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Nephrolepis cordifolia: molto piti di una pianta ornamentale...

G.L. BRUNO, L. D’AQUINO, C. FasciaNO, M.A. ZICARI, E TOMMASI

ABSTRACT - Nephrolepis cordifolia: much more than an ornamental plant... - Nephrolepis cordifolia (L.) C.Presl is an
ornamental plant diffused worldwide and displaying a certain degree of resistance to common plant pests and pathogens.
The knowledge of its physiological and metabolic aspects are still scarce. This work contributes to characterize the tubers
of this fern in terms of chemical composition, proliferative and regenerative attitude, and association to fungal endophytes.
The results indicate that tubers are able to store mainly water, starch, fructose, glucose and sucrose. In vitro propagation
tests allowed the differentiation of calli and buds from root fragments, but not from tubers. Isolation on selective media
revealed the presence of Trichoderma harzianum Rifai as an endophyte in tubers and roots.

Key words: endophytes, ferns, in vitro propagation, Trichoderma harzianum

INTRODUZIONE

Nephrolepis cordifolia (L.) C.Presl, conosciuta come
Felce di Boston, felce a spada o felce a spina pesce, ¢
una felce terrestre o epifita di origine tropicale
ampiamente diffusa come pianta ornamentale. Nel
suo stadio sporofitico V. cordifolia forma corti fusti
eretti da cui si dipartono ciuffi di foglie allungate
composte da numerose pinne, con rachidi ricoperti
di squame alla base, nonché stoloni ricoperti di squa-
me, a decorso epi ed ipogeo, da cui possono svilup-
parsi nuove piante (HOVENKAMP, MIYAMOTO, 2005).
N. cordifolia possiede organi sotterranei di forma
rotondeggiante, spesso definiti tuberi, che si svilup-
pano soprattutto nella coltura in vaso. La funzione di
questi organi appare ancora incerta, essendo talora
considerati come organi deputati alla moltiplicazione
vegetativa, sebbene la funzione di riserva di acqua sia
stata proposta da HARSHBERGER (1908). In Italia V.
cordifolia & stata rilevata solo occasionalmente in
popolazioni al di fuori di ambienti strettamente
antropici su suoli contaminati, sui quali la pianta
manifestava i maggiori livelli di accumulo di piombo
rispetto ad altre felci terrestri spontanee (CORNARA ez
al., 2007). MARCHETTI (1997, 2003) ne ha segnala-
to un inizio di naturalizzazione su Phoenix canarien-
sis. La pianta presenta rusticita nella coltivazione,
resistenza al depletamento nutrizionale, a patogeni e
fitofagi (PATRA, BERA, 2007). Alcuni studi riportano
la produzione di sostanze ad azione antimicrobica da
parte delle fronde (BASILE ez al., 1997), la capacita di
accumulare piombo ed alluminio e quella di stabiliz-
zare i suoli (CORNARA et al., 2007; KASHENKO et al.,
2007; OLIVARES et al. 2009). Recentemente & stata

riportata la sua tolleranza a metalli di transizione
quali lantanio e cerio (FASCIANO ez al., 2011). Scopo
del presente lavoro ¢ stato studiare la composizione
dei tuberi, valutare la capacita proliferativa e rigene-
rativa di tuberi e radici ed indagarne I'associazione ad
endofiti fungini.

MATERIALI E METODI

Materiale vegetale. Tuberi e radici sono stati prelevati
da piante di V. cordifolia coltivate in vaso presso
I'Orto Botanico dell’Universita degli Studi di Bari
Aldo Moro.

Caratterizzazione chimica dei tuberi. 1l contenuto
relativo d’acqua (RWC) ¢ stato calcolato usando la
formula: RWC = [(Fy-Dyy)/Fylx100; dove Fy ¢ il
peso fresco e Dyy il peso secco. Dy ¢ stato determi-
nato in stufa a 90 °C. Il contenuto in amido, gluco-
sio, fruttosio e saccarosio ¢ stato determinato con il
kit Megazyme®© International Ireland Limited. Per la
determinazione di acido ascorbico e glutatione ¢
stato seguito il metodo descritto in ZHANG,
KIRKHAM (1996). I risultati sono stati espressi in per-
centuale come media + DS.

Ottenimento di piantine micropropagate. Sono stati
utilizzati due terreni di coltura (pH 5,6) distribuiti in
matracci da 250 ml (50 ml per matraccio): MS base
(MURASHIGE, SKOOG, 1962) e MSIB ottenuto
aggiungendo al substrato MS base acido indole-3-
acetico (0,4 mgl!) e 6-benzilamminoadenina (0,2
mg-l'1). Come agente gelificante ¢ stato utilizzato
agar all’1%. Tuberi e radici, lavati in acqua corrente
per 20 minuti, sono stati sterilizzati per immersione



326

per 20 secondi in alcool etilico al 70% e per 5 minu-
ti in una soluzione acquosa di ipoclorito di sodio al
10% di cloro attivo, quindi lavati per 4 volte con
acqua distillata sterile ed asciugati tra fogli di carta da
filtro sterile. Frammenti di 0,5+0,8 cm3 di tuberi e
porzioni di 5+6 mm di radici sono stati impiantati
sui due substrati ed incubati a 2442 °C con fotope-
riodo di 16 ore ottenuto con lampade Osram 36 W
(irradiazione 36 pmol m=2 s1).

Isolamento ed identificazione di endofiti fungini. 1l
materiale vegetale raccolto ¢ stato lavato per 20
minuti in acqua corrente, per eliminare le particelle
di terreno aderenti alla superficie, ed immerso per 10
minuti in etanolo al 90% per devitalizzare eventuali
microorganismi ancora presenti in superficie dopo il
lavaggio, quindi il materiale ¢ stato sciacquato 3 volte
con acqua distillata sterile ed asciugato tra due fogli
di carta da filtro sterile. Frammenti di dimensioni di
0,5+0,8 cm3 sono stati escissi e sono stati trasferiti in
piastre Petri (5 per piastra, 5 ripetizioni per tipologia
di tessuto) contenenti Agar-Acqua (AA) 2%, Patate-
Destrosio-Agar (PDA), Estratto di Malto Agar (AM)
2% ed il substrato proposto da MARTIN (1950) per
lisolamento di Trichoderma spp. (RBSA) e posti a
2511 °C al buio. Le colonie ottenute dopo 7-10 gior-
ni di incubazione sono state trasferite in piastre Petri
contenenti PDA e poste ad incubare al buio a
2541 °C. Per ciascuna delle entit isolate, la frequen-
za di isolamento (FI) é stata calcolata con la formu-
la: FI = 100 x N, / N, in cui N; rappresenta il nume-
ro delle colonie fungine originate dai frammenti ed
N, ¢ il numero totale di frammenti seminati.
Lidentificazione delle specie fungine ¢ stata eseguita
sulla base dei criteri classici macro e microscopici
(BARNETT, HUNTER, 1998). Lesperimento ¢ stato
ripetuto pil volte nel corso di tre anni e su piante di
diversa provenienza. Per ciascun substrato i dati sono
stati espressi in percentuale come media + deviazione
standard (DS).

La presenza di funghi ¢ stata accertata nel terreno di
coltivazione seguendo il metodo delle diluizioni deci-
mali e successiva semina in piastra (BENSON, 1984)
su substrato RBSA.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Caratterizzazione dei tuberi. La composizione dei
tuberi di V. cordifolia ¢ riportata in Tab. 1. I risulta-
ti delle analisi biochimiche mostrano che i tuberi
sono ricchi di acqua, amido e sostanze di riserva solu-
bili come glucosio, fruttosio e saccarosio. Il fruttosio
¢ lo zucchero riscontrato in quantitdh maggiore.
Lanalisi delle due molecole antiossidanti idrosolubi-
li mostra che l'ascorbato ¢ presente in quantita sei
volte superiori al glutatione.

Ottenimento di piantine micropropagate. Dopo circa
50 giorni dall'impianto alla base dei frammenti di
radici si sono sviluppati germogli e callo, e radici
dopo 80 giorni. La percentuale di espianti che hanno
formato germogli e callo sui substrati impiegati ¢
riportata in Tab. 2

Dai tuberi non si sono ottenuti né calli né germogli.
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TABELLA 1

Composizione chimica dei tuberi di N. cordifolia.
Chemical composition of N. cordifolia zubers.

Componente Contenuto (%)
Acqua 92,45+1,20
Amido 3,80+0,20

Fruttosio 1,64+0,07
Glucosio 0,92+0,05
Saccarosio 0,76+0,05
Ascorbato totale 0,55+0,02
Glutatione totale 0,09+0,01

TABELLA 2
Percentuale di espianti che hanno formato germogli e callo su
substrato MSbase o MSIB.

Percentage of explants thar produce shoot and calli on
MSbase or MSIB media.

Mezzo Espianto Germogli Calli
MS base Tuberi 0 0
MSIB Tuberi 0 0
MS base Radici 16+2 50+5
MSIB Radici 50+3 99+1

Isolamento ed identificazione di endofiti fungini. Le
colonie sviluppatesi dagli espianti ottenuti da tuberi
o radici, trasferite su PDA, mostravano micelio aereo
inizialmente ialino che assumeva aspetto fioccoso e
formava anelli concentrici di colore verde. Le osser-
vazioni al microscopio ottico hanno evidenziato ife
conidiofore ramificate, fialidi ialine ampolliformi e
conidi verdi, unicellulari, globosi o subglobosi di
dimensioni 2,8 + 0,3 x 2,6 + 0,2 um. Tali caratteri
coincidono con quelli riportati in letteratura come

tipici per Trichoderma harzianum Rifai (Tab. 3).

TABELLA 3

FI (%) di T. harzianum dai tessuti di N. cordifolia su sub-
strati diversi.

T. harzianum isolation frequences (%) from N. cordifolia
tissues on different media.

Organo AA PDA RBSA AM
Tuberi 87+6 90+12 97+3 93+5
Radici 33+7 85+7 95+3 88+11

Le analisi microbiologiche effettuate sul terreno
hanno consentito di isolare 8 colonie per grammo di
terreno utilizzato delle quali nessuna ha mostrato
caratteristiche simili a quelle di Z7ichoderma spp.
Questi risultati indicano che funghi del genere
Trichoderma non sono presenti nel substrato di colti-
vazione delle piante utilizzate in queste prove e quin-
di che l'isolamento di tali funghi dagli organi ipogei
di V. cordifolia non dipendono da contaminazioni
degli stessi. Analisi analoghe effettuate su tuberi pro-
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venienti da piante di diversa origine hanno confer-
mato questi risultati (dati non mostrati).

