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ManS-GFP: marker fluorescente per i dittiosomi

M. DE CArROLIL, G. DALESSANDRO e @G. PIRO.
Di.S. Te.B.A., Universita del Salento.

Le glicosiltransferasi sono enzimi coinvolti nella sin-
tesi di oligosaccaridi, polisaccaridi e nella porzione
carboidratica di glicosidi, glicolipidi, glicoproteine e
proteoglicani. La loro specifica funzione ¢ quella di
catalizzare il trasferimento di residui glicosidici da
un substrato che funge da donatore glicosidico atti-
vato, normalmente un nucleoside difosfato zucche-
ro, ad una molecola accettrice. A tutt’oggi, non-
ostante i notevoli passi avanti compiuti grazie agli
studi sul genoma, sono ancora scarse le conoscenze
sulle glicosiltransferasi delle cellule vegetali. Solo
recentemente, infatti, sono stati clonati i primi enzi-
mi del Golgi. Nel genoma di Arabidopsis sono stati
identificati circa 420 geni che codificano per enzimi
coinvolti nella biosintesi di glicoconiugati con una
potenziale localizzazione nel Golgi, ma sono stati
clonati solo 10 ¢cDNA di enzimi responsabili della
maturazione degli N-glicani ¢ 8 cDNA coinvolti
nella biosintesi di glicoconiugati (COUTINHO ez al.,
2003). Le prime analisi su glicosiltransferasi coin-
volte nella biosintesi dei polisaccaridi di matrice
sono state condotte attraverso approcci indiretti
basati sulla immunolocalizzazione dei loro prodotti
(ZHANG, STAEHELIN, 1992). Il recente clonaggio di
alcune glicosiltransferasi vegetali ha reso possibile
effettuare la loro fusione con una proteina fluore-
scente (GFP) ed ottenere informazioni piu precise
sui segnali di zargeting e sulla localizzazione specifica
di alcune glicosiltransferasi nelle diverse cisterne dei
dittiosomi  (RITZENTHALER et al, 2002).
Nell’ambito di una ricerca che mira ad ottenere mar-
ker proteici fluorescenti che permettano di poter
seguire 77 vivo il sorting delle proteine coinvolte nella
biosintesi e rimodellamento della parete, ¢ stata
effettuata una fusione tra una variante di GFP indi-
rizzata alla via di secrezione, secGFP, ed il cDNA del
gene CsIA02 di Arabidopsis thaliana con ipotetica
tunzione di B-mannano sintasi, qui indicato con
ManS. E stato cosi ottenuto il costrutto ManS-GFP
utilizzato per effettuare trasformazioni transienti in
protoplasti ottenuti da foglie di tabacco (Nicotiana
tabacum L.). Dopo 18 ore di trasformazione, ManS-
GFP marca il RE corticale e la zona perinucleare; cio
indica 'immisione co-traduzionale della proteina di
fusione nel RE, in continuitd con la membrana
nucleare. Sono visibili, inoltre, delle strutture punti-

formi fluorescenti, numerose e diffuse all’'interno del
protoplasto. Esperimenti con Brefeldina A (BFA),
una tossina fungina che, inibendo la produzione di
vescicole dal RE, porta al disassemblaggio delle
cisterne del Golgi con una ridistribuzione delle pro-
teine nel RE (RITZENTHALER et 4/, 2002), hanno
evidenziato una ridistribuzione della fluorescenza
nel RE. Le variazioni nel pattern di fluorescenza di
ManS-GFP in presenza di BFA dimostrano che le
strutture puntiformi fluorescenti sono dittiosomi.
Co-trasformazioni con ST-RFP (SAINT-JORE et 4l.,
2002), marcatore fluorescente delle cisterne trans del
Golgi, hanno evidenziato una perfetta co-localizza-
zione tra ManS-GFP e ST-RFP confermando il
transito di ManS-GFP nei dittiosomi e, precisamen-
te, nel zrans-Golgi.

Dopo trattamento con cicloesimide, inibitore della
sintesi proteica che permette di visualizzare la loca-
lizzazione finale della chimera, I'unico comparti-
mento fluorescente rimane il Golgi, pertanto ManS-
GFP ha la sua stabile localizzazione finale esclusiva-
mente nei dittiosomi. La fluorescenza osservata nel
RE fino a 24 ore di espressione ¢ dovuta al transito
della proteina nel RE e non a specifici segnali di
ritenzione. I risultati ottenuti permettono di stabili-
re che ManS-GFP rappresenta un marker proteico
fluorescente utile per studiare il sorting di una pro-
teina ai dittiosomi.

Questo lavoro ¢ stato finanziato con i fondi del progetto
PRIN 2008.
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Sfruttamento della plasticitd del tonoplasto a
scopi biotecnologici

G-P. D1 SANSEBASTIANO, M. Faraco e G.
DALESSANDRO. Di.S.Te.B.A., Universita del Salento

Le piante producono un numero quasi illimitato di
metaboliti secondari, tra i quali integratori alimenta-
ri, farmaci, tossine, materiali industriali di grande
interesse e valore.

Questi elementi apportano naturalmente dei vantag-
gi alla pianta ma presentano ugualmente dei proble-
mi poiché, oltre a competere con il metabolismo pri-
mario, sono spesso tossici per la cellula stessa. Di
conseguenza I'evoluzione ha provveduto a seleziona-
re adeguati sistemi di compartimentazione associati
alla biosintesi di questi composti. Per limitare la cito-
tossicita di questi composti la cellula vegetale li accu-
mula in compartimenti con bassa attivita metabolica
come apoplasto e vacuoli.

I meccanismi di trasporto ed accumulo sono poco
conosciuti ed in questa mancanza si trova spesso la
ragione dei numerosi insuccessi collezionati in
campo biotecnologico quando si interviene unica-
mente sul pathway biosintetico nella speranza di
aumentare la resa di una determinata molecola.
Qualche recente successo, come ad esempio 'arric-
chimento di sostanze anticancro in bacche di pomo-
dori transgenici (BUTELLI ez a/. 2008), ha riportato
grande attenzione sui composti fenolici quali flavo-
noidi ed antociani. Si continua, in genere, ad indi-
rizzare gli interventi biotecnologici solo su aspetti
biosintetici e si conta su effetti indotti (e casuali) per
cio che concerne I'accumulo dei prodotti. Il compar-
timento che accumula antociani e flavonoidi, spesso
un vacuolo, non ¢ studiato e considerato con atten-
zione.

Eppure, il vacuolo in grado di accumulare una mole-
cola di interesse in condizioni ottimali, tali da
aumentarne la stabilitd e quindi la quantitd, puo
essere manipolato. Abbiamo numerosi esempi dell’e-
norme plasticitd del complesso vacuolare. Possiamo
osservare come 'espressione di diverse proteine del
tonoplasto sia capace di alterarne 'organizzazione
senza compromettere la vitalita della cellula e lo svi-
luppo normale del tessuto.

Questo ¢ sorprendente considerando il ruolo essen-
ziale di alcune funzioni vacuolari (ROJO et 4/, 2001),
ma assolutamente evidente grazie alla disponibilita di
numerosi marcatori di membrana che evidenziano
senza dubbio alcuno la plasticita di questi comparti-
menti. Compartimenti vacuolari diversi hanno,
quasi sicuramente, ontogenesi distinte ma si fondo-
no e si riorganizzano per soddisfare 'enorme varieta
di funzioni tradizionalmente attribuite al vacuolo.
Questi eventi di riorganizzazione, realizzati essenzial-
mente tramite fusione delle membrane dei distinti
tonoplasti, sono probabilmente il passaggio pit facil-
mente manipolabile.

Studi recenti hanno portato alla dissezione di passag-
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gi importanti dell’accumulo degli antociani (VERWEI
et al. 2008), con particolare attenzione su cio che
caratterizza i vacuoli coinvolti. Tali conoscenze offro-
no l'occasione di tentare una manipolazione dei mec-
canismi di accumulo dei metaboliti secondari, senza
dover necessariamente alterare pesantemente la fisio-
logia dell’intera pianta.

Gli strumenti molecolari sulle cui potenzialita stiamo
indagando sono le proteine SNARE. Tra queste
SYP51 che, sovraespressa, mostra di avere un effetto
di interferenza nel normale sviluppo dei vacuoli.
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Caratterizzazione quali-quantitativa dei carboi-
drati in sei differenti varietd di patata dolce
(Ipomea batatas L. Lam.)

C. Notaro, M.S. Lenucci, G. PIRO e G.
DALESSANDRO. Di.S.Te.B.A., Universita del Salento.

Ipomea batatas L. Lam. ¢ una specie appartenente alla
tamiglia delle Convolvulaceae, nativa delle aree tropi-
cali delle Americhe. E una pianta erbacea, perenne
con steli rampicanti, foglie lobate o palmate. Essa
presenta rizotuberi carnosi dal caratteristico sapore
dolciastro, per cui ¢ comunemente conosciuta come
“patata dolce”.

I rizotuberi di 1. batatas possono presentare differen-
ze, in base alla variet, nel colore della buccia (rossa,
viola, marrone o bianca) e della polpa, che puo esse-
re bianca, gialla o arancione.

Negli ultimi anni la patata dolce ¢ diventata oggetto
di studio in campo agroalimentare soprattutto per-
ché ¢ una coltura che si adatta facilmente alle diver-
se condizioni ambientali, non ha bisogno di partico-
lari cure colturali e presenta alte rendite in termini
produttivi di raccolto. Le patate dolci inoltre, sebbe-
ne siano comunemente conosciute come “small far-
mer’s crop”, coltivate su superfici estese, producono
enormi quantita di biomassa a basso costo.

Dal punto di vista nutrizionale i tuberi sono un’otti-
ma fonte di carboidrati ed energia (O’HAIR, 1990),
infatti, son costituiti da: 71% acqua, 17,5% amido,
7,5% altri carboidrati, 1% fibra, 1,88% proteine,
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0,2% grassi, 1% ceneri. La digeribilita dei carboidra-
ti presenti nei tuberi di patata dolce ¢ maggiore del
90% (YOSHIDA, MORIMOTO, 1958).

Piu del 95% della produzione di /. batatas deriva dai
paesi in via di sviluppo, dove costituisce, in ordine
d’importanza, la quinta coltura utilizzata a scopo ali-
mentare. In Italia, la patata dolce ¢ coltivata in
Veneto, Emilia Romagna e Lazio per la produzione
di amido, fecola e alcool. In Puglia ¢ tradizionalmen-
te coltivata in terreni marginali della provincia di
Lecce e, in minor misura, di Bari e Brindisi, dove
costituisce un prodotto alimentare “di nicchia”. E
una pianta caratterizzata da un alto contenuto di car-
boidrati, prevalentemente amido, che si accumula
nelle cellule parenchimatiche dei tuberi. La quantita
di energia giornalmente accumulata per ettaro sotto
forma di amido ¢ considerevolmente maggiore di
quella ottenuta da frumento, riso, cassava e patata
comune.

Ladattabilita della patata dolce a crescere in terreni
poveri e la richiesta di poche cure colturali rende
questa specie potenzialmente interessante come bio-
massa da utilizzare per la produzione di bio-carbu-
ranti, soprattutto perché, a differenza di altre coltiva-
zioni ricche in carboidrati amilacei, ¢ considerata una
fonte non essenziale di alimentazione nei paesi indu-
strializzati.

In questo lavoro, ¢ stata condotta una caratterizza-
zione quali-quantitativa dei carboidrati di sei diverse
varietd di patata dolce, riconoscibili da evidenti dif-
ferenze nella colorazione della polpa e della buccia,
per valutare un loro possibile utilizzo come fonte
energetica alternativa. Sono state prese in considera-
zione due varieta di provenienza locale (a pasta gialla
e buccia marrone e a pasta e buccia bianca), una cul-
tivar proveniente dal’Honduras a pasta gialla e buc-
cia violacea e tre cultivar a pasta arancione e buccia
marroncina di provenienza Israeliana, Sud Africana e
Americana.

