro Valenza: “Le orchidee del Sud-Est asiatico”

ore 19,00 chiusura mostra



Per la prima volta ol
mondo, individuato e
festato un numero
consistente di metodi per
favorire la conservazione
delle Orchidee autoctone

Orchidee spontanee

Sabato 7 Novembre 2009, il dottor Simon Pierce, ricercatore a
tempo determinato della Facolta di Scienze MM.FENN di
Varese, ha presentato i primi risultati del progetto ORCHIS,
nell’ambito di “Varese Orchidea ‘09", mostra organizzata
presso Villa Recalcati dalla ALAO (Associazione Lombarda
Amatori Orchidee)

Questo progetto, finanziato dalla Fondazione CARIPLO, ha
consentito di istituire la
posizione di ricercatore a
tempo  determinato e
viene condotto dall’Uni
versita  degli  Studi
dell'Insubria, in collabo-
razione con il Centro
Flora Autoctona della
Regione Lombardia e |l
Parco  delle  Orobie
Bergamasche; I'obiettivo &
la conservazione delle
Orchidee spontanee della
Lombardia, in particolare
di quelle pre-alpine e alpine

La conservazione di queste rare piante dipende innanzitutto
dalla salvaguardia degli habitat idonei ¢ dalla protezione
delle popolazioni selvati
che, tuttavia, quando
alcune popolazioni diven-
tano  troppo  piccole,
magari per via di raccolte
indiscriminate, le plante
che rimangono costitui-
scono gruppi di individui
strettamente imparentati,
A questo punto la riprodu-
zione viene limitata non
solo da cio che il dottor
Pierce  descrive
“relazioni

come
mncestuose

@
Una ricerca per la conservazione delle

ma anche dal fatto che poche piante fiorite possono incon-
trare difficolta nellattirare gli impollinatori. Di conseguenza
la produzione di semi vitali diventa sempre pii difficoltosa
con gravi minacce per il mantenimento delle popolazioni
Alcuni benefici possono derivare da azioni di conservazione
per evitare I'effetto “collo di bottiglia” che porta a popolazio-
ni “depresse’

Per questi motivi il nucleo del progetto ORCHIS & rappresen-
tato da attivita tese ad individuare specie e popolazioni per le
quali interventi ex sifu possono essere particolanmente
importanti, Per queste popolazioni vengono ricercati e svi
luppati metodi per migliorare la ricchezza genetica delle
popolazioni, la germinazione del semi, la coltivazione i
vitro e infine il trapianto in natura, processi particolarmen
te problematici, poiché le Orchidee presentano cicli vitali
estremamente lunghi e complessi

I progetto intende, quindi, individuare | metodi migliori per
favorire i diversi stadi del ciclo vitale delle Orchidee antoeto
ne. Sebbene tali processi possano richiedere molto tempo (a
volte devono passare diversi anni dalla germinazione, perché
una pianta sia pronta per il trapianto in natura), il progetto
ORCHIS si avvale delle conoscenze scientifiche precedente-
mente acquisite dal gruppo di ricerca del professor Bruno
Cerabolini ed ha gid ottenuto notevoli successi nella germina-
zione e nella coltivazione di numerose specie "difficili”, come
lu steno-endemica Opbrys benacensis

In ogni caso, uno dei primi risultati aesi del progetto @
I'individuazione di vari fito-ormoni che possano incrementa
re notevolmente il tasso di genminazione e quindi il numero
di piante prodotte, ad esempio da utilizzare per Oypripedium
Gilceolus o Scarpetta di Venere, un‘altra di queste orchidee
difficili, con fiori estremamente vistosi e ormai rarissima

Per un'altra specie, I'Orchidea Bianca (Lewcorchis albida),
tui i tentativi di germinazione e di coltivazione fin ora con-
dotti sono stati vani, tuttavia il dottor Pierce ha spiegato come
quest'anno, grazie al progetto ORCHIS, per la prima volta al
mondo un numero consistente di metodi sia stato individua-
10 e lestato sistematicamente.



Quando la conservazione

dei prati non é sufficiente
CENTRO FLORA AUTOCTONA s

La conservazione
delle orchidee
spontanee lombarde
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Un impegno per la
salvaguardia della biodiversita
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Pierce, S. and Cerabolini, B.EL. (2011), Seed Sci. & Technol., 39, 199-203

Research Note

Asymbiotic germination of the White Mountain Orchid
(Pseudorchis albida) from immature seed on media enriched

with complex organics or phytohormones

S. PIERCE AND B.E.L.. CERABOLINI

Dipartimento di Biologia Strutturale e Funzionale, Universitd degli Studi dell’Insubria, Via J.H. Dunant 3,

[-21100 Varese. Italy (E-mail: simon.pierce @uninsubria.it)

{Accepted September 2001))

Summary

The arctic-alpine White Mountain Orchid (Pseuwdorchis albida) has so-far resisted attempts at in vitro reproduction
from seed, but a practical method is required for its conservation. We hypothesised that, having similar seeds to

——
Project ORCHIS: lspMno research for the =
conservation of our rarest orchids A
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the notoriously intractable orchid Cypripedium calceolus. immature seeds can germinate in vit
mature and immature seeds from the Italian Alps, and sowed these in sterile conditions on M
nutrient medium modified with either phytohormones or complex organic media (COM).
treatments included coconut milk, banana powder, malt extract and yeast extract, all at a

5%. Phytohormones, all at 20 mg L. included 6-benzylaminopurine (BA). gibberellic aci
and thidiazuron (TDZ), added to autoclaved growth media via filter sterilization. After six nj
absolutely no germination of mature seeds for any treatment. Only 3.9% of immature seeds g|
control treatment and germination in all COM treatments was not significantly greater than this
phytohormones significantly increased germination of immature seed and promoted protocorm d
being most effective (50.5% germination) — this method can therefore be used to propagate thel

PFlant Biosystems, Vol. 144, No, 1, March 2010, pp. 121-127 @ Taylor & Francls
T et Grveg

OQutbreeding and asymbiotic germination in the conservation of the
endangered Italian endemic orchid Ophrys benacensis

5. PIERCE, A. FERRARIO, & B. CERABOLINI

Diparttmente di Biologia Strurerale ¢ Funzionale, Universird degll Snedi dell " Tnsubria, fraly

Abhsteact

The Insubne bee orchid, Ophnes baracenses (Resigl) OL&E. Dancsch & F. Bhrend, occurs in frigprnented populations enly
in northern Italy, and suffers from inbreeding depression. We found that pollen from a depressed population at Monte
Barro, Leceo, did not fertilise plants of the same population, nor of a larger population at ncarby Valmadrera. Fertilisation
was suseessfil ar both sives when pollen from Valmadrera was used, although the proportion of seeds containing embryos
was almost six times greater at Valmadrera, Embryos produced by both populations were equally likely vo develop in tatro.
Sowing seed on medium enriched with 50 mL 1! coconur milk more than doubled the germination rate with respect to a
non=cnriched contrel (ic. from 14.5% w 39.8%; p = (L0024, Student™s r-test), whereas other complex organic media
inhibired germinarion. We conchide that both pollen and ovules have inherene developmental problems thar can be parially
overcome by outhreeding with Llarger populations. Once seed is produced propagation is relatively easy: sufficient plantlers
were produced 1o enlarge the Monte Barmo population to 195 times its current sizc.
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Orchid conservation using in vitro techniques

a practical course for the germination, cultivation
and transplantation of temperate-zone terrestrial orchids
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