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Progetto LIFE-NATURA "LIFE99 NAT/IT/006217"

EOLIFE99-TUTELA DELLE SPECIE VEGETALI PRIORITARIE DELLE ISOLE EOLIE

Report 

Sperimentazione semina diretta di Cytisus aeolicus 

e riproduzione vegetativa mediante talee di Silene hicesiae 

(versione senza immagini)
Introduzione

L’esperienza affrontata di riproduzione vegetativa mediante taleaggio della specie Silene hicesiae e la semina diretta “ex situ” della specie Cytisus aeolicus, mirava a realizzare uno degli obiettivi proposti dal Progetto, vale a dire il rafforzamento dei popolamenti di due delle quattro specie “bersaglio”, al fine di reintrodurle nel loro habitat naturale. Il taleaggio e la semina, proposta dal sottoscritto, d’intesa con il Coordinatore Scientifico, tuttavia, non rientrava direttamente tra le azioni proposte nell’ambito del Progetto su citato, ma va sicuramente considerata quale atto complementare all’Azione 6-D, che prevedeva la produzione di piante attraverso micropropagazione.

Per la scelta delle due specie da sperimentare, si è confermata la specie Silene hicesiae, come per le esperienze di micropropagazione, ma non la specie Bassia saxicola, sia perché l’oggettiva difficoltà di raggiungere l’unico popolamento conosciuto nelle Eolie ha impedito una sufficiente raccolta di semi sia perché, nonostante i numerosi test di germinazione effettuati in laboratorio, non si sono ottenuti risultati soddisfacenti. Perciò si è ritenuto più proficuo concentrare l’azione, come seconda specie, sul Cytisus aeolicus che, come riportato nel Report Terzo anno di attività – Sezione 2 - è stata già soggetta ad attività di propagazione in vitro nonostante non fosse la specie sulla quale (sulla base del progetto) il laboratorio doveva operare.

Si segnala inoltre che esperienze parallele sono state condotte presso il vivaio Platani e presso il vivaio Filici di Cammarata.

Materiale vegetale utilizzato
L’incarico di raccolta materiale vegetale (Azione 5-D) affidato al dott. Salvatore Pasta in data 10/09/1999, prevedeva la raccolta, entro i primi due anni di attività, sia per il laboratorio di micropropagazione (semi di Bassia e Silene) che per il laboratorio di microbiologia (campioni di suolo e giovani piantine di Citiso) oltre che campioni d’erbario.

Il materiale vegetale utilizzato in questa esperienza, invece, è stato raccolto ben oltre i primi due anni dall’inizio del progetto, e precisamente il 9 Settembre 2003 (nelle località di Vulcano e Panarea), il 22 Ottobre 2003 (Panarea) e il 19 Gennaio 2004 (Panarea), dagli scriventi. Infatti, a causa di difficoltà ed imprevisti che hanno rallentato le attività di campo, talora impedendo la raccolta del materiale, è apparso opportuno procedere ad un prolungamento sine die dell’azione (senza alcun aggravio economico per il progetto), coinvolgendo, oltre gli scriventi, anche il Coordinatore Scientifico, il dott.Angelo Troia, ed il Responsabile dello Studio Entomologico, il dott. Pietro Lo Cascio.



Metodologia e Cronologia
La semina diretta del Cytisus aeolicus è avvenuta in tempi e località differenti (area urbana del Palermitano “P” ed area agricola dell’Ennese “E”), sempre, comunque, in zone mediamente aerate e luminose, anche se non direttamente colpite dai raggi solari. Si è deciso di utilizzare due differenti tipologie di terreno per la semina: il primo, che definiremo T1, è caratterizzato da terra comunemente impiegata per invasi da giardinaggio, con un pH pari a 6-6.5; l’altro, che definiremo T2, invece è un insieme di terra nera e torba bionda, al fine di abbassare il pH del substrato (4-4.5.), perchè tale specie vegetale risulta essere acidofila.

Composizione dei due substrati impiegati nella sperimentazione

Tipo di substrato
Compost
Terra
Torba
Pomice

T1
0
100
0
0

T2
0
50
50
0

In entrambi i casi, la profondità dei semi posti non è stata mai superiore ai 3 mm.