Gli zuccheri solubili sono stati estratti con etanolo al
70%; I'amido ¢ stato idrolizzato a glucosio mediante
a-amilasi e amiloglucosidasi. I polisaccaridi di parete
(pectine, emicellulose e cellulosa) sono stati sottopo-
sti a trattamenti idrolitici sequenziali con acido tri-
fluoroacetico ed acido solforico. Gli zuccheri ottenu-
ti nelle diverse frazioni sono stati analizzati mediante
HPAEC-PAD.

Sono state evidenziate variazioni rilevanti nella quan-
tita totale di zuccheri solubili in tutte sei le varieta di
patata dolce; in particolare nella patata dolce locale a
pasta gialla la quantita totale di zuccheri solubili ¢
73,6 g/kg fw, in quella locale a pasta bianca 15,0 g/kg
fw, in quella proveniente dall’Honduras 51,4 g/kg
fw, in quella Israeliana 19,6 g/kg fw, in quella Sud
africana 65,7 g/kg fw e in quella Americana 37,3
g/kg fw. In tutte le varietd, il saccarosio ¢ risultato lo
zucchero solubile percentualmente maggiore, seguito
da glucosio, fruttosio e maltosio.

La quantitd di amido ¢ anch’essa variabile nelle sei
varietd ed ¢ compresa tra 901,4 mg/g dw nella varie-
ta proveniente dallHonduras e 376,6 mg/g dw in
quella proveniente da Israele. Lo stesso dicasi per

quanto riguarda la quantita e composizione dei poli-
saccaridi di parete derivanti da idrolisi chimica che ¢
risultata variabile tra i 127mg/g dw in quella
Americana e i 69,6 mg/g dw in quella locale a pasta
bianca.

Da questi dati si evince che la varietd locale a pasta
gialla presenta il pit alto contenuto in zuccheri solu-
bili (73,6 g/Kg fw) e il pit alto quantitativo di poli-
saccaridi strutturali e di riserva (916,3 mg/g dw),
pertanto ¢ quella potenzialmente pili idonea a essere
utilizzata come biomassa per la produzione di bioe-
tanolo.
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Analisi dei carboidrati in porzioni edibili e non
di una varietd di carciofo locale

S. Grassi, M.S. LEnuccal, E RizzeLLo, R. Russo, G.
PIRO e G. DALESSANDRO. Di.S.Te.B.A., Universita
del Salento.

Il carciofo (Cynara cardunculus L. subsp. scolymus) ¢
una pianta erbacea poliennale appartenente alla
famiglia delle Composite. Originaria del bacino del
Mediterraneo, ¢ una specie ortiva di notevole impor-
tanza nell’economia agricola italiana, dati i 50.601
ettari coltivati (ISTAT, 2008).

Il carciofo, nelle sue numerose varieta coltivate sele-
zionate nel tempo, offre una porzione edibile, rap-
presentata dall'infiorescenza immatura dotata di
brattee e ricettacolo, e porzioni non edibili, tra cui le
foglie, i gambi e le brattee esterne coriacee (scarti).
Nel complesso, costituisce una pianta rinomata per
le sue proprieté nutrizionali, preventive e curative,
correlabili al suo alto contenuto di composti biologi-
camente attivi, quali la fibra alimentare, I'inulina ¢ i
polifenoli.

In questo studio ¢ stata realizzata una valutazione
comparativa tra le porzioni edibili e non di una varie-
ta locale di questa specie ortiva, la Brindisina, allo
scopo di evidenziare le differenze nel contenuto di
zuccheri solubili, polisaccaridi di riserva e polisacca-
ridi strutturali di parete. Queste misurazioni sono
importanti parametri nella valutazione qualitativa
degli alimenti vegetali; d’altro canto, consentono di
valutare, relativamente alle porzioni non edibili,
alcuni impieghi che ne permettano la valorizzazione.
Gli zuccheri solubili, essendo composti a basso peso
molecolare, sono stati estratti dagli omogenati di cia-
scuna porzione del carciofo mediante estrazione con
etanolo al 60%. I composti polimerici, insolubili in
alcool, sono stati precipitati mediante centrifugazio-
ne andando a costituire il Residuo Insolubile in



Alcool (RIA).

Il contenuto totale in zuccheri solubili ¢ maggiore
nei gambi ed ¢ ripartito in maniera all’incirca equi-
molare tra gli zuccheri individuati, quali glucosio,
fruttosio e saccarosio. Nelle rimanenti porzioni si ha
una diminuzione in termini di quantita totale; lo
zucchero solubile prevalente ¢ il glucosio, nonostan-
te il suo contenuto sia pur sempre inferiore a quello
dei gambi. La diminuzione di glucosio, fruttosio e
saccarosio nelle porzioni che costituiscono il capoli-
no fiorale (brattee interne ed esterne) pud trovare
indirettamente una spiegazione nel loro maggior
contenuto di inulina, polisaccaride di riserva tipico
delle Composite sintetizzato a partire da saccarosio o
da glucosio e fruttosio, previa sintesi dello stesso dis-
accaride (EDELMAN, JEFFORD, 1968).

Amido ed inulina rappresentano i polisaccaridi di
riserva, stimati I'uno in base al glucosio rilasciato
mediante digestione con @-amilasi ed amiloglucosi-
dasi, laltra in base al fruttosio rilasciato mediante
digestione con inulinasi. Mentre 'amido ¢ presente
in quantita decisamente basse in tutte le porzioni, I'i-
nulina prevale nelle brattee interne (10,1 g/kg fw) ed
in quelle esterne (7,5 g/kg fw).

La maggior parte dei carboidrati che caratterizzano
ciascuna porzione del carciofo ¢ perd rappresentata
dai polisaccaridi di parete. Le pareti cellulari di cia-
scuna porzione del carciofo Brindisino sono state
sottoposte ad un’analisi quali-quantitativa degli zuc-
cheri solubilizzati mediante trattamenti idrolitici di
natura chimica (idrolisi sequenziali con TFA e
H,SO,) o enzimatica (idrolisi con Driselasi). La
parete cellulare di ciascuna porzione del carciofo
manifesta in termini generali la stessa suscettibilita ai
due differenti trattamenti idrolitici (acido ed enzi-
matico), dato che il contenuto totale degli zuccheri
solubilizzati dall’idrolisi sequenziale in TFA e H,SO;
¢ paragonabile a quello degli zuccheri solubilizzati
mediante Driselasi.

In relazione all’idrolisi chimica, la valutazione com-
parativa del contenuto totale degli zuccheri, costi-
tuenti i polisaccaridi di parete, tra le diverse porzioni
del carciofo evidenzia significative differenze: le brat-
tee esterne risultano esserne pit ricche; in particolare
i polisaccaridi di matrice contribuiscono maggior-
mente alla composizione della parete cellulare delle
stesse rispetto alla cellulosa. Vale lo stesso principio
nelle brattee interne, nei gambi e nelle foglie in cui
pero il contenuto totale dei polisaccaridi di parete
diminuisce.

Dalla tipologia degli zuccheri, analizzati mediante
HPAEC-PAD, ¢ possibile formulare un’idea di quali
siano i principali polisaccaridi costituenti le pareti
cellulari della pianta del carciofo Brindisino. Nel
complesso, si puo affermare che, nelle pareti cellula-
ri del carciofo, siano presenti omogalatturonani,
ramnogalatturonani di tipo I, arabani, galattani, ara-
binogalattani, xiloglucani, xilani, glucuronoxilani,
mannani e cellulosa.

Dunque, le brattee interne col relativo ricettacolo del
carciofo Brindisino, come quelle di altre varieta,
risultano ad alto contenuto di fibre, sia solubili che
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insolubili, data I'elevata presenza di sostanze pecti-
che, emicellulose e cellulosa. Un’altra sostanza, 'inu-
lina, che contribuisce in misura rilevante alla compo-
nente carboidratica di riserva, rende questo prodotto
un alimento particolarmente adatto ai diabetici.
Tutti gli scarti del carciofo potrebbero essere proces-
sati per isolare i polisaccaridi di parete essendo i car-
boidrati pil rappresentativi. In qualita sia di fibre ali-
mentari sia di composti bioattivi, i suddetti polisac-
caridi potrebbero essere utilizzati come additivi nella
preparazione di numerosi alimenti per migliorarne le
proprieta reologiche e nutrizionali. Tuttavia, prima
dellimpiego nell'industria alimentare, sarebbe
opportuno analizzare le proprietad organolettiche e
funzionali delle fibre isolate da questi organi.

I gambi si potrebbero prestare bene alla produzione
di bevande fermentate, dato il loro elevato contenu-
to in zuccheri solubili, tra i quali glucosio e fruttosio
sono quelli facilmente fermentabili dai ceppi tradi-
zionali di Saccharomyces cerevisiae.

Dalle brattee esterne, piti che dai gambi e dalle foglie,
si potrebbe estrarre I'inulina. Ulteriori studi per
determinare il grado di polimerizzazione dell'inulina
che caratterizza questa varieta di carciofo, sarebbero
necessari per valutare specificamente le sue proprieta
e quindi il suo possibile impiego nell'industria ali-
mentare e farmaceutica.
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Caratterizzazione biochimica degli scarti indu-
striali del carciofo: valutazione del loro potenzia-
le utilizzo per la produzione di bio-etanolo

E RizzeLLO, M.S. LENUCCI, S. GRASSI, R. Russo, G.
PIRO e G. DALESSANDRO. Di.S.Te.B.A., Universita
del Salento.

La necessita di ridurre le emissioni di gas serra e, piu
in generale, 'inquinamento atmosferico, unitamente
allimprevedibile andamento del prezzo del greggio,
stanno rapidamente spostando la convenienza eco-
nomica verso 'uso di fonti energetiche alternative.
Le biomasse sono considerate una delle pitt promet-
tenti risorse energetiche rinnovabili nell'immediato
futuro per la produzione di bio-combustibili a basso
impatto ambientale. Il pili comune bio-carburante
attualmente in commercio ¢ I'etanolo, ottenuto per
fermentazione alcolica degli zuccheri contenuti nelle
biomasse vegetali. Circa il 90% del bio-etanolo ¢
attualmente prodotto da colture agricole amidacee
(mais, riso e canna da zucchero) determinando pro-
blemi nella ripartizione di queste risorse tra uso ali-
mentare o energetico (SUN ez al., 2002). La biomas-
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sa lignocellulosica ¢ una risorsa economica, rinnova-
bile e abbondantemente disponibile; non essendo
utilizzabile per I'alimentazione umana, ¢ considerata
una alternativa interessante per la produzione di bio-
etanolo. La sua complessitd chimica e strutturale ¢,
tuttavia, uno dei principali ostacoli nel processo di
bio-conversione in zuccheri semplici e nelle successi-
ve fasi fermentative (KUMAR ez al., 2008). Per tale
ragione, la produzione di bio-etanolo da biomasse
lignocellulosiche ¢ ancora in fase sperimentale esi-
gendo una attenta ottimizzazione dell’intero proces-
so. La ricerca di enzimi e/o miscele enzimatiche in
grado di idrolizzare efficientemente il materiale
lignocellulosico, cosi come il miglioramento delle
condizioni d’idrolisi in termini di rapporto enzi-
ma/substrato, temperatura e tempo d’esercizio, ¢
fondamentale per rendere economicamente conve-
niente la produzione di bio-etanolo. La saccarifica-
zione della biomassa contribuisce, infatti, in modo
determinante al costo del processo produttivo
(TENGBORG ez al., 2001). Gli scarti agro-industriali
sono una considerevole fonte di biomassa lignocellu-
losica disponibile a costo zero. I residui vegetali
(brattee esterne, gambi e foglie) provenienti dalla
lavorazione industriale del carciofo costituiscono un
residuo orticolo ampiamente diffuso in Puglia, regio-
ne che, oltre a contribuire con pit del 30% alla pro-
duzione nazionale di quest’ortaggio, ¢ anche dotata
delle strutture necessarie alla sua trasformazione
industriale in prodotti conservieri.