In conclusione i dati ottenuti indicano che i tuberi
sono principalmente organi di riserva, per lo piu di
acqua e carboidrati, coerentemente con quanto ipo-
tizzato da HARSHBERGER (1908). Essi manifestano
scarsa capacita di proliferazione cellulare ed ospitano
microorganismi fungini associati. Relazioni fra felci e
endofiti sono state piu volte descritte (FORNI et al.,
1991). La presenza di Trichoderma, finora mai
descritta in felci, potrebbe contribuire a spiegare la
resistenza di V. cordifolia a patogeni tellurici, attacchi
dei quali, peraltro, non risultano segnalati in lettera-
tura. E noto, infatti, che specie di 7richoderma sono
in grado di indurre nelle piante resistenza a stress
biotici ed abiotici, e sono anche utilizzate come agen-
ti di lotta biologica per la prevenzione da attacchi di
Rhizoctonia solani ].G. Kiithn, Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, Verticillium dahliae Kleb., Thiela-
viopsis basicola (Berk. & Broome) Ferraris, Phyto-
phthora capsici Leonian e Botrytis cinerea Pers.
Ulteriori studi sono necessari per valutare il ruolo
fisiologico di T7ichoderma in N. cordifolia, la frequen-
za della sua associazione ad organi ipogei di piante di
diversa provenienza e I'eventuale ruolo nelle risposta
della felce a stress.
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RIASSUNTO - Nephrolepis cordifolia (L.) Presl., ¢ una

specie ornamentale resistente agli stress e ai pitt comuni
agenti di malattie. Le conoscenze riguardanti soprattutto
gli aspetti fisiologici e metabolici sono ancora molto scar-
se. La presente nota riporta dati riguardanti la composizio-
ne chimica e la presenza di endofiti fungini negli organi
ipogei di questa specie ed i risultati di prove di coltura in
vitro di espianti di organi ipogei. I dati ottenuti dimostra-
no che i tuberi sono principalmente organi di riserva di
acqua. Le prove di propagazione in vitro hanno permesso
'ottenimento di germogli e callo da frammenti di radici,
ma non da tuberi. Gli isolamenti su substrati selettivi
hanno evidenziato la presenza di Trichoderma harzianum
Rifai come endofita di tuberi e radici.
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Caratterizzazione di polifenoli ed attivitd antiossidante (ORAC)
in ciliegie di cultivar pugliesi

C. ALBANO, A. MONTEFUSCO, E BLANDO

ABSTRACT - Characterization of polyphenols and antioxidant activity (ORAC) in cherry cultivars of Apulia - Extracts of
sweet cherries (Prunus avium L.) grown in a suitable area of cherry cultivation of Apulia (the south-east area around Bari)
were characterized. High-performance liquid chromatographic methods were used to identify and quantify phenolics. A
total of five phenolic compounds were characterised as hydroxycinnamic acid derivatives (neochlorogenic acid, p-
coumaroylquinic acid and chlorogenic acid) and anthocyanins (cyanidin 3-glucoside, cyanidin 3-rutinoside). The total
anthocyanin content ranged from 0.17 to 8.43 mg keracyanin equivalents/g dry weight. The oxygen radical absorbance
capacity (ORAC) assay indicated that fruits of indigenous and rare genotypes possessed considerable antioxidant activity.
The results of these studies can allow to identify genotypes with good antioxidant capacity, in order to enhance the cher-

ry production in Apulia through breeding for improved nutraceutical characteristics.

Key words: anthocyanins, antioxidant activity, ORAC, phenolic compounds, sweet cherry (Prunus avium L.)

INTRODUZIONE

Le ciliegie (Prunus avium L.) sono frutti molto
apprezzati dal consumatore per la loro precocita,
facendo la loro apparizione sul mercato in un perio-
do dell'anno come primo frutto primaverile (o quasi,
se si esclude la fragola), ed inoltre sono apprezzate e
ricercate per le loro caratteristiche organolettiche. Da
un punto di vista nutrizionale e salutistico, la ciliegia
¢ un frutto prezioso per la ricchezza non solo di sali
minerali, vitamine e carotenoidi ma, soprattutto, per
la presenza di polifenoli (FERRETTI ez al., 2010). Per
il loro contenuto in sostanze bioattive, hanno pro-
prieta antiossidanti, per cui contribuiscono, insieme
ad altri fattori, alla prevenzione di malattie coronari-
che e cancro (WANG, MAzzA, 2002; TSuDA, 2008;
KRIKORIAN er 4l., 2010). La Puglia rappresenta il
principale bacino italiano di produzione delle ciliegie
con una produzione che in totale supera il 40% di
tutte le ciliegie prodotte a livello nazionale. La cera-
sicoltura pugliese ¢ quasi esclusivamente concentrata
in due zone della provincia di Bari: la prima nel sud-
est barese (Conversano, Turi, Sammichele,
Acquaviva, Putignano) e la seconda nel nord-barese
(Bisceglie, Trani, Corato, Ruvo, Terlizzi). Molte sono
le cultivar internazionali coltivate, come ‘Bigarreau
Burlat’, ‘Lapins’, ‘Giorgia’, ma il 50% delle cultivar
sono genotipi locali, come ‘Ferrovia’ ed altre varieta
autoctone. Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello

di condurre una caratterizzazione chimica e biochi-
mica di cultivar di ciliegio autoctone pugliesi, alcune
delle quali rare. La caratterizzazione a livello chimico
ha riguardato principalmente le antocianine e gli
acidi fenolici. Inoltre ¢ stata studiata la capacita
antiossidante degli estratti delle varie cultivar con il

saggio ORAC.

MATERIALI E METODI

Drupe di ciliegio dolce (Prunus avium L.), apparte-
nenti a due varietd commerciali (‘Bigarreau Burlat’ e
‘Ferrovia’)) e a sei varietd autoctone e rare (‘San
Nicola, ‘Molfetta’, ‘Montefurio’, ‘Pagliarsa’,
‘Napoletana’ e ‘Capo di Serpe’), sono state raccolte
nel 2011 presso il Centro per la Valorizzazione della
Cerasicoltura di Conversano (BA), afferente alla
Provincia di Bari, e da ceraseti in agro da
Casamassima (BA). I frutti sono stati denocciolati,
ridotti in polvere tramite Waring Blender e azoto
liquido, infine liofilizzati. Di ogni campione sono
stati pesati, in triplo, 300 mg di polvere liofilizzata,
estratti con 10 ml di Etanolo: Acido Formico: Acqua
(70:2:28 VI\;), over night, al buio, a 4 °C, senza agita-
zione. Dopo centrifugazione, il pellet ¢ stato riestrat-
to con un’uguale quantitd dello stesso solvente di
estrazione, per un'ora, in agitazione. Il pool del
sopranatante ¢ stato evaporato, sotto vuoto, a tempe-



Contributi scientifici Sezioni Regionali ¢ Gruppi S.B.1.

ratura non superiore a 32 °C e risospeso con acido
formico (0,5%). Per la caratterizzazione delle anto-
cianine e degli altri fenoli ¢ stato utilizzato un croma-
tografo Agilent Technologies serie 1100 ed una
colonna Luna RP-C18 (250 x 4,6 mm, 5 um di dia-
metro interno). Leluizione ¢ stata effettuata con un
flusso costante di 0,9 ml/min, utilizzando come fase
mobile (A) H,O/Acido Formico (95:5 V/y) e (B)
Metanolo. Gli analiti sono stati rivelati spettrofoto-
metricamente a U= 520 nm per le antocianine e a u=
320 nm per gli acidi fenolici. Il saggio ORAC per la
valutazione della capacita antiossidante ¢ stato con-
dotto secondo DAVALOS et al. (2004) e ELISIA et al.
(2007), utilizzando uno spettrofluorimetro a piastre
(Victor X5, Perkin Elmer).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Dall’analisi cromatografica a 520 nm sono stati iden-
tificati due picchi principali di antocianine, la ciani-
dina 3-glucoside e la cianidina 3-rutinoside. In tutte
le cultivar analizzate, la prevalente ¢ la cianidina 3-
rutinoside, con differenze quantitative tra le cultivar.
Nella “Napoletana’, i cui frutti presentavano una buc-
cia chiara tendente al giallo, ¢ stata evidenziata la pre-
senza della sola cianidina 3-rutinoside (Tab.1). La
quantitd totale di antocianine (espressa come
Keracyanin Equivalenti, Ker E) oscillava tra 8,43 e
0,17 mg Ker E/g peso secco (d.w.). I valori pili eleva-
ti sono stati registrati nelle cv autoctone ‘Capo di
Serpe’ e ‘San Nicola’ e nella cv commerciale ‘Burlat’.
Nella Tab. 1 sono anche riportati i valori di attivita
antiossidante delle varie cultivar analizzate. Alcune
cv autoctone presentano attivita antiossidante ugua-
le 0 anche superiore a quella delle cv commerciali.

In particolare, ‘Capo di Serpe’ e ‘San Nicola’ hanno
valori rispettivamente pari a 251,13 ed a 183,07
pmol Trolox E/g d.w. rispetto alla ‘Burlat’ che ha atti-
vita antiossidante pari a 192,64 pmol Trolox E/g d.w.
Il valore dell’attivita antiossidante totale nella
‘Ferrovia’ (121,30 pmol Trolox E/g d.w.) risulta il piu
basso di tutti. Al contrario, la ‘Burlat’ mostra una
performance buona, collocandosi al secondo posto,

TABELLA 1
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dopo la ‘Capo di Serpe’. La correlazione tra la capa-
cita antiossidante e le antocianine ¢ positiva e piutto-
sto elevata (r= 71%). Lanalisi cromatografica a 320
nm ha permesso di identificare in maniera specifica
gli acidi fenolici. Confrontando i tempi di ritenzione
dei picchi trovati con quelli di standard e sulla base
delle informazioni ritrovate in letteratura (GaO,
Mazza, 1995; MOZETIC et al., 2004), sono stati
identificati tre picchi principali: 'acido neo-cloroge-
nico (Neo-CGA), l'acido 3’-p-cumaroyl-chinico e
lacido clorogenico (CGA). Il preponderante era il
Neo-CGA, che caratterizza in modo specifico i frut-
ti di ciliegie. Dalle analisi quantitative degli acidi
fenolici si deduce che le cv autoctone, in particolar
modo ‘Molfetta’, ‘Montefurio’ e ‘Capo di Serpe’ sono
le piti ricche di tali composti; infatti presentano un
quantitativo circa doppio rispetto a quello della
‘Burlat’ e della ‘Ferrovia’ (Tab. 2). Le cv autoctone
presentano un maggior contenuto di Neo-CGA se
confrontato con quello delle cv commerciali. II CGA
non ¢ cosi rilevante come il suo isomero Neo-CGA,
e questo ¢ un andamento che si ripete in tutte le cul-
tivar senza distinzione; infatti, i valori, espressi come
mg/g d.w., oscillano da 0,17 per la ‘Burlat’ a 0,08 per
la “Ferrovia’ (cv commerciali); per le autoctone i valo-
ri oscillano tra 0,23 (‘Molfetta’) e 0,01 (‘San Nicola)).

CONCLUSIONI

Le ciliegie sono frutti ricchi di composti fenolici, di
cui la classe pitt abbondante ¢ rappresentata dalle
antocianine; inoltre sono frutti anche ricchi di acidi
fenolici, in particolare acidi idrossi-cinnamici (GAO,
Mazza, 1995; ESTI et al., 2002; GONCALVES et al.,
2004; USENIK ez al., 2008). Anche nelle cv di ciliegie
autoctone della Puglia sono stati confermati i dati
riportati in letteratura. La quantita di antocianine
totali e la capacita antiossidante che si ritrova nei
frutti delle cultivar rare ¢ in alcuni casi superiore a
quella ritrovata in cv commerciali, come la ‘Burlac’.
La ‘Ferrovia (la principale cv pugliese) a questo
riguardo presenta caratteristiche nutraceutiche non
eccellenti, al contrario delle caratteristiche merceolo-

Contenuto di antocianine totali (mg di Ker Elg d.w.), contenuto delle singole antocianine prevalenti (mglg d.w.) ed attivita
antiossidante (wmol Trolox Elg d.w.) nelle varie cv analizzate. I dati rappresentano le medie + S.D. ottenute in 3 esperimenti.