Alcuni di questi semi sono stati soggetti a imbibizione (immersione in acqua a temperatura ambiente per 36h), altri, invece, non sono stati mai manipolati fisicamente in nessun modo.

Al substrato T1 è stato somministrata una soluzione contenente fitormoni quali citochinine e gibberelline (promotori di crescita) che promuovono la germinazione di semi (oltre che la formazione di frutti e la crescita di piante già ben differenziate).

Le concentrazioni utilizzate di citochinine, sono state, generalmente, per esperienza acquisita, più alte di quelle di Auxina.

Un aspetto, che necessita di essere evidenziato, riguarda la presenza di un non meglio identificato insetto fitofago nei semi di Cytisus aeolicus consegnati, che ha causato l’inutilizzo, in termini di germinabilità, di circa il 30-40% di tali mezzi riproduttivi.

Seguono tabelle riportanti la cronologia, differenziate per area di semina e per substrato.

TABELLA 1a: “P” T1

Zona urbana del Palermitano Substrato T1

Quantità di semi utilizzati: 198 semi (dei quali 72 scarificati per imbibizione)

   DATA
Individui germinati
AZIONI E CARATTERISTICHE

17/10/03

Viene realizzata la semina diretta del substrato T1

30/10/03
T1Sp1


02-06/11/03
T1Sp2,T1Ss1,T1p1, T1p2, T1s1,T1s2,T1p3


07/11/03
T1p4,T1p5,T1s3
Al substrato viene somministrato una soluzione adeguata di citochinine, gibberelline e auxina

10/11/03
T1Sp3,T1Ss2,T1p6, T1p7, T1p8,T1p9,T1p10


11-13/11/03
T1p11,T1p12,T1p13,T1p14, T1s4,T1Sp4,T1Ss3,T1p15, T1p16
T1Ss1 deteriora irreversibilmente (marciume dell’ipocotile)

14/11/03
T1Ss4,T1p17,T1p18, T1p19, T1p20,T1s5,T1s6
Tutte le plantule vengono annaffiate con una soluzione contenente un fitoregolatore a base di N-ammoniacale,N-ureico e N-nitrico, nelle giuste proporzioni.

15/11/03
T1Sp5,T1Ss5,T1p21,T1s7


17/11/03
T1Sp6,T1Sp7,T1Ss6, T1Ss7, T1p22,T1p23,T1s8
Vengono invasati nei contenitori di trasporto gli individui T1p2 e T1p11 

19-24/11/03
T1Sp8,T1p24,T1s9,T1s11, T1p25,T1p26,T1s11,T1Sp9
T1s2, T1Sp2, T1Ss4, T1Ss6 degenerano in seguito a necrosi apicale

01-05/12/03
T1Ss8,T1Ss9,T1s12
Vengono invasati : T1Sp3,T1p4,T1p12,T1s1.

T1p11 invasato precocemente muore; T1Sp1,T1Sp6,T1p5 deteriorano (marciume radicale)

06-20/12/03

Si segnala un brusco calo della temperatura esterna da 16-19°C a 12-15°C con punte minime di 7°C.

Invasati:T1Sp4,T1Sp5,T1Ss2,T1Ss5,T1p9,T1p13,T1p14,T1p17, T1s5,T1s9,T1p26,T1s6,T1s7.

Non sopravvivono (avvizzimento e accartocciamento fogliare): T1p1, T1p2, T1p5, T1p7, T1p10, T1p12, T1p16,  T1p18, T1p19, T1p20, T1p21, T1p24, T1p26, T1s2, T1s5, T1s6, T1s7, T1s8,  T1s9, T1s10,  T1Sp3, T1Ss7.

15/01/04

Invasati : T1p13, T1p14, T1s5

Sopravvivono agli invasi precedenti: T1Sp4, T1p13, T1p14, T1p26, T1s5.Si provvede ad invasare anche le piantine che si sono sviluppate in una cassettina da semina (c) in nessun modo manipolato:T1c1,T1c2,T1c3,T1c4

Note: T1 indica la tipologia del terreno; la lettera S sta per scarificazione, le lettere p ed s al pedice indicano rispettivamente se il seme sia germinato in profondità oppure superficialmente al substrato; i numeri indicano la successione cronologica di germinazione.