In questo lavoro abbiamo caratterizzato, da un punto
di vista biochimico, gli scarti crudi e sbollentati (a
100°C per 15 minuti) derivanti da due diverse pro-
cedure industriali per la preparazione di carciofi sot-
tolio, allo scopo di valutare il loro possibile utilizzo
nella produzione di bio-etanolo. Inoltre, sono state
effettuate delle prove sperimentali per valutare la
suscettibilitd di tali scarti a tre diverse miscele enzi-
matiche (Driselasi, Cellulasi da Zrichoderma viride +
Macerozima R10 e Cellulasi da Trichoderma reesei +
Novozima 188) cercando di ottimizzare il processo
di saccarificazione.

Le analisi biochimiche hanno rivelato che la lignina
costituisce circa il 40% del peso secco (dw) di
entrambi gli scarti del carciofo, seguita dai carboi-
drati (-34,5% dw negli scarti crudi; -28,9% dw
negli scarti cotti) e dalle proteine (-14% dw indi-
pendentemente dalla cottura). In entrambi gli scarti
il contenuto lipidico ¢ risultato modesto (~4% dw)
mentre relativamente abbondante ¢ la componente
fenolica (~3,8% dw negli scarti crudi; -2,5% dw
negli scarti cotti). La frazione inorganica, rappresen-
tata dalle ceneri, ¢ risultata maggiore negli scarti
crudi (8,3%) rispetto a quelli cotti (2,6%) a causa
della perdita di sali minerali nell’acqua di cottura.
Analogamente, una consistente riduzione nel conte-
nuto di clorofille a e b ¢ evidente negli scarti sbollen-
tati (-81%) data la labilitd termica di questi pigmen-
ti. La quantita di p-carotene, pur molto bassa, non
subisce variazioni dovute al trattamento termico.
Lidrolisi della componente carboidratica con le
diverse miscele enzimatiche ha evidenziato il rilascio

di zuccheri fermentabili (esosi) ¢ non (pentosi) da
ceppi  wild-type di  Saccharomyces  cerevisiae.
Cellulasi+Novozima 188 si ¢ dimostrata essere la
miscela piu efficiente nel processo di saccarificazione
di entrambi gli scarti, determinando la conversione
del materiale polisaccaridico in zuccheri semplici
anche a basse concentrazioni di enzima (<0,5% v/v)
e concentrazioni di substrato pari al 10% w/w.
Pertanto, in virtl dell’elevato contenuto in carboi-
drati, gli scarti analizzati possono essere considerati
un’ottima fonte di zuccheri potenzialmente utilizza-
bili per la produzione di bio-etanolo; tuttavia, a
causa dell’altrettanto alto contenuto in lignina e
fenoli, sembra opportuno sottoporre tali biomasse a
pre-trattamenti estrattivi in modo da allontanare
quei composti che possono interferire con le fasi
idrolitiche e fermentative. La rimozione della lignina
e dei composti fenolici, ad esempio, potrebbe
aumentare in maniera considerevole il tasso d’idroli-
si enzimatica e permettere una ulteriore riduzione
della quantita di enzimi idrolitici (MCMILLAN,
1994). La lignina, infatti, interferisce con I'idrolisi
della cellulosa impedendo I'accesso degli enzimi,
mentre i fenoli inibiscono gli enzimi idrolitici legan-
dosi in maniera irreversibile a essi (ZHU et al., 2005).
I fenoli, inoltre, possono inibire le successive reazio-
ni fermentative grazie alla loro attivita antimicrobica
(PANAGIOTOU, OLSSON, 2007). Questi pretratta-
menti dovrebbero far parte di un processo multi-
step, dove i composti eliminati trovano applicazioni
alternative. I fenoli estratti possono, ad esempio,
essere addizionati a formulazioni nutraceutiche come
antiossidanti, mentre la lignina trova molteplici
impieghi come materiale di partenza per la produ-
zione di numerosi prodotti chimici.

In conclusione I'uso degli scarti agro-industriali pro-
venienti dalla lavorazione di materie prime locali per-
metterebbe al nostro territorio di progredire verso un
modello di sviluppo sostenibile, riducendo al con-
tempo l'inquinamento, l'incidenza di malattie ad
esso correlate e migliorando, di conseguenza, la qua-
lita della vita. Tuttavia, a causa della eterogeneita bio-
chimica delle numerose tipologie di scarti agro-indu-
striali, si rende necessaria una attenta caratterizzazio-
ne valutando, caso per caso, le migliori strategie di
utilizzo.
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Metabolismo dei frutto-oligosaccaridi in piante
tipiche del territorio pugliese

A. PARADISO!, L. MASTROPASQUA! e L. DE GARAL2,
IDipartimento di Biologia e Patologia Vegetale,
Universita di Bari. 2Centro Integrato di Ricerca,
Universita Campus Biomedico, Roma.

I fruttani sono oligosaccaridi, prevalentemente costi-
tuiti da fruttosio, che presentano un particolare inte-
resse dal punto di vista nutrizionale, in particolare
per la loro attivitd prebiotica, per I'effetto positivo
sull’assorbimento del calcio e sul mantenimento del-
lintegrita della mucosa intestinale (ROBERFROID er
al., 1998; ABRAMS et al., 2005; KLEESSEN, BLAUT,
2005).

I fruttani sono sintetizzati solo dal 15% delle
Angiosperme, tra cui le Asteraceae, Campanulaceae e
Boraginaceae tra le dicotiledoni, Poaceae e Liliaceae
tra le monocotiledoni. E noto, inoltre, che le condi-
zioni ambientali, in particolare quelle relative allo
stato idrico e termico, influenzano notevolmente il
metabolismo dei fruttani, in quanto regolano l'attivi-
ta degli enzimi coinvolti nei processi di sintesi e idro-
lisi (VALLURU, VAN DEN ENDE, 2008).

Nel nostro studio il contenuto dei fruttani & stato
analizzato in alcune piante tipiche del territorio
pugliese, scelte tra quelle appartenenti alle famiglie
notoriamente dotate del metabolismo dei fruttani.
Alcune delle piante analizzate presentano livelli signi-
ficativi di fruttani anche nelle parti eduli: Muscari
comosum (25 mg/g peso fresco del bulbo)> Asparagus
officinalis (6 mg/g peso fresco del turione) > Borago
officinalis (4 mg/g peso fresco delle foglie). Questi
dati preliminari, se confrontati a quanto riportato in
letteratura (MUIR e al., 2007), suggeriscono che le
condizioni ambientali del territorio pugliese possono
essere favorevoli all’accumulo di fruttani, anche in
piante di interesse agro-alimentare; tuttavia ¢ neces-
sario ampliare I'indagine anche ad altre fasi di svilup-
po di queste piante e ad altri periodi di raccolta.
Considerata la complessita degli studi sul metaboli-
smo in piante cresciute in campo, dovuta all'impos-
sibilita di analizzare un dato processo metabolico in
condizioni standardizzate, si ¢ pensato di realizzare
uno studio sul metabolismo dei fruttani in un siste-
ma sperimentale altamente controllato, quale una
coltura in vitro. A tal scopo si ¢ scelto di propagare
M. comosum, considerata 'elevata capacita di accu-
mulo di fruttani e il particolare carattere di tipicita di
questa pianta nel territorio pugliese. I bulbi di M.
comosum, infatti, sono impiegati da lungo tempo per
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preparare piatti e conserve tipiche.

Il prelievo degli espianti ¢ stato effettuato da bulbi
preventivamente lavati in acqua corrente e privati
delle tuniche esterne. La fase di sterilizzazione ¢ stata
completata con un lavaggio in ipoclorito di sodio
(1%) addizionato di Tween 20 (2%) e con un lavag-
gio in una soluzione biocida (PPM= Plant
Presevative Mixture- Micropoli). Gli espianti, costi-
tuiti dalle gemme apicali e da sezioni del girello, sono
stati impiantati su mezzo di coltura solido, del tipo
Murashige e Skooge, addizionato di saccarosio (3%),
PPM (0.1%) e ormoni (IAA=acido indol acetico;
BA=benzil adenina) in un range di concentrazione
compreso tra 0.8 mg/l e 1.2 mg/l per BA; 0.2 mg/l e
1 mg/l per IAA.

Le prove effettuate hanno permesso di identificare le
concentrazioni ormonali ottimali (BA: 0.8 mg/l ;
IAA: 1 mg/]) utili per la propagazione in vitro di M.
comosum.

Sulle colture, attualmente in fase di stabilizzazione, ¢
stata fatta una verifica preliminare per valutare se,
anche in queste condizioni sperimentali, sia attivo il
metabolismo dei fruttani. Le analisi effettuate evi-
denziano un significativo accumulo di tali oligosac-
caridi nei tessuti ottenuti nella coltura in vitro (19
mg/g peso fresco), anche se i livelli riscontrati sono
leggermente inferiori a quelli dei bulbi commerciali.
I germogli ottenuti saranno sottoposti a condizioni
di crescita differenti variando I'apporto ormonale, la
quantita di saccarosio nel terreno e 'esposizione alla
luce, con l'obiettivo di poter ampliare le conoscenze
sul ruolo del metabolismo dei fruttani nella crescita e
nello sviluppo delle piante ed identificare le condi-
zioni colturali pit idonee alla proliferazione e cresci-

ta dei bulbi.
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Studio dell’espressione di geni per HSP in culti-
var di grano duro (77riticum durum Desf.) con
differente capacita di acquisire termotolleranza

S. PATALEO, P. RAMPINO, E. ASsAB, M. DE PASCALI e
C. PERROTTA. Di.S.Te.B.A., Universita del Salento.
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Gli stress abiotici quali siccita, salinita, alte tempera-
ture, stress ossidativo e stress da agenti chimici tossi-
ci provocano una serie di alterazioni fisiologiche, bio-
chimiche e molecolari che influiscono negativamen-
te sul normale sviluppo delle piante e sulla produtti-
vita delle colture. In particolare I'alta temperatura
costituisce una delle modificazioni piti importanti
dell’ambiente, capace di indurre risposte adattative
negli organismi sottoposti a questo tipo di sollecita-
zione. La capacita delle piante di sopravvivere alle
alte temperature si basa su due componenti: la ter-
motolleranza costitutiva, che ¢ la capacita intrinseca
di sopravvivere alle alte temperature, e la termotolle-
ranza acquisita, cio¢ la capacita di sopravvivere a
temperature normalmente letali dopo un’esposizione
ad uno shock termico moderato (acclimatazione)
(KLUEVA et al., 2001).

Durante l'evoluzione le piante hanno selezionato
diversi meccanismi fisiologici e biochimici per adat-
tarsi e quindi per sopravvivere alle alte temperature.
Tra queste la permeabilita, la fluidita e la stabilita
della membrana cellulare (SANGWAN et al., 2002).
Infatti, la diffusione degli elettroliti dovuta alla per-
dita dell'integrita della membrana cellulare a causa
delle elevate temperature, ¢ considerata un indice del
danno causato dallo stress alla cellula. Inoltre, lo
stress termico induce la sintesi di proteine, come le
heat shock (HSP) che sono direttamente coinvolte
nella prevenzione degli effetti deleteri che le alte tem-
perature provocano a livello cellulare (MAESTRI ez al.,
2002).