Total anthocyanin content (mg Ker Elg d.w.), main anthocyanin content (mglg d.w.) and antioxidant activity (pmol Trolox E/g
d.w.) of different sweet cherry cultivars. Values are expressed as the mean + standard deviation from three different experiments.

cv Antocianine tot Cianidina 3-rutinoside =~ Cianidina 3-glucoside Attivita antiossidante
(mg Ker E/g d.w.) (mg/g d.w.) (mg/g c%.w.) (umol Trolox E/g d.w.)
Burlat 7,42 + 0,28 4,54 + 0,03 1,89 + 0,18 192,64 + 10,13
Ferrovia 3,34+ 0,17 2,97 + 0,17 0,15 + 0,01 121,30 + 9,69
Capo di Serpe 8,43 + 0,39 6,82 + 0,31 0,86 + 0,03 251,13 + 26,66
San Nicola 8,09 + 0,06 4,49 + 0,15 2,22 £ 0,05 183,07 + 4,39
Montefurio 3,93 + 0,19 3,40 + 0,20 0,16 + 0,01 169,73 + 7,39
Pagliarsa 2,81 + 0,01 2,40 + 0,04 0,11 + 0,00 162,41 £ 7,13
Molfetta 0,44 + 0,03 0,39 + 0,02 0,01 + 0,00 134,12 + 12,81
Napoletana 0,17 + 0,00 0,15 + 0,01 - 123,97 + 7,24
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TABELLA 2

Contenuto degli acidi fenolici prevalenti (mglg d.w.) presen-
ti nelle varie cv analizzate. I dati rappresentano le medie +
S.D. ottenute in 3 esperimenti.

Phenolic acid content (mglg d.w.) of different sweet cherry
cultivars. Values are expressed as the mean + standard devia-
tion from three different experiments.

cv Neo-CGA CGA
(mg/g d.w.) (mg/g d.w.)
Burlat1,03 + 0,02 0,17 + 0,15
Ferrovia 0,75 + 0,02 0,08 + 0,00
Capo di Serpe 1,71 + 0,03 0,20 + 0,01
Molfetta 2,47 + 0,07 0,23 + 0,11
Montefurio 2,07 £ 0,01 0,12 + 0,00
Pagliarsa 1,32 + 0,00 0,14 + 0,00
Napoletana 1,15 + 0,00 0,13 + 0,00
San Nicola 0,61 + 0,00 0,01 + 0,01

giche ed organolettiche. Nonostante questi dati deb-
bano essere confermati in annate successive, le culti-
var autoctone oggetto di questo studio presentano
caratteristiche nutraceutiche piuttosto interessanti,
per cui tali genotipi dovrebbero essere propagati e
tenuti in considerazione in programmi di migliora-
mento genetico finalizzati all'ottenimento di cultivar
con migliorate caratteristiche salutistiche.
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RIASSUNTO - In questo studio sono stati caratterizzati
estratti di ciliegie dolci (Prunus avium L.) coltivate nella
zona di elezione per la cerasicoltura pugliese (la zona del
sud-est barese). Sono stati impiegati metodi di cromato-
grafia liquida ad alte prestazioni per identificare e quanti-
ficare i composti fenolici. Un totale di cinque composti
fenolici sono stati caratterizzati: derivati di acidi idrossi-
cinnamici (acido neoclorogenico, acido 3’-p-cumaroyl-
chinico ed acido clorogenico) e antocianine (cianidina 3-
glucoside, cianidina 3-rutinoside). Il contenuto di anto-
cianine totali variava da 0,17 a 8,43 mg di Keracyanin
equivalenti/g di peso secco. Il saggio ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity) ha messo in evidenza che
alcuni genotipi autoctoni e rari (‘Capo di Serpe’ e ‘San
Nicola') possedevano una elevata attivitd antiossidante. I
risultati di questi studi permettono di identificare genoti-
pi autoctoni con caratteristiche nutraceutiche particolar-
mente interessanti, e cio risulta importante al fine di una
valorizzazione delle produzioni cerasicole pugliesi.
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Effetti di film pacciamanti biodegradabili sulla coltivazione
della varieta locale “cicoria di Galatina” (Salento, Puglia)

V. ARMENISE, S. MARCHIORI, R. ACCOGLI

ABSTRACT - Effects of mulching biodegradable films on the local variety "cicoria di Galatina" (Salento, Apulia region) - The
effects of eight biodegradable mulching films on the cultivation of the local variety “cicoria di Galatina” were tested in the
Botanical Garden of the University of Salento. The growth and yield of the plants were evaluated for each test in correla-
tion with the weaving of the film. The highest mulching capability was obtained with furan resin-treated films, whereas
the best yield was observed with untreated or mildly treated films.

Key words: biodegradable mulching films, Botanic Garden, local cultivar

INTRODUZIONE

La Puglia, con circa 100.000 Ha di superficie colti-
vata, ¢ la prima regione orticola d’Italia (TRENTINI,
2012); sul suo territorio, la coltivazione degli ortaggi
da foglia ha radici antichissime tanto da aver deter-
minato nei secoli sia 'aumento della superficie colti-
vata sia una vasta gamma di varieta colturali, quelle
pit idonee ad adattarsi alle condizioni pedoclimati-
che e meglio rispondenti al gusto ed alle esigenze
nutrizionali delle popolazioni locali. In questo ulti-
mo cinquantennio, le pratiche agricole sono state a
forte impatto ambientale per gli stessi ecosistemi
agrari, a causa dei grossi quantitativi di erbicidi,
pesticidi, fertilizzanti, ammendanti e prodotti chimi-
ci utilizzati per il miglioramento delle produzioni,
ma anche per i grossi quantitativi di materiali inerti
derivanti dagli imballaggi dei substrati e dell’'insac-
chettamento dei prodotti commerciali (cartone,
legname trattato, etichette adesive, contenitori in
PVC, tetrapak, materiali ferrosi o in alluminio). A
forte impatto ambientale si ¢ rivelato pure I'utilizzo
dei teli per la pacciamatura, realizzati con materiali
plastici in polietilene a bassa densita (LDPE); essi
contribiscono al 45% della domanda mondiale, pari
a circa 2,8 milioni di tonnellate all’anno
(BERGAMASCHINI et al., 2011). Il loro & un mercato
in forte espansione, per la tendenza sempre pili mar-
cata all'allungamento della stagione colturale e all'in-
cremento delle rese produttive (CHIARINI ez al.,
2009). In Italia, nel 2010, le coltivazioni potenzial-
mente pacciamabili (in serra e in pieno campo)
hanno occupato una superficie totale pari a oltre
230.000 Ha, concentrata soprattutto in Puglia,

Sicilia, Emilia Romagna e Campania. Limpiego del
telo pacciamante offre notevoli vantaggi: ostacola lo
sviluppo delle infestanti; impedisce la compattazione
del suolo che rimane pit soffice ed areato; limita le
perdite di acqua per evaporazione; crea una camera
all'interno della quale temperatura e umidita si man-
tengono pitt a lungo, rispetto al suolo scoperto; favo-
risce lo sviluppo dei microrganismi del suolo. Di
contro, i film plastici presentano alti costi di smalti-
mento e bassa degradabilitd. La moderna agricoltura
sostenibile tende ad orientare verso pratiche agricole
“intelligenti” rispettose dello stato di salute del terre-
no e dell’'ambiente; propone film biodegradabili di
facile smaltimento (FILIPPI ez al., 2009), per la pro-
duzione dei quali si registra una riduzione del 44%
delle emissioni di anidride carbonica equivalente ed
una riduzione del 100% dei rifiuti prodotti
(BERGAMASCHINI et al., l.c.).

MATERIALI E METODI

Scopo del lavoro ¢ stato quello di testare 8 tipologie
di teli pacciamanti biodegradabili differenti sia per
'architettura tessile, essendo in tessuto (trama e ordi-
to) o in feltro (non tessuto o “felt” o “no woven”), sia
per la tipologia dei trattamenti (con resina furanica,
con antibiotici, con enzimi). I teli sono stati forniti
dal Centro di progettazione, design e tecnologie dei
materiali (CETMA), che opera presso la Cittadella
della Ricerca di Brindisi. Si tratta comunque di cam-
pioni tutti a base di fibre di juta, disposte a strati o
incrociate, unite con collanti o con processi termici.
Il trattamento con resina furanica, conferisce al telo
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maggiore o minore resistenza, a seconda se l’impre—
gnazione ¢ stata completa (la resistenza dovrebbe
essere garantita per almeno 4 anni) o superficiale (la
resistenza ¢ di appena 2 stagioni). I teli avevano
uguale peso (500 g/m?2) ma avevano subito un tratta-
mento differente: con resina furanica; con Aegis

(antibatterico); con enzimi (esaltanti le proprieta

delle fibre).

In definitiva, le diverse tipologie dei teli (Sample)

sono state indicate con delle sigle (S1, S2, S3, §4, S6,

S8, 89, §10) e raggruppate in 6 categorie:

A) juta woven - trattata a 220 °C, in bagno di resina
furanica a velocita impregnante di 3-4,5 metri al
minuto (S1, S2, S3);

B) juta felt - trattata a 220 °C, in bagno di resina
furanica a velocita impregnante di 2 metri al
minuto; successivo trattamento con enzimi (S4);

C) juta felt - trattata a 220 °C, in bagno di resina
furanica a velocita impregnante di 2 metri al
minuto (S5, S6);

D) juta woven - non trattata (S8);
E) juta felt - non trattata (S9);
F) juta felt - trattata con antibatterico (S10).
La tipologia S7 corrispondeva ad un telo anti insetto
che ¢ stato testato su una superficie non coltivata,
solo per saggiare la sua degradabilitd nel tempo; il
campione S5 non era sufficiente per entrambe le
repliche, percid non ¢ stato considerato.
In particolare, ¢ stata valutata la capacitd dei teli a
contenere la crescita delle infestanti ed a migliorare la
qualita delle piante. Tra le colture autunno-vernine
che si protraggono sino alla primavera successiva, ¢
stata scelta la varietd locale “cicoria di Galatina a
foglia larga”, attualmente in via di valorizzazione e in
cerca di un marchio proprio che ne affermi I'identita.
In realta, la coltura di “cicoria di Galatina” prevede la
semina in giugno ed il trapianto delle giovani piante
allo stadio di 4-5 foglie tra settembre-ottobre; le rac-
colte dei cespi, come ortaggio da mensa, iniziano in
novembre. Per tale coltura non si ricorre alla paccia-
matura del terreno, poiché in autunno la flora infe-
stante non si esprime e basse sono pure le esigenze
idriche della cicoria, perché le piogge stagionali sod-
disfano il fabbisogno della coltura. Rispetto ai proto-
colli colturali dei contadini locali si era in forte ritar-
do; infatti, nell’Orto Botanico, il trapianto delle gio-
vani piante in pieno campo ¢ stato effettuato alla fine
del mese di ottobre, quando il prodotto era gia sul
mercato. Tuttavia, il ritardo ha allungato il ciclo delle
piante che hanno espletato la fase vegetativa tra feb-
braio-marzo e quella riproduttiva tra aprile e maggio,
in piena esplosione di infestanti.

Per la messa in coltura il terreno agrario ¢ stato lavo-

rato rigirandolo di almeno 30 cm con motocoltivato-

re e arricchito con una concimazione organica di

fondo. Sono stati tracciati 18 filari organizzati in 2

repliche (9 per ciascuna) tra loro distanziati di 80 cm.