TABELLA 2: “P” T2

Zona urbana del Palermitano

Substrato T2 

   DATA
Individui germinati
AZIONI E CARATTERISTICHE

28/09/03

Viene realizzata la semina diretta del substrato T2

10/10/03
T2p1 ,T2s1


31/10/03
T2p2


06-13/11/03
T2p3, T2p4


14/11/03

T2p1 e T2s1 vengono invasati nei contenitori da trasporto (6.5cm diam. e 8cm di h)

15/11/03
T2p5


23/11/03

T2p5 a causa della mancata schiusura dei cotiledoni muore

02/12/03

T2p1 e T2s1 degenerano per l’invaso troppo precoce

04-08-18/12/03
T2p6, T2p7, T2p8


08/01/04
T2p9


15/01/04

Vengono invasati nei contenitori per il trasporto : T2p2, T2p3, T2p4, T2p6, T2p7, T2p8, T2p9

Quantità di semi utilizzati: 20 (dei quali nessuno manipolato)

Note: T2 indica la tipologia del terreno; la lettera p e s al pedice indicano rispettivamente se il seme sia germinato in profondità oppure superficialmente al substrato; i numeri indicano la successione cronologica di germinamento

TABELLA 3: “E” – T1

Zona Agricola dell’Ennese1

Substrato T1

Quantità di semi utilizzati: 40 (dei quali nessuno scarificato)
DATA
Individui germinati
AZIONI E CARATTERISTICHE

13/10/03

Viene realizzata la semina diretta del substrato T1

25/10/03
T1E1


12/01/04

Vengono invasati gli individui: T1E1, T1E2, T1E3, T1E4, T1E5, T1E6, T1E7

Nota 1:A causa dell’impossibilità nel seguire lo sviluppo delle varie plantule e piantine non è stato possibile stilare una tabella cronologica come quelle precedenti:

Nota 2: T1 indica la tipologia del terreno; la lettera E indica la zona di semina (Enna); i numeri al pedice indicano la successione cronologica di germinamento


Giorno 18 Gennaio 2004, zona urbana del Palermitano, è stata realizzata una seconda esperienza di semina diretta della specie Cytisus aeolicus, utilizzando il substrato T1, come da esperienza precedente. In questo caso, però, si sono allocati i semi, integri ed in nessun modo manipolati, direttamente nei contenitori da trasporto di modo non effettuare il travaso dalle aree da semina diretta ai contenitori da trasporto, azione che indubbiamente causa un trauma radicale, molto spesso letale, alle piante che ne sono soggette.
TABELLA 1b: “P” –T1: Zona urbana del Palermitano

Substrato T1 

   DATA
Individui germinati
AZIONI E CARATTERISTICHE

06-15/02/04
T1pa ,T1pb,T1pc


01/03/04

T1pa e T1pb presentano un buono sviluppo fogliare; T1pc sviluppa la seconda gemma fogliare 

13/03/04

T1pa raggiunge un’altezza di 10 cm e differenzia la quarta gemma fogliare come T1pb che limita la sua h. a 8 cm; T1pc presenta un aspetto più compatto (h. 6cm)e sviluppa la terza gemma fogliare

06/04/04

T1pa misura 22 cm e differenzia la sesta gemma fogliare, mentre T1pb eT1pc sviluppano entrambe la settima e la seconda gemma fogliare uguagliandosi in h., 11cm.