Scopo di questo lavoro ¢ stato lo studio, a livello
fisiologico e molecolare, della risposta allo stress ter-
mico di una collezione di cultivar di grano duro
(Triticum durum Dest). In particolare sono state ana-
lizzate 16 diverse cultivar e ne ¢ stato determinato sia
il livello di termotolleranza costitutiva che la capaci-
ta di acquisire termotolleranza in seguito al tratta-
mento di acclimatazione prima dello shock termico.
La valutazione dei genotipi ¢ stata effettuata median-
te il test CMS (Cell Membrane Stability) (FOKAR et
al., 1998), che ¢ in grado di valutare 'ammontare del
leakage elettrolitico di tessuti vegetali sottoposti a
heat shock in vitro (52 °C), sfruttando una tecnica
conduttimetrica. Il valore che se ne ricava ¢ un indi-
ce della sensibilita o resistenza della membrana cellu-
lare e quindi della pianta allo stress termico. Il saggio
per la valutazione della termotolleranza acquisita ¢
stato effettuato su piantine di circa 10 giorni poste
per 24 ore a 34 °C con un regime di alta umidita
relativa, per fornire uno stress moderato; il test CMS
¢ stato eseguito immediatamente dopo 'acclimata-
zione. I due genotipi che maggiormente differivano
nella capacita di tollerare lo stress termico dopo il
pre-trattamento, sono stati scelti e utilizzati per le
analisi a livello molecolare. In particolare sono stati
scelti: Bradano, perché ¢ risultato uno dei pit sensi-
bili allo stress e sembra essere incapace di acquisire
termotolleranza, e Messapia che, al contrario, acqui-
sisce elevati livelli di termotolleranza dopo I'acclima-
tazione. Entrambi i genotipi sono stati esposti a dif-
ferenti condizioni di stress e successivamente ¢ stato
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analizzato il profilo di espressione di diversi geni per
HSP. Sono stati studiati il gene per HSP101C e quat-
tro geni che codificano per HSP a basso peso mole-
colare (sHSP) appartenenti a classi differenti (classe
P plastidiale, classe M mitocondriale, classe I e classe
IT citoplasmatiche). Il livello di espressione di questi
geni ¢ stato determinato in piantine di entrambi i
genotipi sottoposte a differenti regimi termici. I
risultati ottenuti hanno evidenziato che i geni HSP
sono espressi esclusivamente nelle piantine sottopo-
ste a stress termico; cid conferma il coinvolgimento
delle HSP nei meccanismi di protezione attivati dalle
piante in risposta alle alte temperature. Per la mag-
gior parte dei geni analizzati eccetto che per I’ HSP
mitocondriale non ¢ stato possibile identificare una
correlazione significativa tra il livello di espressione e
il fenotipo termotollerante. Infatti, il livello di
espressione del gene per sHSPM ¢ piu alto in
Messapia, che ¢ il genotipo termotollerante. Questo
risultato conferma i dati riportati in uno studio sui
cereali nel quale ¢ stato evidenziato che la presenza di
numerose sHSP mitocondriali come avviene in mais
¢ associata ad una termotolleranza piu alta rispetto
alla termotolleranza del grano e della segale nei quali
¢ presente solo una proteina appartenente a questa
classe (WAHID ez al., 2007). E quindi ragionevole
ipotizzare che I'accumulo del trascritto di questa
sHSP potrebbe essere utilizzato come indicatore
della termotolleranza nelle piante di grano duro.

Questo lavoro ¢ stato realizzato con i fondi del MIUR (progetto
AGROGEN) e del MIPAF (progetto SICerMe).
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Acido ascorbico ed auxina: una strana coppia per
la percezione delle condizioni ambientali e la
regolazione dello sviluppo

M.C. De Tutrio. Dipartimento di Biologia e
Patologia Vegetale, Universita di Bari “Aldo Moro”.

Le piante, come tutti gli altri organismi viventi,
devono integrare gli stimoli ambientali esterni con i
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sistemi di comunicazione operanti al loro interno (es.
stimoli ormonali) allo scopo di regolare al meglio il
proprio sviluppo. I meccanismi molecolari di inte-
grazione delle informazioni esterno/interno sono
ancora ben poco conosciuti. Lacido ascorbico (AA),
a lungo studiato esclusivamente per il suo ruolo
antiossidante, ¢ sempre pit considerato una poten-
ziale molecola segnale in grado di percepire variazio-
ni delle condizioni ambientali e tradurle in ulteriori
segnali che portano ad attivare le varie risposte del-
lorganismo (Grano, DEe TurLio, 2007).
Praticamente tutti gli aspetti dello sviluppo della
pianta sono sotto il controllo dellormone vegetale
acido indoloacetico (IAA), la principale auxina. La
possibilita di una connessione tra AA ed IAA nella
regolazione della crescita fu suggerita gia alcuni anni
fa (DE TULLIO, ARRIGONI, 1999), ed ¢ stata confer-
mata da un recente studio in cui si osserva come IAA
esogeno (1 uM) influenzi significativamente il siste-
ma del’AA in radici di L. esculentum (TYBURSKI et
al., 2008). Lenzima apoplastico AA ossidasi (AAO)
potrebbe intervenire nel cross-talk tra AA ed IAA, in
quanto ¢ noto che IAA ed altre auxine sintetiche ne
inducono lespressione. Sono stati condotti alcuni
esperimenti allo scopo di verificare l'ipotesi di una
relazione tra AA ed IAA. I dati fin qui ottenuti dimo-
strano che la somministrazione di IAA (100 nM)
induce un significativo aumento del contenuto di
AA ed un aumento dell’attivitd di AAO in apici radi-
cali di Cucurbita maxima Duchesne. Viceversa, usan-
do una linea di Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. che
esprime il gene codificante per la Green Fluorescent
Protein (GFP) sotto il controllo del promotore sinte-
tico DR5 (indotto da IAA), ¢ stato possibile osserva-
re che la tipica distribuzione di IAA nel centro quie-
scente dell’apice radicale risulta alterata in risposta a
diversi composti che modificano il contenuto di AA
ed il rapporto tra AA e la sua forma ossidata acido
deidroascorbico (DHA). Questi dati confermano
una interazione AA-JAA-AAO che sard oggetto di

ulteriori studi.
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Indagini preliminari sull’effetto di acqua ozona-
ta sui sistemi enzimatici di difesa in piantine di
Cucumis melo L.

S. DE LEONARDIS, F. CICCARESE e C. PACIOLLA.
Dipartimento di Biologia e Patologia Vegetale,
Universita di Bari “Aldo Moro”.
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Lozono (O;) ¢ una specie chimica altamente reattiva
composta da tre atomi di ossigeno. Come forte ossi-
dante (o come generatore di radicali liberi) a livello
fogliare esso puo causare differenti sintomi inclusi
clorosi e necrosi, che possono portare a seri problemi
per la sopravvivenza della pianta. Questo succede
quando la capacita di detossificazione biochimica cel-
lulare non riesce a prevenire le ossidazioni Os-indot-
te. Lozono, infatti, si decompone rapidamente nella
fase acquosa della matrice apoplastica originando spe-
cie reattive dell’ossigeno (ROS). Tuttavia, grazie alla
presenza a livello apoplastico di acido ascorbico e altri
scavengers di ROS, la maggior parte dell'ozono con
cui la pianta viene a contatto ¢ distrutto preservando
cosi lintegrita della membrana plasmatica
(CHAMEIDES, 1989; CONKLIN, BARTH, 2004). Le
ROS sono considerate, tuttavia, anche molecole
segnali che inducono il potenziamento dei sistemi
antiossidanti nei processi di detossificazione cellulare
(BOLWELL, 1999; FOYER, NOCTOR, 2005). Per contro
¢ stato riportato che I'acqua ozonata ¢ di utile impie-
go per il suo potere antibatterico e antivirale. Pertanto
sulla base di cio, attraverso approcci biochimici e fito-
patologici, sono state condotte indagini preliminari
per accertare se applicazioni limitate di acqua ozona-
ta su piantine di melone (Cucumis melo L.) possono
potenziare i meccanismi di difesa nella pianta quando
questa ¢ attaccata da funghi fitopatogeni quali
Sphaerotheca fusca (Schlecht. ex Fr.) Poll.

In particolare ¢ stata studiata I'attivita degli enzimi
“sensori” dello stress ossidativo quali ascorbato peros-
sidasi, perossidasi generiche, superossido dismutasi e
catalasi (TOMMASI ez al., 1998) in radici di piantine
di melone dopo trattamento con acqua ozonata e tra-
sferimento delle piantine stesse in terreno ed in ver-
miculite. Le analisi condotte hanno evidenziato una
differente situazione nelle risposte dell’ apparato
radicale in relazione al substrato considerato (terreno
o vermiculite). In particolare ¢ risultato che nel ter-
reno l'attivita della catalasi ¢ maggiormente poten-
ziata dopo il trattamento con acqua ozonata, mentre
Pattivita degli altri enzimi antiossidanti rimane inva-
riata. In vermiculite invece l'attivita degli enzimi stu-
diati dopo il trattamento con acqua ozonata dimi-
nuisce fino a scomparire del tutto.
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Variazioni di alcuni sistemi antiossidanti nelle
interazioni Vitis vinifera (L.) cv. Italia e funghi
associati al “mal dell’esca”

G. BrUNO, M.P. IrPOLITO, L. SPARAPANO e F
ToMMASL. Dipartimento di Biologia e Patologia
Vegetale, Universita di Bari “Aldo Moro”.