I teli pacciamanti sono stati tagliati per ogni singolo

filare in modo da coprirlo con una superficie di 5 m

x 60 cm. Per ogni parcella di replica, si aveva un fila-

re di controllo, scoperto (indicato dalla sigla NN) ed

8 filari coperti da telo (Fig. 1).
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Fig. 1
Schema di campo con parcelle replicate.
Diagram of field with replicated plots.

In totale, sono state trapiantate 262 giovani piante di
cicoria (circa 15 per filare), ad una distanza interca-
lare (sul filare) di circa 30 cm.

Lirrigazione veniva garantita da un’ala gocciolante
passante sotto ciascun telo, con portata di 8 It/h.
Per il primo mese, le piantine sono state opportuna-
mente irrigate con cadenza settimanale e, una volta
affrancate, il terreno ¢ stato arricchito con 10 g/pian-
ta di concime azotato (nitrato ammonico).

Quando necessario, ¢ stato effettuato il diserbo
manuale della vegetazione infestante tra i filari. I
sopraggiungere dell'inverno ha rallentato lo sviluppo
delle piante in coltura, che hanno ripreso la fase vege-
tativa nella seconda decade di febbraio.

Ad intervalli di tempo regolari, sono stati registrati i
caratteri morfometrici relativi a piante (altezza e lar-
ghezza), fusti, bocci fiorali e le principali fasi fenolo-
giche (fioritura e maturazione dei semi). Il rileva-
mento dei caratteri morfologici ha riguardato tutte le
piante in coltura.

La maturazione dei cespi ¢ avvenuta in maniera sca-
lare, interessando un arco temporale di circa 40 gior-
ni. Per la valutazione delle rese produttive ¢ stata
effettuata la sommatoria dei pesi dei cespi, valutati al
momento della raccolta.

RISULTATI

Una prima valutazione qualitativa ha riguardato il
grado di contenimento delle infestanti le quali, in
molti casi, sono riuscite ad attraversare le maglie dei
teli e ad affiancare la pianta di cicoria. A due mesi
dall'impianto, le infestanti erano rade e poco svilup-
pate, anche a causa del freddo invernale; quasi tutti i
teli le contenevano, permettendone lo sviluppo solo
oltre il loro margine (Fig. 2).

In primavera, con la ripresa della fase vegetativa, le
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Fig. 2
Situazione delle infestanti a due mesi dal trapianto.
Situation of weeds 2 months after transplant.

specie spontanee (soprattutto le graminacee) avevano
invaso la coltura, tanto da richiedere interventi di
scerbatura manuale. Tra le specie che da anni gia
occupano la superficie agraria dell’Orto Botanico,
concentrandosi in punti differenti del campo, a
seconda delle condizioni di irraggiamento solare e di
natura del terreno, quelle maggiormente invasive
sono risultate (nell’ordine):

Avena barbata Potter ex Link, Dactylis glomerata L.,
Calendula arvensis L., Fumaria officinalis L., Borago
officinalis L., Diplotaxis viminea L., Papaver rhoeas L.,
Daucus  carota L., Ranunculus arvensis L.,
Chrysanthemum coronarium L., Sonchus oleraceus L.,
Stellaria media L., Lamium amplexicaule L.,
Convolvulus arvensis L., Erodium malacoides L.,
Silybum marianum (L.) Gaertner, Sherardia arvensis
L,. Anagallis arvensis L., Poa bulbosa L., Hordeum
murinum L., Sonchus tenerrimus L., Senecio leucan-
themifolius Poiret, Crepis neglecta L.

I risultati finali propongono la bonta dei teli in juta
woven trattati con resina furanica, in particolare S3,
seguito da S2 e da S1 (cat. A); al contrario, il potere
pacciamante di S8 (cat. D), non trattato con resina
furanica, ¢ risultato quasi nullo.

Per quanto riguarda la tipologia juta felt, i teli tratta-
ti con resina furanica (S6-S4) sono anch’essi risultati
idonei alla pacciamatura, ma con potere pit basso
rispetto a quelli in juta woven.

Maggior potere pacciamante ¢ stato dimostrato da
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S§4, telo in juta felt trattata con enzimi (cat. B); men-
tre S10, trattato con antibatterico (cat. F), si & dimo-
strato poco efficace.

Azione pacciamante insufficiente ¢ stata evidenziata
da §9, telo in juta felt non sottoposta ad alcun trat-
tamento (cat. E).

Una seconda valutazione della bontd dei teli ha
riguardato il loro possibile effetto sull’accrescimento
della specie orticola in coltivazione (cicoria di
Galatina) e sulle rese produttive.

Dall’elaborazione dei dati rilevati sui caratteri morfo-
metrici delle piante di cicoria, si evidenzia che i teli
pacciamanti utilizzati non hanno influito significati-
vamente sulle dimensioni raggiunte dalle piante,
anche se nei filari di controllo (NN) le piante hanno
manifestato valori piti bassi, soprattutto per larghez-
za del cespo e per numero di fusti (Tab. 1).

TABELLA 1
Principali misure su piante di cicoria.
Main measurements on plants of chicory.

Telo o Altezza N° fusti Peso
(cm) (cm) (gr)
S1 3,77 15,48 13,79 237,66
+0,38 +0,74 £0,18 26,59
A 2,97 19,26 14,05 174,02
+0,48 +4,23 +3,96 +25,89
S3 3,22 14,52 12,69 177,29
+0,13 +2,80 +0,98 +26,45
S4 3,8 17,17 13,775 238.,8
+1,13 +4,91 +0,32 +39,64
S6 3,32 17,89 14,55 264,90
+0,66 +4,44 16,30 +158,20
S8 3,75 20,39 13,01 284,95
+0,66 11,35 2,22 +133,32
859 2,98 15,50 12,84 149,02
+0,53 +1,41 +3,17 192,67
S10 3,10 17,56 12,7 183,23
+0,78 +5,47 +3,58 +116,86
NN 2,90 18,84 10,95 192,6

+1,18 +0,04 13,28 +182,49

I valori di larghezza della pianta (o diametro) e
numero di fusti sono molto simili per quasi tutti i
teli; tuttavia, sono pil bassi nel controllo (NN) e piu
elevati per S6.

Tra tutti i teli, per dimensioni e peso raggiunti dal-
lortaggio, il piu efficiente ¢ risultato S8.

CONCLUSIONI

Per quanto riguarda il potere pacciamante, la mag-
gior parte dei teli biodegradabili testati ha evidenzia-
to una discreta efficienza nel controllo della flora
infestante la quale ¢ stata contenuta e relegata margi-
ni della superficie coperta. Il tessuto a fibre intreccia-
te si ¢ rivelato pilt efficace del feltro (fibre compres-
se); cosi pure il trattamento degli stessi teli con resi-
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na furanica a maggior velocita impregnante.

Per quanto riguarda gli effetti della pacciamatura
sulla resa colturale, apparentemente, i teli non hanno
influenzato significativamente le dimensioni e le rese;
tuttavia, rese pitt soddisfacenti sono state presentate
da piante di cicoria di Galatina coltivate con teli non
trattati (S8) o con bagno in resina furanica a bassa
velocitd (S1, S4, S6). Probabilmente, il trattamento
con resina furanica, che ¢ l'inibitore principale, agi-
sce indiscriminatamente sugli organismi vegetali.
Per risultati pitt esaustivi I'indagine dovrebbe essere
ripetuta, con approfondimenti che riguardino anche
le condizioni della flora e dei nutrienti del terreno
agrario dove il telo ha stazionato per circa 10 mesi,
prima di essere sminuzzato e disperso nel terreno
agrario durante la fresatura del campo che aveva
ospitato la prova colturale.
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RIASSUNTO - Film pacciamanti biodegradabili sono
stati testati nell’Orto Botanico dell’'Universita del Salento
sulla coltivazione della varieta locale “cicoria di Galatina”.
Per ciascun telo, sono stati valutati i caratteri di crescita
delle piante e la resa produttiva, mettendo poi in correla-
zione tessitura e trattamento cui ¢ stato sottoposto. Per il
potere pacciamante pill idonei si sono rivelati i teli trattati
con resina furanica, mentre per le rese colturali pill idonei
sono i teli non trattati o con trattamenti di lieve entita.

Viola Armenise, Silvano Marchiori, Rita Accogli (rita.accogli@unisalento.it), Orto Botanico del Dipartimento di Scienze e
Tecnologie Biologiche ed Ambientali (Di.S. 1e. B.A.), Universiti del Salento, Centro Ecotekne, Via Prov.le per Monteroni, 73100
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Marcatori molecolari per la tracciabilitd del cardoncello

(Pleurotus eryngii var. eryngii)

A. VILLANI, G. MULE, A. SUSCA, L. MASTROPASQUA, C. PACIOLLA

ABSTRACT - Molecular markers for the traceability of cardoncello (Pleurotus eryngii var. eryngii) - In this work the authors
analyzed sixty Italian strains of the edible mushroom “cardoncello” (Pleurotus eryngii) belonging to the varieties eryngii and
ferulae by sequencing two housekeeping genes (¢f7-2 and 7pb2) and evaluating the activity of peroxidase, superoxide dis-
mutase and catalase, in order to find some molecular markers for the traceability of “cardoncello”. Sequence analysis
showed the presence of SNPs variety-specific (eryngii and ferulae) in both genes useful for the development of molecular
identification tools. None correlation between enzymatic analysis and analyzed varieties was observed.

Key words: enzyme analysis, molecular markers Pleurotus eryngii species complex

INTRODUZIONE

I funghi del genere Pleurotus appartengono alla clas-
se dei basidiomiceti, sono eterotallici tetrapolari,
dicariotici, ampiamente conosciuti e coltivati in
molte parti del mondo come funghi commestibili. 11
termine Pleurotus deriva dal greco “pleurén” = di
fianco e “olis, otds” = orecchio, con l'orecchio di
fianco, in riferimento alla forma del carpoforo. Tra le
specie di Pleurotus, P. eryngii include molte peculia-
rita tipiche del genere, come la capacita di degradare,
oltre alla lignina, inquinanti (RODRIGUEZ ez al.,
2004) e coloranti industriali (HEINFLING et al.,
1998) ¢ biotrasformare materie prime vegetali, per
ottenere mangimi e combustibili (STAJIC er al,
2009). P eryngii, noto comunemente come “‘cardon-
cello”, cresce in Basilicata, Calabria, Sardegna, Lazio,
Sicilia e Puglia, in particolare nell’alta Murgia, dove
si concentra la maggior parte della produzione spon-
tanea e coltivata. Diverse ricerche in campo alimen-
tare e farmaceutico hanno dimostrato le proprieta
benefiche (NGAI, NG, 2006; WANG et al., 2012) e
lalto valore nutrizionale di questo basidiomicete,
divenuto per tale motivo una componente importan-
te della dieta mediterranea. Questa specie ¢ 'unica
all'interno del genere Pleurotus associata con le pian-
te della famiglia delle Apiaceae attraverso una moda-
lita di crescita biotrofica facoltativa (HILBER, 1982;
JoLy ez al., 1990). In riferimento alla pianta-ospite,
diverse indagini molecolari condotte sulla specie P
eryngii hanno permesso di individuare cinque varie-
ta: P. eryngii var. eryngii (DC.: Fr) Quel. (1872) che
colonizza i fusti di Eryngium campestre ed E. mariti-
mums; la var. ferulae (Lanzi) Sacc. (1887) che cresce
sulle radici di Ferula communis; la var. elaeoselini