09/05/04

T1pa raggiunge un’h. di 21 cm, T1pb di 12cm e T1pc 19cm 

15/06/04

T1pc evidenzia uno sviluppo straordinario raggiungendo un’h. di 46cm e un aspetto ottimale, T1pa raggiunge un’h. di 25 cm, mentre T1pb limita il suo sviluppo a 10cm anche se con una quantità imponente di rachidi fogliari

08/07/04

T1pc raggiunge la notevole h. di 68cm, T1pa raggiunge un’h. di 35 cm, mentre T1pb limita il suo sviluppo a 12cm 

12/08/04

T1pc che presenta ormai una h. di 92cm è soggetto all’attacco massiccio di afidi bianchi che ne determinano un aspetto poco rigoglioso. Si somministra una soluzione di Fenitrothion, Dicofol ed estratto di Piretrolo (al 25%) 

22/08/04

T1pc degenera in maniera irreversibile, mentre, T1pa raggiunge un’h. di 45cm con un ottimo aspetto e T1pb di 17cm con un buono stato.

Quantità di semi utilizzati: 24 (dei quali nessuno manipolato)

Note: T1 indica la tipologia del terreno; le lettere p e s al pedice indicano rispettivamente se il seme sia germinato in profondità oppure superficialmente al substrato; i numeri indicano la successione cronologica di germinamento

Giorno 15 Luglio 2004, zona urbana del Palermitano, viene realizzata una terza esperienza di semina diretta della specie Cytisus aeolicus, utilizzando il substrato T1, come da esperienza precedente. La semina è avvenuta in piccoli contenitori (n. 22), utilizzati solo per la germinazione e lo sviluppo iniziale della piantina, dove sono stati allocati 2 semi, integri ed in nessun modo manipolati, per ciascun contenitore. 

TABELLA 1c: “P” – T1

Zona urbana del Palermitano

Substrato T1 

   DATA
Individui germinati
AZIONI E CARATTERISTICHE

29/07/2004
T1Lp1 ,
T esterna circa 28°C. Conferma del periodo necessario al seme per germinare (15 giorni circa)

01-07/08/04
T1Lp2,T1Lp3
A causa di una chiusura irregolare dei cotiledoni (terreno troppo compatto) T1Lp1 evidenzia un aspetto precario con ipocotile ingiallito alla base e cotiledoni necrotici; tuttavia si osserva lo sviluppo dell’apice meristematico.

15/08/04
T1Lp4,T1Lp5
T1Lp1 sembra essersi ripreso presentando una buona condizione, mentre T1Lp2 e T1Lp3 hanno un aspetto ottimale

20-21/08/04
T1Lp6,T1Lp7, T1Lp8,  T1Lp9


01-03/09/04
T1Lp10,T1Lp11, T1Lp12, 
Tutte le plantule e le piantine presentano un aspetto ottimale

23-26/09/04
T1Lp13,T1Lp14
T1Lp8 infestato dagli afidi bianchi è isolato dalle altre piante e trattato con una soluzione di Fenitrothion, Dicofol ed estratto di Piretrolo (al 25%). T esterna scende da 28°C a 23°C di media

01/10/2004
Travaso nei contenitori da trasporto di: T1Lp1, T1Lp2, T1Lp3, T1Lp4
Ottimo lo stato degli individui travasati già sviluppanti il quinto rachide trifogliare.

08/10/2004
Travaso nei contenitori da trasporto di: T1Lp5, T1Lp6, T1Lp7,.
Ottimo lo stato degli individui travasati già sviluppanti il quinto rachide trifogliare.

13/10/2004
T1Vp1
Germina il primo seme messo direttamente nel vaso da trasporto. T1Lp8 si riprende perfettamente dall’attacco di afidi

26-27/10/04
T1Lp15,T1Lp16, T1Lp17, T1Lp18
Vengono travasati gli individui:  T1Lp5,T1Lp6, T1Lp7, T1Lp8,  T1Lp10,T1Lp11, T1Lp12, T1Lp14, T1Lp17

Quantità di semi utilizzati: 44 (dei quali nessuno manipolato)

Note: T1 indica la tipologia del terreno; la lettera L indica il mese di semina (Luglio), mentre la lettera V la semina diretta in contenitore da trasporto; la lettera p e s al pedice indicano rispettivamente se il seme sia germinato in profondità oppure superficialmente al substrato; i numeri indicano la successione cronologica di germinamento

Contemporaneamente il 07/11/2003 si è tentato, presso la sede Ecogestioni a Palermo, una riproduzione vegetativa della specie Silene hicesiae, lasciando immerse in acqua, a temperatura ambiente, sei talee di tale specie prioritaria (tutte aventi per lo meno una rosetta laterale e tre dei quali possedenti ancora l’asse di quella che era l’infiorescenza), prelevate a Panarea il 22 Ottobre 2004, e somministrandole una soluzione contenente acido abscissico (ABA).