Il ‘mal dell’esca’, ampelopatia che si accompagna da
secoli alla vite, ¢ caratterizzato da sintomi che colpi-
scono gli organi interni ed esterni della pianta. Nelle
piante adulte (8-10 anni o pill vecchie) ricorrente ¢
la carie bianca del legno, spesso delimitata da aree
colonnari bruno-nerastre. In concomitanza o prima
di questi sintomi si possono notare, in sezione tra-
sversale macchie puntiformi bruno-nerastre che,
osservate in sezione longitudinale, formano striature
di colore rosa-bruno (venature brune), pitt o meno
estese a seconda dell’etd della pianta e della cerchia
legnosa colonizzata dai patogeni. Sulle foglie, nei
mesi di luglio e agosto, si osservano dapprima macu-
lature clorotiche lungo i bordi che, col passar del
tempo, confluiscono negli spazi internervali (irra-
diandosi a ventaglio), mentre le aree periferiche vira-
no ad una colorazione giallo-bruna o rosso-bruna (a
seconda delle cultivar) e le aree centrali imbrunisco-
no e necrotizzano. La somma delle alterazioni con-
duce alla facies di “tigratura”. Sugli acini, i sintomi
compaiono durante linvaiatura: piccole macchie
bruno-violacee, molto evidenti su uve bianche,
necrotiche, irregolari o confluenti fino a formare
delle aree estese. In vigneti vecchi ¢ ricorrente, nei
mesi caldi dell'anno, l'apoplessia dei tralci. Agenti
eziologici di questa complessa fitopatia sono:
Fomitiporia mediterranea Fischer (Fme), basidiomi-
cete agente della carie del legno (FISCHER, 2000), e
due micromiceti tracheifili associati alle venature
brune: Zogninia minima (Tull & C. Tull) Berl. (Tmi;
anamorfo: Phacoacremonium aleophilum W. Gams
Crows & M.]. Wingf.) e Phacomoniella chlamydospo-
ra W. Gams Crows, M.]. Wingf & L. Mugnai (Pch).
La variegata sintomatologia del ‘mal dell'esca’ ha
dapprima suggerito, e successivamente confermato, il
ruolo dei metaboliti secondari prodotti dai patogeni
nell’evoluzione dei sintomi. Infatti, Pch e Tmi, pro-
ducono in vitro ed in planta metaboliti fitotossici: a-
glucani (pullulano) e pentachetidi naftalenonici (sci-
talone e isosclerone). Queste tre sostanze, saggiate su
foglie e grappoli di vite da sole o in combinazione,
causano sintomi molto simili a quelli osservati in
campo su piante affette da ‘mal dell’esca’ (BRUNO,
SPARAPANO, 2006; BRUNO ez al., 2007). Scopo del
presente lavoro ¢ stato un’attenta indagine biochimi-
ca e fisiologica su piante sane di Vizis vinifera L. cv.
Italia, coltivata a “tendone” in agro di Noicattaro
(Bari) e su piante della stessa cultivar manifestanti
sintomi evidenti di venature brune (VB, associate
alla presenza nel legno di Pch+Tmi), e di venature
brune e carie (VB+C, associata a Pch+Tmi+Fme). Da
piante di ciascuna delle tre classi, sono state raccolte
foglie in corrispondenza di quattro fasi fenologiche:
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“foglie distese”, “allegagione”, “chiusura del grappo-
lo” e “grappolo maturo”. Nelle ultime due fasi feno-
logiche, nelle piante malate, sono state analizzate
foglie asintomatiche e foglie sintomatiche. Su cia-
scun campione di foglie raccolte sono state determi-
nate le concentrazioni di pullulano, scitalone e iso-
sclerone, clorofilla ed H,O,. Particolare attenzione &
stata rivolta ai metaboliti fitotossici di origine fungi-
na, agli antiossidanti ascorbato e glutatione, al loro
stato redox e all’attivita degli enzimi coinvolti nel
loro metabolismo. Pullulano, scitalone e isosclerone
sono risultati assenti nelle foglie raccolte nelle prime
due fasi fenologiche e presenti nelle ultime due, sia
nei campioni raccolti sia da piante con VB che da
piante con VB+C. Nessuna delle tre sostanze ¢ stata
estratta da foglie sane. La concentrazione della cloro-
filla ¢ diminuita nel corso delle quattro fasi fenologi-
che, soprattutto nelle foglie raccolte da piante con
infezione duale (Pch+Tmi) e tripla (Pch+Tmi+Fme).
La riduzione maggiore ¢ stata riscontrata nelle foglie
affette da “tigratura”. Nelle piante con sintomi di VB
e di VB + C, il contenuto in H,O, nelle foglie rac-
colte durante le quattro fasi fenologiche considerate
¢ risultato circa tre volte maggiore di quello delle
foglie di piante sane. All'incremento della H,O, si ¢
contrapposta la riduzione del contenuto di enzimi
antiossidanti e dello stato redox. Nelle fasi di “chiu-
sura del grappolo” e di “grappolo maturo”, nelle
foglie raccolte da piante infette, I'attivitd degli enzi-
mi coinvolti nel ciclo ascorbato/glutatione ¢ dimi-
nuita del 41-61% rispetto a quella riscontrata nelle
foglie di piante sane. Sembra quindi che, nel “mal
dell’esca”, determinanti chimici di virulenza dei
patogeni (fitotossine) contribuiscano alla patogenesi
ed alla manifestazione dei sintomi ed inducano nel-
lospite condizioni di stress ossidativo. In questo
stato, la pianta ospite manifestera in parte o in toto
le alterazioni biochimiche e fisiologiche determinate-
si nei tessuti attraverso i sintomi.

LETTERATURA CITATA

BRUNO G., SPARAPANO L., 2006 — Effects of three esca-asso-
ciated fungi on Vitis vinifera L. II. Characterization of
biomolecules in xylem sap and leaves of healthy and dis-
eased vines. Physiol. Mol. Plant Path., 69: 195-208.

BRUNO G., SPARAPANO L., GRANITI A., 2007 — Effects of
three esca-associated fungi on Vitis vinifera L. IV
Diffusion through the xylem of metabolites produced by
two tracheiphilous fungi in the woody tissue of grapevine
leads to esca-like symptoms on leaves and berries. Physiol.
Mol. Plant Path., 71: 116-124.

FISCHER M., 2006 — Biodiversity and geographic distribu-
tion of basidiomycetes causing esca-associated white rot in
grapevine: a worldwide perspective. Phytopath. Medit.,
45(8): S30-542.

Caratterizzazione istologica e biochimica di

tuberi di Nephrolepis cordifolia (L.) Presl

C. Fasciano!, G. Brunol, L. D’AQuINO? e E
TomMmast!. Dipartimento di Biologia e Patologia
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Vegetale, Universita di Bari “Aldo Moro”. 2ENEA,
Centro di Ricerche di Portici (Napoli).

Le Pteridofite, comunemente note come felci, sono
forse gli organismi vegetali pitt antichi al mondo. La
loro presenza, infatti, ¢ testimoniata gia a partire
dall’Era Paleozoica ed ha poi visto un incremento dal
Carbonifero (DIMICHELE, PHILLIPS, 2002). Le cono-
scenze generali su questi organismi vegetali, soprat-
tutto riguardanti gli aspetti fisiologici e metabolici,
sono ancora molto scarse sebbene esse sembrino esse-
re molto resistenti a condizioni di stress, compreso
quello derivante dal bioaccumulo di metalli pesanti
nei loro tessuti (TU et al, 2004; SRIVASTAVA et al.,
2005; GONZAGA et al., 2006; RATHINASABAPATHI et
al., 2006; OLIVARES et 4l., 2008). Fra le felci ci sono
specie esotiche che sono ormai entrate a far parte del
nostro panorama floristico in quanto largamente uti-
lizzate per scopi ornamentali, tra cui quelle apparte-
nenti ai generi Nephrolepis e Preris.

Il genere Nephrolepis, in particolare, vanta una varie-
ta di forme e specie tra le quali le due pitt comuni
sono Nephrolepis exaltata L. e Nephrolepis cordifolia
(L.) Presl. Queste due specie hanno caratteristiche
morfologiche simili a livello della parte aerea mentre
la parte ipogea presenta caratteristiche nettamente
diverse tra le due specie: N. cordifolia, infatti, possie-
de organi sotterranei detti “tuberi” che sono assenti
in N. exaltata. N. exaltata ¢ stata maggiormente stu-
diata ed in letteratura essa viene presentata come
accumulatrice di mercurio (CHEN et /., 2008), men-
tre scarse sono le informazioni riguardanti V. cordi-
folia. Lo scopo principale di questo lavoro ¢ stato
quello di indagare le caratteristiche biologiche di V.
cordifolia ed analizzare e caratterizzare i principali
sistemi antiossidanti al fine di valutare le cause della
resistenza della specie agli stress. Sono state fatte
osservazioni istologiche della fronda, del rachide e
soprattutto dei tuberi. In questi ¢ stato valutato il
contenuto d’acqua, la presenza di polisaccaridi con
tecniche sia di tipo qualitativo che quantitativo, la
presenza di metaboliti ed enzimi con funzioni antios-
sidanti. I dati ottenuti hanno dimostrato come i
tuberi siano principalmente organi di riserva di
acqua, amido, saccarosio e fruttosio. Essi contengo-
no acido ascorbico e glutatione. Indagini microsco-
piche ed isolamenti su substrati selettivi hanno evi-
denziato la presenza di endofiti fungini nella parte
radicale.
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Ruolo delle variazioni di sistemi antiossidanti
indotte dall’esposizione ad alcune “terre rare”
nelle risposte a stress abiotici in specie modello

M.P. IrroLiTO!, C. FascianO!, L. D’AQuUINO? e E
TomMasI!. Dipartimento di Biologia e Patologia
Vegetale, Universita di Bari “Aldo Moro”. 2ENEA,
Centro di Ricerche di Portici (Napoli).

Le piante sono frequentemente sottoposte a stress,
cio¢ a condizioni esterne che influenzano negativa-
mente la loro crescita, sviluppo e produttivitd. Nelle
piante gli stress inducono risposte complesse che
coinvolgono I'espressione genica e il metabolismo.
Tra le risposte riscontrate a livello cellulare in caso di
stress, vi ¢ un incremento di specie reattive dell’ossi-
geno (ROS), che comunque vengono prodotte anche
in condizioni fisiologiche durante processi quali la
respirazione cellulare e la fotosintesi, e variazioni dei
principali sistemi antiossidanti che controllano i
livelli di ROS (MITTLER, 2002). Le ROS pili comu-
nemente riscontrate nella cellula vegetale sono il
perossido d’ idrogeno e I'anione superossido. Fra i
sistemi cellulari che controllano il livello di ROS al
fine di evitare gli effetti negativi di esse (perossida-
zione lipidica, danneggiamento degli acidi nucleici e
delle proteine) vi sono metaboliti, quali I'acido ascor-
bico (ASC) e il glutatione (GSH), ed enzimi quali
quelli coinvolti nel ciclo dell’ascorbato-glutatione, la
catalasi e la superossido dismutasi.
Negli ultimi decenni si ¢ diffuso, soprattutto nei
Paesi orientali, 'uso di fertilizzanti e spray fogliari
contenenti “terre rare” con 'intento di aumentare la
produttivita e la tolleranza a stress (HU ez al., 2004).
In letteratura esistono dati che mostrano come
opportune concentrazioni di lantanio promuovono
la resistenza alla siccita (DIATLOFF ez al., 1995), ridu-
cono i danni alle membrane biologiche indotti da
stress osmotico (ZENG et al., 1999) e alleviano lo
stress ossidativo (ZHANG et al., 2003) in piante di
rano. Il lantanio inoltre riduce i danni cellulari da
freddo in cellule di mais in coltura (CHEN, L1, 2001).
Alterazioni dei sistemi antiossidanti sono state osser-
vate in Lemna minor L. con un significativo aumen-
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to delle attivita degli enzimi coinvolti nel ciclo ascor-
bato-glutatione dopo trattamenti con nitrato di lan-
tanio e con una miscela di nitrati di lantanidi in rap-
porti di concentrazione noti. Tali effetti sembrano
correlati sia alla concentrazione che alla durata del
trattamento (IPPOLITO et al., 2007). Alterazioni dei
sistemi antiossidanti sono state anche osservate in
grano (D’AQUINO ez al., 2009) e fagiolo (TOMMASI ez
al., 2000).