(VENTURELLA et al., 2000) associata ad Elaeoselinum
asclepiums la var. thapsiae (VENTURELLA et al., 2002)
che colonizza Thapsia garganica; la var. tingitanus
(LEWINSOHN ez al., 2002) associata a Ferula tingitana
e la var. nebrodensis Inzenga (1886) che si sviluppa
invece sulle ombrellifere del genere Laserpitium e
Cachrys, endemiche delle Madonie. Lassociazione
con la pianta ospite e le caratteristiche morfologiche
vengono spesso utilizzate come caratteristiche discri-
minanti a livello tassonomico; tuttavia, ci sono anco-
ra controversie circa la corretta assegnazione delle
varieta all'interno del complesso di specie di P. eryn-
gii, causate verosimilmente da misidentificazioni,
dalla perdita di diversita dovuta alla selezione umana,
dall’assenza di ceppi di riferimento per ogni zxon e
dalla mancanza di barriere riproduttive tra i raxa
appartenenti alla specie complesso (ZERVAKIS, BALIS,
1996; KAWALI et al., 2008). Diversi studi (ZERVAKIS et
al., 2001; DE GIOIA et al., 2005) hanno dimostrato
inoltre che le analisi morfologiche non sono suffi-
cienti a discriminare le diverse varietd a causa della
marcata variabilitd dei caratteri e alla soggettivita del-
I'operatore, mentre la caratterizzazione molecolare
potrebbe contribuire a chiarire le relazioni tassono-
miche nel complesso e fornire uno strumento valido
per lidentificazione a livello di specie e/o varieta.
Lutilizzo di marcatori molecolari di DNA ed in par-
ticolare di alcuni geni housekeeping, come il fattore di
allungamento (¢fl-2) e la seconda subunita della
RNA polimerasi II (7pb2), ¢ risultato un buon crite-
rio per indagare le relazioni filogenetiche tra funghi,
anche grazie alla presenza di sequenze amminoacidi-
che conservate e alla disponibilita di primers univer-
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sali (LIU et al., 1999). Diverse analisi molecolari sono
state inoltre realizzate su enzimi coinvolti nella
degradazione della lignina, come la manganese
perossidasi  (MnPOD), la lignina perossidasi
(LnPOD) e la laccasi in P. ostreatus (PEZZELLA et al.,
2013) e in P. eryngii (RUIZ-DUENAS ez al., 1999). Lo
scopo di questo lavoro ¢ stato quello di individuare
uno strumento valido per la tracciabilita del cardon-
cello mediante l'utilizzo di marcatori molecolari e
biochimici in grado di identificare la varieta eryngii.
Sessanta ceppi dicariotici, di cui 13 con pianta ospi-
te nota utilizzati come controllo, appartenenti alle
due varietd eryngii e ferulae e provenienti da alcune
regioni italiane, sono stati analizzati mediante
sequenziamento di una regione parziale dei geni ¢f1-
a ed 7pb2 e mediante analisi isoenzimatica (native-
PAGE) di alcuni enzimi antiossidanti quali le peros-
sidasi generiche (POD), la superossido dismutasi
(SOD), la catalasi (CAT) e l'ascorbato perossidasi
(APX), coinvolti principalmente nel controllo del
livello di perossido di idrogeno e nel processo di
degradazione della lignina.

MATERIALE E METODI

I 60 isolati utilizzati in questo studio provengono
dalla collezione nazionale dellIBAF - Istituto di
Biologia Agro-ambientale e Forestale - CNR-
Montelibretti (RM). Sono ceppi appartenenti al
genere Pleurotus e distinti nelle due varieta ferulae ed
eryngii. In seguito all’estrazione del DNA totale di
ciascun ceppo, le regioni parziali dei geni ¢f7-a ed
7pb2 sono stati amplificate in base alle condizioni di
PCR riportate in letteratura (LU e al, 1999). Le
sequenze ottenute sono state allineate mediante Ial-
goritmo CLUSTAL W (THOMPSON ez al., 1994) e le
analisi evolutive sono state condotte in Mega 5.2 uti-
lizzando il metodo della massima verosomiglianza
basato sul modello di TAMURA NEI (TAMURA, NEI,
1993). Per quanto riguarda le analisi isoenzimatiche,
si ¢ proceduto all’estrazione proteica seguendo la pro-
cedura descritta da LANUBILE et a/. (2012). La deter-
minazione del contenuto proteico totale ¢ stata effet-
tuata mediante il metodo di BRADFORD (1976). 100
pg di proteine totali estratte per singolo campione
sono state sottoposte ad elettroforesi su native-PAGE;
dopo la corsa elettroforetica i gel sono stati incubati in
tamponi appropriati per visualizzare I'attivita enzima-

tica specifica per POD, SOD, CAT ed APX.

RISULTATI E DISCUSSIONE

La tipizzazione molecolare del materiale biologico ¢
divenuto uno dei principali obiettivi da attuare al
fine di garantire la tipicita e la tracciabilita del pro-
dotto derivato. Lo scopo di questo studio ¢ stato la
messa a punto di una metodologia di riferimento per
la caratterizzazione molecolare della specie P. eryngii
e la costituzione di una banca dati di biodiversita che
costituira la base informativa per certificare P. eryngii
var. eryngii, noto come cardoncello, in maniera
oggettiva ¢ indipendente dalle competenze dell’ope-
ratore che effettua le osservazioni. Riguardo all’anali-
si enzimatica, si sono rilevati ald livelli di POD
(Fig. 1) e SOD (Fig. 2) in tutti i campioni analizzati
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Fig. 1

Analisi dellattivith delle POD su gel nativo. Nella figura
sono riportati i profili enzimatici di 10 ceppi di riferimen-
to per la varietd di cui era nota la pianta ospite.

Analysis of POD activity on native gel. The enzymatic
profile of 10 reference strains with known host plant is
shown.

123 45 678910

Fig. 2

Analisi dell'attivitd della SOD su gel nativo. Nella figura
sono riportati i profili enzimatici di 10 ceppi di riferimen-
to per la varietd con pianta ospite nota.

Analysis of SOD activity on native gel. The enzymatic
profile of 10 reference strains with known host plant is
shown.

sebbene non sia stata trovata alcuna correlazione tra
i profili isoenzimatici di queste proteine e gli isolati
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SMR 0169-0642-0644-0647-0657-0670-0675  Sardegna

SMR D140-0141-0144-0154-0225-0505-0511-0512-0523  Puglial

SMR 0143-0504-0510-0568-0579  Puglia

SMR 0148-0149-0150-0151-0240-0242-0243-0244-0245 Fuglia
SMR 0246-0248-0249-0531-0532-0502-0597-0601 Puglia

SMR 0142-0241-0247-0704-0705 Puglia

SMR 0607-0610-D528-0658 Sardegna

P ostrealus
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— P eryngii var. ferulae

[~ Peryngli var. eryngii

Dendrogramma ottenuto combinando i dati di sequenza dei geni ¢f7-a ed rbp2. Le analisi evolutive sono state ottenute con
il metodo della verosomiglianza. I numeri riportanti si riferiscono ai valori di bootstrap (1000 replicazioni).

Tree derived from combined 76p2 and efl-a data sets. The evolutionary history was inferred through the use of the
Maximum Likelihood method. Numbers at nodes are bootstrap values (1000 replicates).

analizzati.

Lassenza dell'attivita della catalasi nella maggior
parte dei campioni analizzati implica un ruolo mar-
ginale svolto da questo enzima nel processo di detos-
sificazione cellulare, mentre 'assenza completa di
ascorbato perossidasi nei campioni fungini oggetto
di studio suggerisce che tale enzima non sia necessa-
rio nella rimozione del perossido di idrogeno. La pre-
senza della SOD in tutti i campioni analizzati impli-
ca la capacita da parte delle cellule di dismutare ad
H,0O, l'anione superossido, una specie radicalica del-
lossigeno altamente citotossica. Per questa specie di
fungo, pertanto, le POD e le SOD appaiono svolge-
re un ruolo importante nella risposta di difesa dallo
stress ossidativo. Le analisi di sequenza e i dati relati-
vi al sequenziamento genico della regione efI-a
hanno evidenziato una maggiore variabilita rispetto
all’analisi del gene rép2.

La variazione di sequenza tra le varietd ferulae ed
eryngii ¢ risultata inferiore all'1%. Sei sostituzioni
nucleotidiche nel gene ef7-2 e 4 nel gene 7pb2 per-
mettono di distinguere in maniera inequivocabile gli
isolati di P eryngii var. eryngii da quelli di 2 eryngii
var. ferula. Dall’analisi del dendrogramma (Fig. 3),
ottenuto combinando i dati di sequenza di entrambi
i geni, risulta evidente la presenza di un cluster prin-
cipale che comprende I'intera popolazione oggetto di
studio ed una diramazione che include il solo isolato
P. ostreatus utilizzato come outgroup. Il cluster prin-
cipale presenta due distinti sottogruppi in cui si
distinguono le due varieta eryngii e ferulae, che a loro
volta manifestano, all'interno dello stesso gruppo,
una variabilita intra-specie. In termini di speciazione

tali raggruppamenti non risultano correlati né all’
origine geografica, né alla specificita di ospite. I valo-
ri di similarit tra i due cluster ottenuti dalle nostre
analisi non giustificano la presenza di due specie
distinte nella popolazione, ma di varieta all'interno
di un complesso di specie. Questi risultati, sebbene
preliminari, sono in accordo con quanto riportato da
MANG et al. (2010) e RODRIGUEZ ESTRADA et al.
(2010), secondo cui le distanze genetiche intraspeci-
fiche allinterno della popolazione di P. eryngii
sostengono la presenza di una singola specie non
ancora differenziata in sub-specie.
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RIASSUNTO - In questo lavoro sono stati analizzati ses-
santa ceppi italiani del fungo commestibile “cardoncello”
(Pleurotus eryngii) appartenenti alle varietd eryngii e ferulae
attraverso il sequenziamento di due geni housekeeping (ef1-
a e rpb2) e 'analisi dell’attivita della perossidasi, superos-
sido dismutasi e catalasi, al fine di individuare alcuni mar-
catori molecolari per la tracciabilitd del fungo. Le analisi
della sequenza hanno mostrato la presenza di SNP varieta-
specifico (eryngii e ferulae) in entrambi i geni utili per lo
sviluppo di strumenti per lidentificazione molecolare.
Lanalisi enzimatica ha rivelato alti livelli di POD e SOD
che non erano collegati alle varieta analizzate e una bassa
presenza o assenza di APX e CAT.
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Identificazione e caratterizzazione di un gene per una proteina chinasi
di grano duro

C. GaLraTl, M. DE Pascall, E Leucct, V. FaLco, M. DE CAROLL, P. RAMPINO, C. PERROTTA

ABSTRACT - Identification and characterization of a durum wheat gene coding a protein kinase - During their life plants
are exposed to different abiotic stresses. To cope with stress, plants have developed specific mechanisms involving a gen-
eral reprogramming of genetic activity. The object of this study was a 543 bp long cDNA, 744IN2, expressed in durum
wheat plants subjected to drought stress. The full length cDNA was obtained by RACE and the corresponding genomic
sequence was cloned. The protein coded by this gene has the characteristic domain of protein kinases C, which has not
yet characterized. Protoplast transient transformation indicates that the protein is localized in the cytosol, in the Golgi
apparatus and in the endoplasmic reticulum. The 744IN2 gene expression was analyzed in durum wheat seedlings sub-
jected to various stresses: its expression is evident in drought, heat and ABA stressed samples. This study allowed to char-

acterize, for the first time in durum wheat, a gene coding for a protein kinase C involved in abiotic stress response.