Tabella 4a: Talee in soluzione

Data
Azioni e caratteristiche

07/11/2003
Le sei talee sono immerse, separatamente in sei contenitori, in acqua a temperatura ambiente alla quale viene somministrata una soluzione contenente acido abscissico (ABA),

18/11/2003
Avviene l’invaso di tre talee già presentanti radici laterali con una lunghezza soddisfacente(15-30mm);

Le altre tre talee presentanti la rimanenza dell’infiorescenza, non sviluppano nessuna radice, ma continuano a sviluppare gemme fogliari.

11/01/2004
tutte e tre le piante messe in vaso muoiono (mancato attecchimento radicale);

Le tre talee rimaste in coltura presentano sempre un buono sviluppo aereo, ma non sviluppano nessuna radice


Un ulteriore tentativo di riproduzione vegetativa per la specie Silene hicesiae è stato eseguito utilizzando parti vegetali di tale specie [2 fusti eretti, arrotondati, robusti, lunghi 15 e 17 cm (rispettivamente Sil1 e Sil2) e tre rosette basali (Sil3,Sil4 e Sil5) dense, compatte, con vestigia fogliari alla base], raccolte a Panarea giorno 19 gennaio 2004, i quali sono stati posti direttamente in vaso utilizzando terreno universale e monitorate presso la sede Ecogestioni a Palermo.


Data
Azioni e caratteristiche

12/02/2004
Si osserva la crescita vigorosa di Sil1 e Sil2 che hanno raggiunto entrambi un h di 19cm sviluppando, rispettivamente, 2 e 1 gemma fogliare apicale;

Mentre Sil4 presenta un aspetto avvizzito, Sil3 e Sil5 hanno una buona rigogliosità fogliare.

21/02/2004
Ulteriore crescita di Sil1 e Sil2 che raggiungono un’h di 21cm, indice di un ottimo attecchimento radicale;

Aspetto del tutto identico per le tre rosette-talee

06/03/2004
Aspetto ottimale per Sil1 e Sil2;

Sil3 e Sil5 sviluppano alcune foglioline centrali

Sil4 degenera definitivamente

15/03/2004
Sil1 sviluppa 2 gemme fogliari laterali e Sil2 presenta un aspetto ottimale, entrambi mantengono un’h di 21cm;

Sil5, che aveva ben radicato, viene trovata estirpata dal proprio vaso (causa ignota); Sil3 ha un aspetto rigoglioso.

23/03/2004
Vengono invasate nei contenitori di trasporto: Sil1,Sil2,Sil3 con aspetto ottimale e Sil5 che presumibilmente ha avuto uno scarso attecchimento a causa del trauma radicale subito.

Risultati e Conclusioni 

La semina diretta del Citiso è stata più che soddisfacente in termini di germinabilità, soprattutto in seguito alla somministrazione dei fitormoni.
La nota negativa, in quest’esperienza, riguarda l’invaso e non la germinazione dei semi: infatti, a causa di un lento accrescimento radicale di tutte le plantule in via di sviluppo, un invaso troppo precoce ha causato irrimediabilmente la morte di numerose piantine. E’ necessario quindi lasciare sviluppare l’individuo vegetale sul terreno di germinazione, almeno finché non abbia raggiunto un’altezza di circa 15-20cm.

In conclusione giorno 23 Marzo 2004, 27 piantine sono state trasportate presso il vivaio di Lipari, struttura in grado di garantire la conservazione del patrimonio genetico delle specie-bersaglio al di fuori dei siti naturali e l’acclimatazione delle piante provenienti dal laboratorio Ecogestioni, prima della re-introduzione pilota.

Attualmente presso la sede Ecogestioni a Palermo sono presenti, in uno stato ottimale, 16 piante di Cytiusus aeolicus derivanti dalla semina diretta del 15 Luglio 2004.