Scopo del presente lavoro ¢ stato lo studio degli effet-
ti di pre-trattamenti con nitrato di lantanio e con
una miscela di nitrati di diverse terre rare leggere (La,
Ce, Pr, Nd), in rapporti di concentrazione noti, nelle
risposte da stress in due specie modello, una acquati-
ca, Lemna minor, ed una terrestre, Lycopersicon escu-
lentum Mill. sottoposte rispettivamente a raffredda-
mento e a siccitd. I dati ottenuti hanno evidenziato
che benché i pre-trattamenti inducano significative
stimolazioni nei sistemi antiossidanti, non si osserva
un miglioramento nella risposta allo stress. Infatti le
piantine di L. minor risultano essere meno tolleranti
al freddo e quelle di pomodoro pit suscettibili alla
siccita. Il significato delle alterazioni degli antiossi-
danti viene discusso.
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Risposte morfofisiologiche di espianti di Lilium
‘Helvetia’ a differenti livelli di saliniti, durante
la proliferazione ‘in vitro’

M. GRAMEGNA, C. FasciaNO, G. BORRACCINO, E
ToMMASI e L. MASTROPASQUA. Dipartimento di

Biologia e Patologia Vegetale, Universita di Bari
“Aldo Moro”

Lelevata concentrazione di sali nel terreno, dovuta
anche a irrigazioni con acque salmastre, rappresenta
per le coltivazioni causa di stress che puo essere tolle-
rato in modo diverso a seconda della specie. Diversi
sono i meccanismi coinvolti nelle risposte allo stress
salino fra cui 'accumulo di soluti compatibili, come
zuccheri e amminoacidi, in vari compartimenti cel-
lulari (HASEGAWA et al, 2000; MUNNs, 2002;
BARTELS, SUNKAR, 2005). In letteratura esistono
numerosi dati relativi alla tolleranza allo stress salino
soprattutto in piante di interesse agro-alimentare
(ROUSSOS et al., 2007). Pochi studi hanno affrontato
specificatamente il problema per le piante ornamen-
tali (FORNES ez al., 2007) e in particolare per il gene-
re Lilium, benché la sua coltivazione abbia notevole
interesse economico. In un precedente lavoro ¢ stato
messo a punto un protocollo di micropropagazione
in vitro di piante di Lilium ‘Helvetia, varieta da fiore
reciso molto apprezzata e commercializzata
(D’ANIELLO ez al., 2006). In questo studio ¢ stata
saggiata la capacita rigenerativa di scaglie di bulbo di
Lilium ‘Helvetia’ su terreno addizionato di NaCl, al
fine di valutare le risposte di tale varieta allo stress
salino e ottenere informazioni utili alla selezione di
piante pre-condizionate a terreni irrigati con acque
salmastre (FRANCO ez al., 2006). Scaglie provenienti
da bulbilli coltivati su Murashighe e Skoog (MS),
sono state trasferite su MS addizionato di IAA 3,3
uM, BA 2,2 uM e saccarosio al 3%, secondo il pro-
tocollo precedentemente messo a punto (D’ANIELLO
et al., 2006). Lo stress salino ¢ stato indotto aggiun-
gendo al mezzo di coltura NaCl 10, 30 e 60 mM.
Dopo 3 mesi, in camera di crescita a 24+2°C con
fotoperiodo di 16 ore di luce d’intensita pari a 70 pm
x m2 x s'1, sono stati valutati parametri di crescita e
morfologici relativi alla numerosita, peso e dimen-
sioni dei bulbilli nati da ogni scaglia e parametri
fisiologici come il contenuto in clorofilla, acido
ascorbico, zuccheri solubili ed amido. La prolifera-
zione degli espianti si ¢ verificata in tutte le condi-
zioni di salinita e in presenza di terreno con NaCl 60
mM si sono formati numerosissimi bulbilli se pur di
dimensioni ridotte. Lo stato redox dell’ascorbico,
come rapporto AA/AA+DHA, mostra un incremen-
to all’aumentare della salinita del terreno e cid sugge-
risce un potenziamento dei sistemi antiossidanti che
controllano le specie reattive dell'ossigeno prodotte
in maggior quantita in conseguenza dello stress sali-
no. Il contenuto degli zuccheri solubili rimane inva-
riato all’aumentare della salinitdh mentre I'amido, di
cui i bulbilli - essendo strutture di riserva - sono par-



16

ticolarmente ricchi, diminuisce soprattutto in pre-
senza di NaCl 60 mM. Tali dati suggeriscono che la
varieta tollera elevate concentrazioni di sale e che il
protocollo di micropropagazione risulta essere effica-
ce anche alle massime concentrazioni di NaCl, pro-
ducendo bulbilli di minori dimensioni, ma in nume-
ro elevato. Ulteriori studi saranno condotti per
meglio caratterizzare i cambiamenti fisiologici e
metabolici in risposta allo stress salino valutando,
inoltre, la capacita di sviluppo di piantine ottenute
dalle subcolture in terreni a differente salinita.
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Sulla presenza di una nuova associazione a
Thymus capitatus (L.) Hoffmanns. & Link e
Fumana scoparia Pomel nell’Arco Jonico taranti-

no (Puglia)

L. Forte!, F. CARRUGGIO? e F. MANTINO3.
IDipartimento di Scienze delle Produzioni Vegetali -
Museo Orto Botanico, Universita di Bari.
2Dipartimento DACPA, Universita di Catania.
3Dipartimento DiSACD, Universita di Foggia.

Fumana scoparia Pomel ¢ specie stenomediterranea
diffusa in maniera localizzata e discontinua a partire
dalla Spagna ed il Nord-Africa fino al Libano e alla
Siria, su rupi calcaree e in garighe, a quote comprese
tra 0 e 800 m s.m., ma anche fino a 2000 m s.m. in
Africa settentrionale (BALDINI, 1999). In Italia &
estremamente localizzata, essendo stata segnalata nel
‘800 in stazioni isolate solo in tre regioni, Sicilia,
Puglia sul Promontorio del Gargano e Toscana
all'Isola del Giglio, ma riconfermata solo in quest’ul-
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tima (BALDINI, 1999). Dalla letteratura, infatti, non
risultano dati recenti circa la presenza di questa enti-
ta in Puglia e Sicilia (SCOPPOLA, SPAMPI-NATO, 2005;
GIARDINA et al., 2007), sebbene CONTI et al. (2005)
la riportino per la Sicilia. Recentemente, tuttavia, ¢
stata rinvenuta in Puglia nel territorio dell’Arco
Jonico tarantino ed in Basilicata a Matera
(CARRUGGIO, FORTE, in stampa) in garighe camefiti-
che, dove concorre con Thymus capitatus (L.)
Hoffmanns. & Link a determinarne la fisionomia.
Per fornire un contributo all'inquadramento sinsiste-
matico di queste garighe ¢ stata condotta un’analisi
della vegetazione sulla base di 21 rilievi fitosociologi-
ci eseguiti con il metodo della scuola sigmatista di
Zurigo-Montpellier nel territorio dell’Arco Jonico
tarantino compreso tra i comuni di Ginosa e Statte.
I rilievi sono stati sottoposti ad analisi statistica con
tecniche di classificazione ed ordinamento, utilizzan-
do i valori di copertura trasformati secondo la scala
di van der Maarel. La matrice iniziale & stata ottenu-
ta eliminando tutte le specie con frequenza inferiore
al 10% ed i rilievi sottoposti a classificazione gerar-
chica con la tecnica del legame medio sulla base della
matrice di dissimilaritd, calcolata con il reciproco
della funzione similarity ratio. Impiegando la stessa
matrice, i rilievi sono stati ordinati attraverso
I’Analisi delle Coordinate Principali.

Sulla base dell'analisi floristico-sociologica per le
garighe in esame si propone listituzione di una
nuova associazione (Fumano scopariae-Thymetum
capitati) che, seguendo la revisione sintassonomica di
BionDI  (2000), viene riferita  all’ordine
Rosmarinetalia officinalis Br.-Bl. ex Molinier 1934
della classe Rosmarinetea officinalis Rivas-Martinez,
T.E. Diaz, E Prieto, Loidi & Penas 1991. Le garighe
riferibili a questa associazione si rinvengono tipica-
mente su substrato roccioso di natura calcarea, a
quote comprese tra circa 100 e 300 m s.m., in aree
con fitoclima mesomediterraneo oceanico a tenden-
za continentale (Ic > 17), con ombrotipo secco o
sub-umido. In esse a 7. capitatus e E scoparia si asso-
ciano, a volte con discreti valori di copertura, anche
Fumana thymifolia (L.) Spach., Fumana ericoides
(Cav.) Gand., Helianthemum jonium Lacaita,
Satureja cuneifolia Ten. e, con minore frequenza,
Fumana laevis (Cav.) Pau. Questa nuova associazione
si distingue dalle altre descritte per I'alleanza Cisto
eriocephali-Ericion multiflorae Biondi 2000, a cui
anch’essa viene riferita, per la presenza delle specie
considerate caratteristiche e/o differenziali F scopa-
ria, S. cuneifolia, Jurinea mollis (L.) Rchb. subsp.
mollis e Linum austriacum L. subsp. tommasinii
(Rchb.) Greuter & Burdet. Le ultime tre, in partico-
lare, sono tutte interessanti specie del contingente
floristico orientale che permettono di distinguere
questa associazione dalle altre floristicamente analo-
ghe ed in modo specifico da Rosmarino-Thymetum
capitati Furnari 1965 e da Helianthemo jonii-
Thymetum capitati Biondi & Guerra 2008, recente-
mente descritta per questo stesso territorio (BIONDI,
GUERRA, 2008). Oltre all’aspetto tipico (fumaneto-
sum scopariae), anche sulla scorta dei risultati della
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classificazione e dell’ordinamento, ¢ possibile distin-
guerne uno maggiormente termofilo. Quest'ultimo,
che si propone di inquadrare nella subassociazione
Sfumanetosum laevis, si differenzia per la presenza di £
laevis e Pinus halepensis Mill., oltre che per una
minore partecipazione di ¥ ericoides ed una maggio-
re presenza in termini di copertura di S. cuneifolia e
Rosmarinus officinalis L. Lassetto corologico della
nuova associazione proposta ¢ caratterizzato netta-
mente da specie circummediterranee. La significativa
partecipazione di specie endemiche, subendemiche e
del  contingente floristico orientale  (Est-
Mediterranee e SE-Europee) permette di differen-
ziarla nell’ambito di syntaxa mediterranei a carattere
centro-occidentale a cui ¢ riferita e ne evidenzia I'im-
portanza fitogeografica. La presenza, infine, con fre-
quenza elevata di H. jonium, Hippocrepis glauca Ten.
e Stipa austroitalica Martinovsky subsp. austroitalica
permette di ipotizzare l'istituzione di una nuova sub-
alleanza (Helianthemenion jonii) nell’ambito di Cisto-
Ericion multiflorae, che raggrupperebbe le comunita
di gariga su substrato roccioso calcareo dell'Italia
sud-orientale. Infatti, I'analisi comparata, svolta per
ora solo a livello qualitativo, delle garighe indagate e
di altre floristicamente analoghe presenti in Puglia e
Basilicata ha evidenziato la costante presenza delle
specie in precedenza indicate.
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Indagini preliminari per lo studio dell’ecologia
della germinazione dei semi di Phillyrea latifolia L.

L. FORTE, S. ANIFANTIS, V. CAVALLARO e E
MACCHIA. Dipartimento di Scienze delle Produzioni
Vegetali - Museo Orto Botanico, Universita di Bari

“Aldo Moro”.

Phillyrea latifolia L., arbusto o piccolo albero sem-
preverde della famiglia delle Oleaceae, ¢ specie steno-
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mediterranea ampiamente diffusa nei boschi e nelle
macchie sempreverdi a distribuzione circummediter-
ranea della classe Quercetea ilicis Br.-Bl. ex A. & O.
Bolos 1950. Meno termofila rispetto alla affine
Phillyrea angustifolia L. (PIGNATTI, 1982), in Italia &
presente in tutte le regioni fatta eccezione di
Piemonte e Valle d’Aosta (CONTI ez al., 2005). I frut-
ti sono delle drupe sub-sferiche monosperme lunghe
sino ad 1 cm, arrotondate o appiattite all’apice, mai
acuminate (TUTIN et al., 1972; PIGNATTI, 1982), ini-
zialmente di colore rosso, poi nere a maturita tra
ottobre e dicembre. In questa specie, come nella con-
genere e, comunque, come avviene per tutte le specie
a frutti carnosi appetibili dagli animali, la dispersio-
ne dei semi ¢ endo-zoocora, e nello specifico operata
da uccelli frugivori di piccola e media taglia
(HERRERA, 1984; HERRERA et al, 1994; DEBUS-
SCHE, ISENMANN, 1994; HERRERA et 4/, 1998). In
letteratura ¢ noto che questa modalita di dispersione
pud o no incidere sul processo germinativo; nei semi
a dormienza fisica ne pud indurre la rottura mentre
in quelli che non hanno questo tipo di dormienza
pud aumentare o diminuire oppure lasciare inaltera-
ta la percentuale di germinazione (BASKIN, BASKIN,
2001). Nella letteratura scientifica e tecnica, infine, &
riportato che i semi di P latifolia presentano una
duplice dormienza (una fisica ed una dovuta ad ini-
bitori presenti nell’endosperma) (HERRERA ez al.,
1994; GARCIA-FaYOs, 2001) e che per la propagazio-
ne per seme sono necessari trattamenti di scarifica-
zione meccanica o chimica in acido solforico per 30
minuti (GARCiA-Fayos, 2001; PiorTo, D1 Noi,
2001).