Key words: abiotic stress, durum wheat, protein kinase

INTRODUZIONE

Le piante, durante la loro vita, sono esposte a nume-
rosi fattori di stress biotici e abiotici che hanno effet-
ti negativi sulla loro crescita, sulle normali funzioni
fisiologiche e sulla capacita biosintetica. Esse cercano
di adattare il loro metabolismo allo stress e, nel corso
dell’evoluzione, hanno sviluppato specifici meccani-
smi, attivando risposte a livello molecolare e svilup-
pando diverse strategie che prevedono una ripro-
grammazione dell’attivitd genetica, con conseguente
attivazione e/o modulazione di specifici geni correla-
ti allo stress. Nell'ambito dei geni stress related, si
annoverano geni che codificano per proteine funzio-
nali (proteine LEA, HSP) e geni che codificano per
proteine regolatrici, quali chinasi, fosfolipasi o fatto-
ri di trascrizione (SHARMA, LAVANYA, 2002). Al fine
di comprendere, a livello molecolare, i meccanismi di
risposta agli stress attivati dalle piante, sono impor-
tanti I'identificazione e lo studio dei geni che inter-
vengono nella risposta agli stress.

E stata eseguita I'analisi dell’espressione differenziale
dei geni in piante di grano duro, cultivar (cv) Ofanto,
sottoposte a stress idrico, termico e combinato (idri-
co/termico), con la tecnica del cDNA-AFLP
(RAMPINO et al., 2012). Mediante questa tecnica ¢
stato identificato un ¢cDNA di 543 bp denominato
Td4IN2, relativo ad un gene espresso esclusivamente
nelle piante sottoposte a stress idrico. Scopo di que-
sto lavoro ¢ stata la caratterizzazione di questo

cDNA, la cui sequenza, confrontata con quelle pre-
senti nelle banche dati, non presentava alcuna omo-
logia significativa.

MATERIALI E METODI

Per ottenere il cDNA full length, Td4IN2 ¢ stato sot-
toposto a 5 e 3 RACE utilizzando il kit
SMARTer™ RACE cDNA (Clontech). I frammenti
ottenuti sono stati clonati e sequenziati. Sono quindi
stati disegnati i primer specifici per amplificare il
frammento di DNA genomico contenente il gene
Td4IN2.

Le analisi bioinformatiche sono state eseguite utiliz-
zando gli strumenti disponibili ai siti web:
http://web.expasy.org/translate, http://npsa-pbil.
ibep.fr/cgi-bin/secpred_consensus.pl, http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Al fine di determinare la localizzazione della proteina
codificata da 7d4IN2 allinterno della cellula, ¢ stata
effettuata la trasformazione transiente di protoplasti
di tabacco con il vettore PGIP2-GFP nel quale ¢
stata inserita la sequenza codificante per 744IN2. I
protoplasti trasformati sono stati osservati al micro-
scopio confocale.

Allo scopo di valutare I'espressione del gene 7d4IN2
nelle radici e nelle foglie di piantine di grano duro
delle cv Ofanto e Cappelli, queste sono state fatte
crescere in agriperlite per 10 giorni e successivamen-
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te sottoposte a stress: idrico, da alta temperatura
(HS), combinato (idrico/HS), salino, da freddo e da
acido abscissico (ABA). Per lo stress da alta tempera-
tura le piantine sono state poste a 42 °C per 1, 6 ¢ 24
h. Per imporre lo stress idrico le piantine, rimosse
dall’agriperlite, sono state sistemate su carta da filtro
ed esposte all’aria, a temperatura ambiente, per 2, 4
e 6 h; per I'imposizione dello stress combinato, le
piantine sono state disidratate, come precedente-
mente descritto, a 42 °C. Per lo stress da freddo, le
piantine sono state poste in 25 ml di acqua bidistil-
lata sterile a 4 °C per 1, 6 e 24 h. Per lo stress con
ABA, le piantine sono state poste in 25 ml di ABA
100 uM per 1, 6 e 24 h. Infine, per I'imposizione
dello stress salino, le piantine sono state poste in 25
ml di NaCl 250 pM per 2, 4 ¢ 6 h. Da tutti i cam-
pioni ¢ stato estratto 'RNA e successivamente ¢ stato

prodotto il cDNA.

RISULTATI E DISCUSSIONE

La sequenza del cDNA full length ¢ di 1267 bp e con-
tiene una open reading frame (ORF) di 795 bp. La
regione codificante ¢ preceduta da una regione in 5’
non codificante (UTR) di 124 bp ed ¢ seguita, all’e-
stremita 3’, da una UTR lunga 348 bp. Sulla sequen-
za del cDNA full length sono stati quindi disegnati
primer specifici, utilizzati per amplificare la regione
genomica corrispondente. Confrontando la sequenza
del gene e quella del cDNA ¢ stata quindi ricostruita
la struttura del gene, che ¢ composto da 6 esoni e 5
introni. La sequenza codificante ¢ stata convertita
nella corrispondente sequenza aminoacidica. La pro-
teina dedotta, denominata 744IN2, ¢ costituita da
265 aminoacidi, ha un peso molecolare di 30,70 kDa
ed un punto isoelettrico teorico di 8,20. Il profilo
della sua struttura secondaria rivela la presenza di 12
regioni ad a-elica, che rappresentano il 46,97% della
proteina, intervallate da regioni random coil
(43,56%) e da tratti lineari (9,47%). Il confronto
della sequenza aminoacidica ottenuta con le sequen-
ze presenti nelle banche dati ha evidenziato che
Td4IN2 presenta il dominio caratteristico delle pro-
tein-chinasi C. Le protein-chinasi C (PKC) appar-
tengono alla famiglia delle AGC chinasi, un gruppo
di serina/treonina chinasi che include anche le pro-
tein-chinasi A (PKA) e le protein-chinasi G (PKG).
In generale le AGC chinasi sono conservate nel regno
vegetale e sono coinvolte nella regolazione della cre-
scita, della morfogenesi e della morte cellulare, ed
intervengono anche nella risposta agli stress ambien-
tali (GARCIA ez al., 2012). Per quanto riguarda le pro-
tein-chinasi C in particolare, esse sono ben caratte-
rizzate nel regno animale, ma quasi nulla ¢ noto
riguardo le loro funzioni e i loro rarget nel regno
vegetale. Infatti, nelle piante sono state caratterizzate
numerose chinasi, tra cui 7zSnRK2.4 (MAO et al.,
2010) e 7aSnRK2.7 (ZHANG er al., 2011) di grano
tenero, coinvolte nella risposta a differenti tipi di
stress abiotici, ma nessuna appartenente a questa
sotto-famiglia. I dati ottenuti indicano anche che
una delle proteine pil simili a 774IN2 ¢ una serina-
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treonina chinasi di Triticum aestivum denominata
72eSTK-1B, che non & mai stata caratterizzata e,
soprattutto, non ¢ mai stata messa in relazione con
gli stress (GRIFFITHS ez al., 2006). Losservazione al
microscopio confocale dei protoplasti di tabacco tra-
sformati con il costrutto contenente la sequenza
codificante 7@4IN2 indica che la proteina si localiz-
za a livello del citosol, dell’apparato di Golgi e del
reticolo endoplasmatico. Lespressione del gene
Td4IN2 ¢ stata analizzata in due cultivar, Ofanto e
Cappelli, scelte perché pur essendo entrambe resi-
stenti allo stress idrico, probabilmente utilizzano
meccanismi diversi. Infatti la cultivar Ofanto, che ha
una bassa water use efficiency, attiva un elevato nume-
ro di geni in seguito a stress idrico, mentre la cultivar
Cappelli, che ha un’elevata water use efficiency, pre-
senta espressione costitutiva di molti geni che in
Ofanto sono indotti dallo stress idrico ed una mini-
ma modulazione dell’espressione genica in risposta
allo stress (APRILE et al., 2013). I risultati ottenuti
dall’analisi dell’espressione indicano che questo gene
viene espresso esclusivamente nelle foglie e in rispo-
sta allo stress idrico, da freddo e da ABA. In seguito
a stress idrico il gene ¢ espresso in entrambe le culti-
var dopo 2 e 4 h di stress, ma in Ofanto i livelli di
espressione sono molto pit elevati (Fig. 1).

- Stress Idrico

Livellh ol espressinne

Durawa delin Siress

Fig. 1

Livelli di espressione del gene 744IN2 in foglie di piante
sottoposte a stress idrico (bianco: Cappelli; nero: Ofanto).
Expression levels of 7d4IN2 in leaves of plants subjected
to water stress (white: Cappelli; black: Ofanto).

Sottoponendo le piantine a stress da freddo, in
Ofanto il livello di espressione pit elevato si ha dopo
1 h e lespressione progressivamente diminuisce
allaumentare della durata dello stress, mentre in
Cappelli i massimi livelli di espressione si hanno
dopo 6 h (Fig. 2A).

Infine, la somministrazione di ABA induce alti livel-
li di espressione in entrambe le cv in tutti i tempi di
stress, ma con un andamento differente: in Ofanto si
ha una progressiva lieve diminuzione all’aumentare
della durata dello stress, mentre in Cappelli si ha un
graduale incremento dei livelli di espressione

(Fig. 2B).
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Livelli di espressione del gene 744IN2 in foglie di piante
sottoposte a stress da freddo (A) e da ABA (B) (bianco:
Cappelli, nero: Ofanto).

Expression levels of 7d44IN2 in leaves of plants subjected
to cold (A) and ABA stress (B) (white: Cappelli, black:
Ofanto).

La mancata espressione in seguito a stress da alta
temperatura ¢ combinato del gene 7d4IN2 rappre-
senta un risultato atteso, in quanto si verifica anche
nelle piante adulte. Questo studio ha permesso di
caratterizzare, per la prima volta in grano duro, un
gene codificante per una protein-chinasi C coinvolta
nella risposta agli stress abiotici e sensibile al tratta-
mento con ABA. In generale questo studio contri-
buisce ad una migliore comprensione dei meccani-
smi molecolari di risposta delle piante agli stress
abiotici e consentira lo sviluppo di nuove strategie
genetiche finalizzate ad ottenere cv resistenti agli
stress ambientali.