Relativamente al tentativo di sviluppo radicale delle talee, soggette alla somministrazione di soluzione contenente acido abscissico, nonostante il buon vigore fogliare delle Silene invasate, si osserva un mancato attecchimento radicale. Le Silene lasciate immerse in tale soluzione continuano a sviluppare la parte aerea a scapito di quella radicale. Probabilmente (cfr. La Manna) in alternativa ai fitormoni sarebbe preferibile aggiungere vitamine.

Possiamo affermare, invece, che la riproduzione vegetativa mediante invaso delle talee in terra risulta essere abbastanza soddisfacente, in proporzione alla quantità esigua di materiale vegetale della specie Silene hicesiae a disposizione.

Tali individui però, a seguito della messa a dimora presso il vivaio di Lipari, non sono sopravvissuti.



Confronto con l’azione 6-D
Confrontando i risultati ottenuti di semina del Citiso nella nostra esperienza con quelli dell’Azione D6 (Laboratorio Ecogestioni) e quelle parallele dei vivai Platani e Filici (vedi allegati), è evidente la congruenza dei dati relativi alla germinabilità di tali mezzi riproduttivi, che risulta essere eccezionalmente elevata.

Mentre un altro punto in comune con le esperienze dell’Azione D6 è la bassissima capacità di sviluppo, soprattutto radicale, delle plantule e delle piantine nelle prime fasi di sviluppo che causa la morte di circa il 96% degli individui vegetali. 

I test di germinazione e le tecniche di propagazione mediante microtalee di Silene hicesiae, effettuati presso il laboratorio di micropropagazione dal dott. Marco La Manna, sono risultati ampiamente produttivi (prodotti circa 340 piantine di Silene, il 15% dei quali sopravvissuti al trasporto, messa a dimora), tanto da considerare queste attività di propagazione in vitro più favorevoli all’incremento della consistenza numerica del popolamento della Silene che non la riproduzione vegetativa mediante talee.

                                                                                                                   
Si può quindi concludere che per il Cytisus aeolicus è possibile agire per semina diretta, mentre per la Silene hicesiae è indispensabile procedere per micropropagazione.

Numerose piante derivanti dall’attività di laboratorio sono state effettivamente re-introdotte nel loro habitat naturale, dopo la fase di acclimatazione presso il vivaio, e a tutto oggi presentano un aspetto ottimale, alcuni dei quali addirittura fruttificanti.

Infine, le piante di Citiso, prodotte presso la Ecogestioni e presso i vivai esterni, stante la conclusione del progetto, continuano ad essere mantenute presso tali strutture.


                                                                                                Assistente Vivaista Progetto EOLIFE99

                                                                                                (Dott.Nat. Carmelo Arigano)
Il Coordinatore Tecnico Progetto EOLIFE99

(Dott.Ing. Gianluigi Pirrera)
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Piantine sviluppatesi nella cassettina da semina (c)





Piantine del substrato T1 invasate





Insieme delle piantine T1, T2 e T1c





Talee di Silene hicesiae invasate





Talee di Silene hicesiae in soluzione contenente acido abscissico





Talee di Silene hicesiae raccolte a Panarea              (19 Gennaio 2004)





Raccolta semi di Silene hicesiae





Pianta di Silene hicesiae trasportate nel vivaio di Lipari





Messa in piena terra di pianta di Silene hicesiae








Due piante di Silene hicesiae prodotte in laboratorio e reintrodotte nel loro habitat naturale. La foto a destra riporta una pianta che ha completato la fruttificazione.





Raccolta materiale vegetale





Piante di Citysus aeolicus riprodotte nel laboratorio Ecogestioni, presso il vivaio di Lipari





Piante di Silene hicesiae riprodotte nel laboratorio Ecogestioni, presso il vivaio di Lipari





Attività di micropropagazione presso il Laboratorio Ecogestioni





Piante di Citiso e Silene prodotte dalla nostra sperimentazione di riproduzione vegetativa, trasportate a Lipari























Tabella 4b: Talee in terra
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