Sulla scorta di queste considerazioni e del fatto che
non sono noti studi specifici sul comportamento ger-
minativo dei semi di P latifolia in condizioni con-
trollate, sono state avviate, ed in parte concluse,
prove di germinazione in laboratorio ed in campo al
fine di indagare il processo germinativo di due popo-
lazioni pugliesi della specie. In questo contributo si
riportano solo alcuni dei dati relativi alle prove con-
dotte in laboratorio su semi provenienti dal “Bosco
Isola” di Lesina (Foggia), finalizzate a valutare I'effet-
to della temperatura, del pericarpo carnoso (polpa),
della scarificazione chimica e del chilling sulla germi-
nazione. Con il termine “seme” ¢ indicato 'insieme
del seme e dell'endocarpo legnoso.

Dai risultati ottenuti con le prove effettuate in celle
termostatate, al buio ed a differenti temperature
costanti (3, 6,9, 12, 15, 21 e 24 +1 °C) su semi privi
di e con polpa, emerge che, una volta rimosso il peri-
carpo carnoso, i semi non mostrano dormienza né di
tipo fisico né di tipo fisiologico. Non ¢ presente,
inoltre, neppure una dormienza secondaria indotta
dalle basse temperature, come mostrano i risultati
delle le prove di chilling condotte alle temperature di
3 ¢ 6°Ce con durata di 15 e 30 giorni. Leffetto della
temperatura sul processo germinativo ¢ risultato sta-
tisticamente significativo (F=333,4; p<0,001). Alla
temperatura costante di 15 °C la percentuale di ger-
minazione ¢ risultata massima (> 90%), mentre alle

temperature pilt basse (3-9 °C) ed a quella piu alta
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(24 °C) ¢ diminuita sino ad annullarsi, ma sempre
senza incidere sulla vitalita dei semi. Il confronto tra
i risultati ottenuti con le prove di scarificazione chi-
mica (acido solforico al 97% per 10, 20 e 30 minu-
ti) ed il controllo non mostra differenze statistica-
mente significative nella percentuale di germinazione
(F=1,02; p>0,05) ma solo nei tempi medi di germi-
nazione (F=9,1; p<0,01), che sono di poco pit brevi
per i semi scarificati. Questi risultati evidenziano che
I'ingestione dei frutti da parte degli uccelli ed il pas-
saggio attraverso il loro sistema digerente non incide
in maniera importante sul processo germinativo,
anche perché la pit elevata differenza riscontrata nei
tempi medi di germinazione ¢ al massimo di 20 gior-
ni. La predazione dei frutti di questa specie da parte
dell’avifauna, quindi, svolgerebbe solo la funzione di
rimuovere la polpa e con essa gli inibitori della ger-
minazione evidentemente presenti.
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Caratteristiche microclimatiche e geobotaniche
della grotta turistica “La Zinzulusa” (Castro,
Lecce)

D. D’AcosTtiINOL2, L. BECCARISI3, S. SIVIEROZ, R.
CATALDO? e V. ZUCCARELLO3. !Scuola Superiore
ISUFI, Universita del Salento. 2Dipartimento di
Scienza dei Materiali, Universita del Salento.
3Di.S. Te.B.A., Universita del Salento.
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La Grotta Zinzulusa rappresenta una delle piu inte-
ressanti manifestazioni del fenomeno carsico nel ter-
ritorio salentino e risulta tra i siti pilt importanti dal
punto di vista biospeleologico, a livello internaziona-
le, per la ricchezza di specie animali endemiche
(PESCE, 2001). Lapertura al pubblico ed il numero-
so flusso di turisti a partire dagli anni 50
(CICCARESE, PESCE, 1999) ha determinato una tra-
sformazione dell’ambiente originario. In particolare,
un inadeguato impianto di illuminazione a luce
incandescente ha favorito lo sviluppo di colonizza-
zioni vegetali fototrofiche, normalmente assenti in
grotta, ed ha costituito un fattore di disturbo per le
specie faunistiche. Con lo scopo di risolvere tale pro-
blema, nel marzo del 2008 ¢ stato installato un
nuovo impianto di illuminazione a luce fredda (/ed),
avente caratteristiche relativamente pitt compatibili
con 'ambiente ipogeo. Il presente studio ¢ finalizza-
to a determinare le condizioni microclimatiche e le
caratteristiche delle comunita vegetali della grotta. I
risultati preliminari sono riportati in questa nota sin-
teticamente.Da dicembre 2007 dieci sensori rilevano
in continuo temperatura ed umidita all'interno della
grotta. Fino a circa meta percorso, lungo circa 150
m, le caratteristiche microclimatiche risentono del-
I'ambiente esterno. Il sensore posto all’ingresso della
grotta registra medie mensili comprese nell'intervallo
12.6-22.6 °C, corrispondenti rispettivamente ai mesi
di febbraio ed agosto, mentre gli altri registrano range
di temperature progressivamente minori, in funzione
della loro posizione pil interna alla grotta. Cumidita
relativa raggiunge il valore di saturazione dopo circa
90 m dall'ingresso, e resta tale per il resto del percor-
so. Sono state inoltre realizzate due serie di misure di
luminosita all'interno della grotta con lausilio di un
luxmetro, prima e dopo la sostituzione dell'impianto
d’illuminazione. Da queste si osserva come I'intensi-
ta luminosa nella grotta sia aumentata a seguito del
cambiamento dell'impianto; nonostante cio, la dis-
tribuzione della luce nello spazio ¢ pit consona all’-
habitat naturale delle specie faunistiche. In merito
alle caratteristiche geobotaniche, la ricerca si articola
in due fasi:

1) La definizione delle principali comunita vegetali
presenti in grotta ¢ stata effettuata attraverso un cam-
pionamento distribuito su tutta la planimetria della
grotta.

2) La risposta delle comunita vegetali alla luce ¢ stata
studiata attraverso un campionamento sistematico
lungo transetti disposti radialmente intorno alle lam-
pade, lungo i quali sono stati rilevati i tipi di comu-
nita presenti e I'intensita luminosa ogni 30 cm.
Nella zona subliminare si riscontra la presenza di for-
mazioni dense e compatte di licheni, briofite e pteri-
dofite. Nella zona interna, dall’esame microscopico
dei campioni raccolti sulle superfici esposte all’illu-
minazione artificiale, risulta la presenza di alghe verdi
endolitiche (Chlorophyta), cianobatteri (Cyanophyta,
tra cui predominano colonie del tipo Merismopedia
sugli apici stillicidiosi delle concrezioni calcitiche),
talli di briofite poco sviluppati e piccoli licheni.
Relativamente a questi ultimi, da un primo screening,
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sono state individuate sette entitd differenti. In
assenza di luce, mancano le specie fototrofiche e si
rinvengono solo miceli fungini, normalmente distri-
buiti all'interno di strutture vermiformi o in estese
colonizzazioni biancastre. In Fig. 1 sono rappresenta-
ti i dati di un transetto. Nel caso specifico, la comu-
nita 1 (rappresentata da soli miceli) esprime il carat-
tere di maggiore sciafilia, sviluppandosi a intensita
luminose inferiori. Le comunita 2 (costituita da
miceli ed alghe verdi) e 3 (costituita solo da alghe
verdi) si alternano senza rispondere selettivamente
allilluminazione; per cui altri fattori potrebbero esse-
re coinvolti nel fenomeno.In conclusione, il monito-
raggio compiuto sino ad oggi ed ancora in corso rive-
la come la decennale esposizione delle pareti della
grotta allilluminazione artificiale abbia favorito I'in-
staurarsi di una ricca e complessa flora crittogamica,
organizzata in comunita che si distribuiscono seletti-
vamente lungo il gradiente di illuminazione; questo
fenomeno ¢ percepibile a diversi livelli di scala, sia
lungo lasse dall’esterno allinterno della grotta, sia
radialmente intorno ai punti luce artificiali. Dai dati
registrati sino ad oggi, si evince che quasi tutte le
comunita fototrofiche trovano il loro optimum ecolo-
gico nel breve intervallo compreso tra 50 e 150 lux e
sono escluse sia a valori piu elevati di intensita lumi-
nosa che a valori piti bassi. Risulta significativo come
le comunita fototrofiche evitino le elevate intensita
luminose, e questo rappresenta verosimilmente un
successo, seppur parziale, raggiunto con l'installazio-

Fig. 1

Distribuzione dei principali tipi di comunitd presenti e
della variabile illuminazione lungo uno dei transetti rea-
lizzati, interposto tra due punti luce.

Community typology distribution and light intensity for
a transept placed between two lighting spots.
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ne del nuovo impianto di illuminazione. Nonostante
lintensita luminosa nella grotta sia generalmente
aumentata a seguito del cambiamento dell'impianto,
le nuove lampade a /ed riscaldano meno ed emettono
in un 7ange di frequenza molto ridotto. Lattuale
situazione, oltre a non favorire lo sviluppo di comu-
nita biologiche estranee alla grotta nelle immediate
vicinanze dei punti luce, appare pil efficace anche
dal punto di vista della sicurezza per i visitatori. Le
comunita presenti all'interno della Grotta Zinzulusa
sono costituite da crittogame afferenti a diversi phyla.
Lobiettivo di determinare in maniera raffinata tutti
gli organismi presenti ¢ per il momento, date le
modeste risorse disponibili, un obiettivo ambizioso
da raggiungere. Nonostante cio, questi risultati rap-
presentano una prima tappa da cui ripartire per i
futuri sviluppi della ricerca.
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Laghi e d-;l)ozzclle, gli habitat effimeri del Salento:

il caso di “Laccu Feretru”

P ERNANDES, E. PRONTERA, L. BECCARISI e V.
ZUCCARELLO. Di.S.Te.B.A., Universita del Salento.

Il territorio salentino, per la sua natura carsica e per
le sue condizioni climatiche, ¢ considerato povero di
acque superficiali; tuttavia, esistono alcuni siti di
acque interne, molti dei quali ascrivibili alla catego-
ria di habitat delle acque dolci lotiche stagionali.
Sebbene siano, in genere, di modeste dimensioni e
fortemente influenzate dalla presenza dell'uomo, tali
siti ospitano comunita vegetali del tutto peculiari e
meritevoli di essere tutelate. Da un’attenta lettura
delle carte IGM 1:25.000 si nota la diffusione di
alcuni “idrotoponimi” come lago, palude, pozzo,
lama, conca. In molti casi il toponimo “lago” risulta
associato ad un habitat considerato prioritario dalla
Direttiva Europea 92/43/CEE che prende il nome di
“Stagni temporanei mediterranei” (Codice Natura
2000: 3170). Si tratta di un habitat di acque dolci,
profonde pochi centimetri, con una vegetazione
semiacquatica a terofite e geofite mediterranee affe-
renti alla classe fitosociologica  dell Isoeto-
Nanojuncetea distribuita nei territori europeo-medi-
terranei (BRULLO, MINISSALE, 1998; EUROPEAN
CoMMISSION DG ENVIRONMENT, 2003).

Loggetto di questo studio sono delle particolari
forme carsiche di dimensioni variabili generalmente
con un perimetro subcircolare denominate “laghi”
“lacchi” o “pozzelle” secondo il dialetto locale e che,
per la loro struttura geologica e topografica, si riem-
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piono d’acqua durante la stagione invernale e si pro-
sciugano in estate.