Ringraziamenti - Questo lavoro ¢ stato realizzato con i
fondi del MIUR: progetto PONO01_01145-ISCOCEM,
PRIN 2010-2011 progetto 2010Z77XAX_002.
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RIASSUNTO - Le piante sono esposte a numerosi stress
ai quali rispondono attivando specifici meccanismi che
prevedono una riprogrammazione dell’attivitd genetica.
Oggetto di questo lavoro ¢ un cDNA di 543 bp, denomi-
nato 7d4IN2, relativo ad un gene espresso nelle piante di
grano duro sottoposte a stress idrico. Mediante RACE ¢
stata ricostruita la sequenza completa del cDNA ed ¢ stata
amplificata la regione genomica corrispondente. La pro-
teina codificata da questo gene presenta il dominio carat-
teristico delle protein-chinasi C, poco caratterizzate nel
regno vegetale. Mediante trasformazione transiente di pro-
toplasti, ¢ stato evidenziato che la proteina si localizza nel
citosol, nell’apparato del Golgi e nel reticolo endoplasma-
tico. Infine ¢ stata valutata I'espressione del gene 744IN2
in piantine di grano duro sottoposte a differenti stress: si
osserva la sua espressione in risposta a stress idrico, da
freddo e da acido abscissico. Questo studio ha permesso di
caratterizzare, per la prima volta in grano duro, un gene
codificante per una protein-chinasi C coinvolta nella
risposta agli stress abiotici.
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Effetto dello stress termico sull’attivitd delle xiloglucano
endotrans-glicosilasi (XET) in apici radicali di plantule di frumento duro

A. TURLARO, M. DE CaroLl, PP. MARRESE, M. DE PascaLl, P RAMPINO, G. DALESSANDRO, G. PIRO,

M.S. LENuCCI

ABSTRACT - Effect of heat stress on xyloglucan endotransglycosylase (XET) activity in root apical segments of durum wheat
seedlings - XET activity was evaluated in root tips of durum wheat seedlings (77iticum durum Mill., cv. Creso) subjected
to 0, 2, 4 and 24 hours of heat stress (42 °C). Stress significantly reduced XET activity either in vitro or in vivo. At micro-
scopic level conflicting XET activity variations were observed in dependence on the gradient of cell differentiation. In the
root portion comprising the cap and apical meristem, XET activity was stable even after 24 hours at 42 °C. At the elon-
gation zone, stress caused a considerable increase in XET activity (-65 %). Finally, at the hair region, a gradual reduction
of the XET activity was observed in stressed roots. This localized increase of XET activity may represent an adaptive
response to heat stress by promoting the rapid elongation of the root cells to explore deep soil.

Key words: cell-wall, cereals, glycosyl-hydrolases, heat stress, xyloglucans

INTRODUZIONE

La coltivazione del frumento duro rappresenta un
comparto di grande rilevanza per I'agricoltura dell’a-
rea mediterranea ed in particolare per I'Italia, princi-
pale produttore Europeo. La maggior parte della pro-
duzione di frumento duro italiana ¢ concentrata
nelle regioni insulari e meridionali, particolarmente
suscettibili a situazioni stagionali di stress termico. Le
piante hanno sviluppato risposte complesse per
ridurre al minimo i danni dovuti all’esposizione ad
alte temperature. Alterazioni dell’espressione di un
gran numero di geni sono state osservate entro pochi
minuti dalla percezione dello stress e si traducono
nella sintesi massiva di heat shock proteins (HSPs) e
nella contemporanea riduzione generalizzata della
sintesi di altre proteine (ALTSCHULER, MASCAREN-
HAS, 1985).

La parete cellulare ¢ la prima struttura coinvolta nella
percezione e trasduzione dei segnali extracellulari.
Attraverso la complessa interazione parete-protopla-
sto le proprieta chimico-fisiche della cellula possono
essere modulate in risposta alle condizioni ambienta-
li. La parete svolge, inoltre, un ruolo fondamentale
nei processi di crescita e differenziamento morfo-
funzionale delle cellule mediante 'integrazione, rior-
ganizzazione e riorientamento finemente regolato di
ciascuno dei suoi componenti. Le xiloglucano endo-

trans-glicosilasi (XET) sono enzimi direttamente
coinvolti nel rimodellamento del network polisacca-
ridico che costituisce lintelaiatura portante della
parete vegetale. /n muro, catalizzano la scissione di
una catena xiloglucanica e la successiva ligazione ad
una catena accettrice diversa promuovendo sia i pro-
cessi di allentamento della parete cellulare che I'inte-
grazione di xiloglucani di nuova sintesi (Fig. 1)
(FRANKOVA, Fry, 2013).

[ fattori in grado di influenzare 'attivita di XET sono
numerosi e includono ormoni (gibberelline, acido
abscissico, auxine, brassinosteroidi) e diversi stress
come ad esempio I'esposizione a basse temperature o
a prolungata anossia (XU ez al., 1996).

In questo lavoro abbiamo studiato eventuali variazio-
ni nell’attivitd di XET in segmenti apicali di radice di
plantule di frumento duro sottoposte a stress termi-
co; tali variazioni potrebbero avere un ruolo nella tol-
leranza allo stress.

MATERIALI E METODI

Plantule di frumento duro (77iticum durum Desf.,
cv. Creso) di circa 5 giorni sono state incubate a
24 °C (controllo) e a 42 °C (stress termico) per 0, 2,
4 e 24 ore. Al termine del periodo d’incubazione da
ciascuna radice ¢ stato sezionato un segmento di circa
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XET catalizza la scissione idrolitica di uno xiloglucano che
fa da ponte tra due microfibrille di cellulosa (A); 'enzima
rimane attaccato all’estremitd riducente neo-formata e
rilascia quella non-riducente (B). XET catalizza la forma-
zione di un nuovo legame glicosidico tra 'estremitd ridu-
cente e quella non-riducente di un altro xiloglucano (C).
XET cleaves a xyloglucan strand that bridges between cel-
lulose microfibrils (A); the enzyme remains attached to the
newly formed reducing end, while releasing the non-
reducing end (B). Finally XET catalyzes the formation of a
new glycosidic bond between the newly formed reducing
end and a non-reducing end of another xyloglucan (C).

1 cm a partire dall’apice. I segmenti apicali sono stati
congelati in azoto liquido, liofilizzati, ridotti in pol-
vere e incubati nel buffer di estrazione [succinato
(Na*) 0,2 M, pH 5.5 + 10 mM CaCl, + 2% w/v
polivinilpoli-pirrolidone], aggiunto in rapporto 20:1
rispetto al peso del materiale liofilizzato. Dopo 2 ore
di estrazione a 4 °C, sotto agitazione, i campioni
sono stati centrifugati a 10.000g. Il sovranatante
(estratto grezzo contenente XET) ¢ stato recuperato
ed utilizzato per le analisi successive.

Lattivita di XET negli estratti ¢ stata saggiata con un
metodo dot-blor (FRY, 1997) che si basa sulla capaci-
ta dell’enzima di catalizzare in vitro il trasferimento
di un eptasaccaride sulforodaminato (XXXG-SR) su
un substrato esogeno accettore (xiloglucani) renden-
dolo fluorescente. Lattivita di XET ¢ stata espressa
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come nmol XXXG trasferiti al substrato nella reazio-
ne di transglicosilazione/mg proteine totali nell’e-
stratto. Quest’'ultimo parametro ¢ stato quantificato
secondo il metodo di BRADFORD (1976). I dati otte-
nuti sono stati sottoposti ad analisi statistica basata
sul test ANOVA (One Way). Il metodo post-hoc di
Holm Sidak ¢ stato applicato per stabilire differenze
significative tra le medie con un livello di confidenza
del 95%.

La valutazione dell’attivitd enzimatica di XET in vivo
a livello di apparato radicale ¢ stata effettuata secon-
do la procedura di VISSENBERG ez al. (2003).
Brevemente, plantule di circa 5 giorni sono state
incubate a 24 °C e 42 °C in una soluzione 0,65 pM
di XXXG-SR per 24 ore. Le radici sono state aspor-
tate a livello della cariosside e lavate per 10 minuti in
una soluzione etanolo/acido formico/acqua (15:1:4
v/vlv) e, successivamente, in acido formico al 5%,
overnight. Al termine del trattamento, le radici sono
state osservate al microscopio confocale (A eccitazio-
ne = 488 nm; A emissione 581-589 nm). La fluore-
scenza ¢ stata quantificata utilizzando il software sha-
reware Imagel.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nellestratto grezzo ottenuto dai segmenti apicali
delle radici di plantule controllo la quantita di pro-
teine totali si attesta intorno a ~19 mg/g di tessuto
secco. Le variazioni nel quantitativo proteico totale
osservate dopo 2 (-21 mg/g), 4 (-18 mg/g) e 24
(16,5 mg/g) ore di stress termico non sono risulta-
te statisticamente significative (p=0,119).

Lattivita enzimatica di XET riscontrata negli estratti
grezzi preparati dai segmenti apicali delle plantule
controllo e stressate ¢ riportata in Fig. 2. Il test stati-
stico ha evidenziato differenze altamente significative
tra controllo e campioni stressati (p<0,001; n=30).
Dopo 2 ore di incubazione a 42 °C si osserva un’ini-
bizione dell’attivita di XET di circa il 60% rispetto al
controllo. La percentuale di inibizione rimane iden-
tica dopo 4 ore di stress e si riduce a circa il 40%
dopo 24 ore, lasciando ipotizzare un adattamento
della plantula al calore.

Lattivita di XET valutata iz vive a livello di segmen-
to apicale di radici controllo e stressate per 24 ore ¢
riportato in Fig. 3. Losservazione microscopica, con-
dotta visualizzando in successione segmenti di radice
della dimensione di 0,5 millimetri partendo dall’api-
ce ha, in linea generale, confermato i risultati ottenu-
ti in vitro ovvero una riduzione (-10%) dell’attivita di
XET complessiva a livello dell’'intero segmento di 0,7
cm rispetto al controllo. Tuttavia, considerando le
variazioni dell’attivita di XET in funzione della
distanza dall’apice, ¢ risultato evidente che essa ¢
influenzata in modo differenziale in dipendenza dal
gradiente di differenziamento cellulare. Nel primo
millimetro (zona che comprende la cuffia, il meriste-
ma apicale e la porzione iniziale della zona di accre-
scimento per distensione) I'attivita di XET ¢ presso-
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Activita di XET negli estratti grezzi ottenuti da segmenti
apicali (-1 c¢m) di radici di plantule di frumento duro
incubate a 42 °C per 0 (controllo), 2, 4 e 24 ore. [ risulta-
ti rappresentano la media di 30 repliche indipendenti +
errore standard. Lettere differenti identificano variazioni
statisticamente significative (p<0,05).

XET activity in crude extracts obtained from apical root
segments (~ 1 cm) of durum wheat seedlings incubated at
42 °C for 0 (control), 2, 4 and 24 hours. The results rep-
resent the average of 30 independent replicates + standard
error. Different letters indicate statistically significant dif-
ferences (p<0.05).
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Fig. 3

Attivitd di XET in vive in segmenti di radice (0,7 cm a
partire dall’apice) in piante controllo e sottoposte a 24 ore
di stress termico (42 °C).

In vivo XET activity in root segments (0,7 cm from the
root tip) from control and 24 hours heat (42 °C) stressed
plants.

ché identica nelle radici controllo ed in quelle stres-
sate. Nel segmento di radice compreso tra 1 mm e
2,5 mm a partire dall’apice (zona di distensione) I'at-
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tivita di XET ¢ fortemente e repentinamente aumen-
tata (~65%) rispetto a quella del rispettivo segmento
controllo.

A partire dal terzo millimetro (cellule completamen-
te distese) si osserva una consistente e progressiva
riduzione dell’attivita di XET nei campioni stressati
rispetto al controllo.