Lo scopo del lavoro ¢ quello di mettere in evidenza
I'importanza naturalistica di queste particolari forme
carsiche e di descrivere la flora e la vegetazione pre-
senti al loro interno nonché il pattern di distribuzio-
ne spaziale; come caso studio rappresentativo ¢ stato
preso in considerazione un sito presente nel territo-
rio salentino e precisamente nel comune di Soleto
(Lecce): si tratta di una depressione doliniforme che
si riempie d’acqua nella stagione invernale e si pro-
sciuga in estate.

Tutto cio serve ad approfondire le conoscenze relati-
ve all’habitat e fornire un utile supporto ai fini di una
corretta conservazione.

I campionamenti sono stati effettuati nei mesi di
Aprile e Maggio; sono stati utilizzati dei plot aventi
dimensioni 30x30 cm, disposti lungo un transetto ad
una distanza di 50 cm l'uno dall’altro; i transetti
sono orientati secondo il criterio di massima eteroge-
neitd in modo da rilevare tutti i possibili tipi di vege-
tazione presenti nel sito; ogni plot ¢ composto da 9
subplot di dimensioni 10x10 cm; ad ogni specie
individuata ¢ stato assegnato un valore di copertura
in maniera visuale per ogni plot. Le nove stime ven-
gono successivamente sommate ed espresse in per-
centuale secondo la metodologia proposta da
GRILLAS et al. (2004). Ad ogni rilievo viene associata
una misura della profondita dell’acqua e del suolo,
nonché la percentuale di rocciosita. I dati raccolti in
campo sono stati riportati in una matrice specie-rilie-
vi con all'interno le coperture espresse in percentua-
le per ogni specie. Le specie sono classificate secondo
PIGNATTI (1982) e TUTIN et al., (1968-1980). Lo
spettro biologico viene formulato sulla base delle
forme biologiche di Raunkiaer, cosi come riportano
in PIGNATTI (1982). I dati della matrice specie-rilie-
vi sono stati sottoposti a classificazione; dai gruppi
risultanti sono state definite le “fitokoine”, consorzi
di specie che emergono dalla classificazione, in quan-
to caratterizzano gruppi floristicamente simili.
Lelenco floristico comprende 31 zaxa sub generici la
cui forma dominante ¢ rappresentata dalle terofite
scapose; dall’analisi dello spettro corologico emerge
che la grande maggioranza di esse ha un areale di dis-
tribuzione di tipo eurimediterraneo.

Queste doline sono accomunate dalla presenza, al
loro interno, di fitocenosi afferenti all’habitat degli
Stagni temporanei mediterranei, con aspetti vegeta-
zionali peculiari, rari e poco conosciuti, legati alla
durata del periodo di sommersione del suolo.

Sono state individuate 7 “fitokoin¢ che vengono di
seguito descritte: 1) fitokoine ad Eleocharis palustris
(L) R. et S.: essa & caratterizzata dalla dominanza di
questa specie a cui si associa Ranunculus sardous
Crantz. E una cenosi igrofila a carattere anfibio lega-
ta a substrati melmosi sommersi per buona parte del-
'anno che resiste anche a brevi periodi di prosciuga-
mento del suolo durante lestate.

2) fitokoine ad Eryngium barrelieri Boiss, specie di
Lista Rossa Regionale (CONTI ¢z al., 1997); tale comu-
nitd ¢ a ciclo tardo primaverile-estivo e risulta essere
legata al progressivo abbassamento del livello idrico.
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Un ruolo di particolare rilievo fisionomico ¢ la fito-
koine 3) ad Agropyron repens (L.) Beauv., graminacea
stolonifera che costituisce il tratto di unione tra gli
aspetti igrofili e quelli delle zone marginali, che risen-
tono dell'influenza delle coltivazioni e della vegeta-
zione ruderale. Le fitokoine 4) ad Erophyla verna (L.)
Chevall e 5) a Poa annua L. riguardano I'aspetto pit
marginale e debolmente nitrofilo dello stagno. Si
tratta di cenosi a carattere effimero costituite da tero-
fite a ciclo primaverile che risentono dell’influenza
della vegetazione ruderale circostante. Nonché del
disturbo antropico e delle arginature in pietra.

La fitokoin¢ 6) a Ranunculus muricatus L. rappresen-
ta I'aspetto di maggiore xericitd considerato il gra-
diente idrologico, e si ritrova in zone quasi prive di
vegetazione probabilmente soggette a tipi di disturbo
quali incendi e/o utilizzo di diserbanti.

La fitokoiné 7) & caratterizzata da Carex divisa (L.)
Hudson var. chaetophylla (Steudel) Daveau, che
costituisce pratelli sub-igrofili quasi monofitici che
tollerano una parziale sommersione ma che si adatta-
no a condizioni di marcata xericitd durante la stagio-
ne estiva.

Le comunita vegetali igrofile che si rinvengono all’in-
terno dei “laghi” costituiscono aspetti naturalistici
peculiari, rari e percio meritevoli di conservazione.
Questo studio rappresenta il primo caso di analisi di
dettaglio dell’habitat denominata doline.
Lapproccio fornisce le basi per il monitoraggio sta-
gionale di questi habitat e potrebbe risultare utile ai
fini della gestione e conservazione degli stessi.
Nonostante cio, tali sistemi sono soggetti al disturbo
antropico o al pascolamento, che possono causare
lalterazione delle caratteristiche idrologiche, della
qualita delle acque e le funzioni ecologiche di questi
ambienti gia di per sé altamente vulnerabili a causa
delle ridotte superfici.
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Screening sulla capacitd delle pseudomonadi
fluorescenti rizosferiche e non rizosferiche di
produrre siderofori
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Lo studio dettagliato della rizosfera ha svelato che
nella comunitd microbica sono riconoscibili micror-
ganismi, soprattutto batteri, deleteri o benefici, a
seconda delle attivita che essi svolgono: i primi sono
individuati dalla sigla DRMO (Deleterious
Rhizosphere MicroOrganisms), mentre i benefici
sono indicati con la sigla PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) (SCHIPPERS ez a/., 1987). 1
DRMO non parassitizzano i tessuti radicali, ma pro-
ducono metaboliti secondari che hanno leffetto di
alterare la disponibilita di H,O, P e K, di modificare
la struttura e la permeabilita cellulare, la secrezione di
acidi, polisaccaridi e enzimi vegetali. Tra gli altri
metaboliti si ricordano alcuni antibiotici dannosi per
le cellule vegetali e soprattutto 'HCN, notoriamen-
te deleterio per le catene respiratorie. I PGPR, inve-
ce, stimolano con giuste dosi di sostanze ormonali la
crescita ottimale delle radici, aumentano la disponi-
bilita di sostanze minerali, svolgono un’azione anta-
gonistica verso i DRMO e i microrganismi patogeni
e possono anche indurre resistenza sistemica agli
agenti patogeni (GLICK, 1995). Il piti delle volte, si
tratta di batteri del genere Pseudomonas che produ-
cono pigmenti giallo-verdi i quali conferiscono alle
colonie fluorescenza in luce UV. Essi riescono ad
interagire con DRMO e patogeni occupandone la
stessa nicchia ecologica e competendo con loro
soprattutto per l'assimilazione del ferro, elemento
essenziale. Il ferro in un terreno areato ed avente un
valore di pH da neutro ad alcalino si trova in gran
parte sotto forma di precipitati di ossidi e idrossidi
ferrici. La strategia per acquisire il ferro, messa in atto
da molti microrganismi, ¢ quella di produrre i side-
rofori, molecole organiche che, rilasciate nell'am-
biente, solubilizzano e trasportano il Fe3+. La biblio-
grafia lascia intendere un ruolo assai importante delle
pseudomonadi fluorescenti del terreno nei confronti
sia della nutrizione, sia della sanita delle piante. II
lavoro ha avuto lo scopo di quantificare ed isolare le
pseudomonadi fluorescenti presenti nella rizosfera di
piante ortive e nel terreno circostante, e di caratteriz-
zare i ceppi batterici relativamente alla produzione di
siderofori, spingendosi alla determinazione dell'iden-
tita tassonomica specifica di certi ceppi considerati
rappresentativi della collezione. E stata, quindi,
esplorata la possibilita che i terreni esaminati possa-
no costituire un’utile sorgente di ceppi batterici del
tipo PGPR, e pertanto siano suscettibili di un even-
tuale successivo impiego in pieno campo. Oltre il 97
% dei ceppi isolati ¢ risultato produttore di siderofo-
ri, lasciando intendere che tale fenomeno conferisca
un vantaggio competitivo negli habitat osservati.
Inoltre, con i sistemi di identificazione adottati, solo
sei ceppi sono stati individuati univocamente come
P fluorescens (Flugge) Migula (tre) e P putida

Trevisan. (tre).
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Studio sulle capacita di Aphanocladium album di
controllare alcune patologie della fillosfera

I. GARUCCIO, A. PAGLIARULI e G. CECI. Dipartimen-

to di Biologia e Patologia Vegetale. Universita di
Bari, “Aldo Moro”.

Il controllo biologico dei patogeni fungini vegetali
con microrganismi antagonisti rappresenta una vali-
da alternativa all'uso dei prodotti chimici in agricol-
tura.

Tra gli antagonisti microbici efficaci contro le malat-
tie fungine della parte aerea delle piante si propone
particolarmente idoneo UAphanocladium album
(Preuss) W. Gams per le sue caratteristiche biologi-
che di rapida crescita con abbondante fruttificazione
anche su substrati poveri, di sopravvivenza sul fillo-
plano e per i suoi meccanismi di iperparassitismo.
La sua attivita micoparassitica necrotrofica ¢ legata
alla produzione di enzimi idrolitici i quali agiscono
degradando la parete cellulare di molti funghi fitopa-
togeni. In particolare la chitinasi agisce sulla chitina
(componente della parete cellulare) idrolizzando il
legame B1,4 N-acetil-D-glucosammina e liberando
una serie di monomeri e dimeri utilizzati da A. album
come sostanze nutritive (Koc ez al, 1981;
SCRIVASTANA et al., 1985; KUNZ et al., 1992).

In studi recenti ¢ stata valutata lattivita chitinolitica
di alcuni isolati di A. album (Mx-93; 411,34;
165,45). (Garucclo, CEcr, 2007).

Da questa indagine ¢ emerso che tra le popolazioni
di A. album esiste variabilita di comportamento per
lattivita chitinolitica e che I'elevata attivitd enzimati-
ca osservata nell'isolato Mx-93 di A. album. lo pro-
pone come un antagonista molto versatile con possi-
bilita di impiego nella lotta biologica ed integrata
contro vari patogeni fogliari fungini di piante agrarie
ortive.

Lisolato Mx-93 di A. album (CICCARESE et al., 1997)
¢ stato pertanto utilizzato per prove di lotta biologi-
ca contro l'oidio del pomodoro e dello zucchino
[rispettivamente Oidium lycopersici Cooke & Massee
e Sphaeroteca fuliginea (Schltdl.) Pollacci] e contro la
cladosporiosi del pomodoro (Cladosporium fulvum
Cooke). I saggi sull’efficacia di A. album sono stati
condotti in serra spruzzando sulle piante una sospen-
sione conidica ottenuta dalla omogenizzazione di
colonie di A. album sviluppatesi in substrato liquido.
Lestensione della malattia su piante trattate si ¢
dimostrata dal 25% al 40%, mentre su quelle non
trattate ¢ pari al 50% - 60%, mettendo in evidenza
che 'antagonista pur non avendo un effetto risoluti-
vo della malattia manifesta significative capacita di
contenimento dell’ infezione (CICCARESE et al,
2001a, b).
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In conclusione l'isolato Mx-93 di A. album si propo-
ne come limitatore biologico di patogeni fogliari fun-
gini per la sua attivitd antagonista che non comporta
produzione di sostanze che possano destare preoccu-
pazioni di natura tossicologica ed ecologica.
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