E nota la correlazione diretta tra lattivitd di XET ed
il tasso di crescita della pianta (FRANKOVA, Fry,
2013). Laumento dell’attivita di XET localizzato alla
zona di distensione della radice potrebbe rappresen-
tare una risposta adattativa allo stress termico. XET
infatti potrebbe essere coinvolta in processi di “avoi-
dance” dello stress termico favorendo la rapida cresci-
ta dell’apparato radicale ed il raggiungimento di zone
profonde del terreno

Ringraziamenti - Questo lavoro ¢ stato supportato da fondi
PRIN-MIUR 2010-2011, Prot. 2010Z77XAX_002.
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RIASSUNTO - In questo lavoro ¢ stata valutata Iattivita
delle xiloglucano endotransglicosilasi (XET) in apici radi-
cali di plantule di frumento duro (Z7iticum durum Dest.,
cv Creso) sottoposte a 0, 2, 4 e 24 ore di stress termico
(42 °C). Sia in vitro che in vivo l'attivitd di XET ¢ signifi-
cativamente ridotta in condizioni di stress. A livello micro-
scopico, tuttavia, sono state osservate variazioni contra-
stanti dell’attivitd di XET in dipendenza dal gradiente di
differenziamento cellulare. Nella porzione di radice com-
prendente la cuffia e la zona di crescita per divisione
(meristema apicale) I'attivitd di XET non subisce variazio-
ni dopo 24 ore a 42 °C. Nella zona di distensione, lo stress
determina un considerevole aumento dell’attivitd di XET
(-65%). Nella zona pilifera, infine, si osserva una progres-
siva riduzione dell’attivitd di XET nei campioni stressati
rispetto a quella del corrispettivo segmento controllo.
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Questo incremento localizzato dell’attivica XET potrebbe promuovendo la rapida distensione delle cellule della radi-
rappresentare una risposta adattativa allo stress termico ce e il raggiungimento di zone pit profonde del terreno.
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Produzione di composti bioattivi da colture cellulari in sospensione
di Artemisia annua

E RizzELLO, M. DURANTE, A. DE PAOLIS, G. MITA, S. CARETTO

ABSTRACT - Production of bioactive compounds from plant cell suspension cultures of Artemisia annua - Artemisia annua
L., a herbal plant, is well known to produce the antimalarial sesquiterpene lactone artemisinin (AN). We estabilished A.
annua L. cell suspension cultures able to produce intracellular and, more interestingly, extracellular AN. In a previous
work, B-cyclodextrins (-CDs) were demonstrated to increase intracellular and extracellular levels of AN, improving the
AN water solubility. The aim of this work was to evaluate the effect of 3-CDs on the production of other bioactive iso-
prenoid compounds. Isoprenoids are important molecules for human health, due to their antioxidant activity, they inibit
the formation of free radicals and counteract the attack of free radicals to biological targets. Therefore, we analyzed
carotenoids, chlorophylls, tocopherols and quinones both intracellular and extracellular levels of A. annua cell suspension
cultures after treatment with $-CDs. The results showed an increase of isoprenoid intracellular content in f-CDs-treated
suspension cultures compared to the control. The presence of some isoprenoids in the spent medium of the cell cultures
treated with B-cyclodextrins was detected too. Therefore, the addition of 3-CDs to the culture medium not only induced
an increase of intracellular isoprenoid levels, but also b-CDs induced the secretion of isoprenoids in the culture medium,
where they were accumulated and could be easily isolated.

Keywords: Artemisia annua L., cyclodextrin, isoprenoids, plant cell suspension cultures

INTRODUZIONE

Il genere Artemisia comprende pitt di 300 specie. E
una pianta erbacea annuale appartenente alla fami-
glia delle Asteraceae e nota in Cina con il nome
“quinghao”. CARVALHO ¢t al. (2011) hanno descritto
l'utilizzo delle piante di Arzemisia nella cura di malat-
tie inflammatorie, nelle infezioni da parte di funghi,
virus e batteri, nel trattamento di ulcere gastriche,
tumori e altro ancora. Una delle specie pitt studiate
del genere Artemisia ¢ Artemisia annua L., pianta
usata per molti secoli nella medicina popolare cinese
nel trattamento della malaria e della febbre per la
presenza del metabolita bioattivo pili importante che
¢ lartemisinina (AN), un sesquiterpene lattone
endoperossido. AN e i suoi derivati attualmente
sono i farmaci pitt importanti per il trattamento della
malaria e fanno parte di un cocktail multidrug, che
prende il nome di artemisinin combination therapy
(ACT). Sebbene 'AN possa essere sintetizzata de
novo in laboratorio, tuttavia la bassa resa e la proce-
dura multi-step fanno si che 'unica fonte possibile di
artemisinina rimanga la pianta coltivata in campo.

La pianta di A. annua, dopo 4-6 mesi di crescita, pro-
duce dallo 0,1 all’'1% del peso secco di AN, e la pro-
duzione varia anche in base alle condizioni ambien-
tali. E prodotta dalle parti aeree della pianta e accu-

mulata nei tricomi ghiandolari delle foglie. Poiché la
produzione di AN da parte della pianta ¢ bassa ¢ la
sintesi chimica molto difficile e costosa, si sta cercan-
do di migliorarne la produzione attraverso una serie
di approcci, tra i quali l'utilizzo di colture cellulari
che rappresentano dei sistemi controllati, continui e
svincolati da limitazioni dovute alla stagionalita e
all’attacco di patogeni.

A tale scopo sono state allestite delle colture cellulari
in sospensione di A. annua in grado di produrre AN
e, in particolare, di rilasciarla nel mezzo di coltura
(CARETTO et al., 2011). Spesso anche la produzione
in vitro presenta il limite delle scarse rese e per que-
sto motivo ¢ necessario utilizzare elicitori per aumen-
tare la resa. In un precedente lavoro le B-CDs, utiliz-
zate come elicitori, si sono rivelate utili nel’aumen-
tare i livelli intracellulari ed extracellulari di AN
(DURANTE et al., 2011).

Le ciclodestrine sono oligomeri ciclici non-riducenti
costituite da unita di glucosio con legami o-1,4.
Derivano dalla trasformazione dell’'amido ad opera di
ciclodestrine glicosil transferasi batteriche, (SZEJTLI,
1982). Le pitt comuni sono le a-, B- e y-CDs e sono
costituite da sei, sette o otto unita di glucosio rispet-
tivamente. Le ciclodestrine possiedono una forma
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conica con una porzione esterna idrofilica e una cavi-
ta lipofilica in grado di formare complessi d’inclusio-
ne con molecole ospite di basso peso molecolare. E
stato riportato che le B-CDs possono agire come veri
elicitori inducendo la biosintesi del metabolita
secondario in diverse colture cellulari vegetali
(ZAMBONI et al., 2009).

Lo scopo del presente lavoro ¢ stato quello di valuta-
re gli effetti delle -CDs sulla produzione di altre
molecole bioattive appartenenti al gruppo degli iso-
prenoidi. Pertanto, sono stati determinati i livelli sia
intracellulari che extracellulari di carotenoidi, cloro-
fille, tocoferoli e chinoni nelle colture cellulari in
sospensione di A. annua trattate e non con 3-CDs.

MATERIALI E METODI

Allestimento colture cellulari

Le colture in sospensione di A. annua sono state
mantenute in terreno MS contenente i regolatori
della crescita come descritto da CARETTO et al.
(2011). I trattamenti con B-CD sono stati eseguiti in
triplo su colture cellulari di A. annua al 15° giorno di
crescita. Le cellule sono state risospese con terreno
fresco addizionato con 2,6-dimetil-B-ciclodestrine
(DIMEB B-CD), ad una concentrazione di 50mM e
incubate per 3 e 7 giorni. Le cellule controllo, inve-
ce, sono state risospese con terreno fresco senza ciclo-
destrine. Dopo il trattamento, le cellule sono state
filtrate, il mezzo ¢ stato raccolto e le cellule e il mezzo
sono stati utilizzati per I'estrazione degli isoprenoidi.

Estrazione degli isoprenoidi

Gli isoprenoidi sono stati determinati secondo il
metodo di SADLER et al. (1990) modificato da
PERKINS-VEAZIE et al. (2001), con alcune modifica-
zioni per adattarlo alle colture cellulari.

Per ogni campione ¢ stata prelevata un’aliquota da 50
mg di cellule liofilizzate (per i mezzi 3mlL) e trasferi-
te in falcon da 50 mL. In ciascun falcon sono stati
aggiunti 5 mL di BHT (Butilato di Idrossi Toluene)
0,05% (w/v) in acetone, 5 mL di etanolo al 95% e
10 mL di esano. I falcon sono stati posti in ghiaccio
e in agitazione sull’agitatore orbitale a 180 rpm per
15 minuti. Successivamente sono stati aggiunti 3 mL
di acqua bidistillata e i falcon sono stati posti in agi-
tazione per altri 5 minuti. Al termine dei 5 minuti i
campioni sono stati centrifugati a 4000rpm per 10
minuti in modo da consentire la separazione di fase
(i carotenoidi si trovano nella fase superiore di
esano). Gli estratti ottenuti sono stati portati a secco
al rotavapor e risospesi con 1 mL di esano. Lestratto
risospeso in esano ¢ stato successivamente portato a
secco allo speedvac e risospeso con 100puL di etilace-
tato (50pL per i mezzi) solo poco prima dell’analisi
HPLC.

Analisi al’HPLC degli isoprenoidi

Lidentificazione e quantificazione degli isoprenoidi ¢
stata effettuata secondo il metodo di FRASER ez al.
(2000). Le analisi sono state condotte utilizzando un
HPLC Agilent 1200 con rivelatore spettrofotometri-
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co. La separazione ¢ stata effettuata a 31 °C su una
colonna YNC, Milford, MA C30 (5 mm, 250 x
4,6mm), con un flusso di ImL al min. La fase mobi-
le utilizzata era costituita da: metanolo (soluzione A),
H,O:metanolo 20:80 (v/v) contenente 0,2% di
ammonio acetato (soluzione B) e metil-t-butil etere
(soluzione C). Di ciascun estratto sono stati iniettati
10 mL. Le letture cromatografiche sono state effet-
tuate alla lunghezza d’onda (1) di 475 nm per i caro-
tenoidi, 290 nm per i tocoferoli, 275 nm per i chi-
noni e 657 nm per le clorofille. Il tempo di eluizione
utilizzato ¢ stato pari a 60 min, seguito da un inter-
vallo di 10 min di ricondizionamento della colonna.
La fase mobile nelle condizioni iniziali era cosi costi-
tuita: (A) 95%, (B) 5% e (C) 0%. Tali concentrazio-
ni sono state variate linearmente. In particolare, al
tempo pari a 12 minuti il solvente A diminuiva fino
all’80%, il solvente B era mantenuto costante e il sol-
vente C raggiungeva il 15%. Nei 30 min successivi B
era sempre costante mentre A diminuiva fino al 30%
e C aumentava fino al 65%. Tali condizioni sono
state mantenute costanti fino a 60 min. A 62 min
sono state raggiunte le condizioni iniziali.

RISULTATI

Lanalisi del contenuto intracellulare di isoprenoidi ha
rivelato che le cellule esposte al trattamento con le
DIMEB 50mM per 3 giorni hanno mostrato un livel-
lo significativamente piu alto di carotenoidi, chinoni
e clorofille fino a 3 volte rispetto al controllo; invece,
dopo 7 giorni di trattamento, i livelli di isoprenoidi
non risultavano diversi dal controllo (Fig. 1).

s b
50 e ac € BC
g= » 2
B § 150008 |
% % Do 5 B
LT ES = oo * L PP
";' 150 E
10 w i
b
. oo
a B sl
[’i

Fig. 1

Contenuto intracellulare di isoprenoidi in colture cellula-
ri in sospensione di A. annua (a: carotenoidi, b: tocofero-
li, c: chinoni, d: clorofille).

Intracellular content of isoprenoids in A. annua suspen-
sion cultures (a: carotenoids, b: tocopherols, c: quinones,

d: chlorophylls).
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In Fig. 2 sono riportati i livelli extracellulari degli iso-
prenoidi durante il tempo di trattamento. Nei cam-
pioni controllo non ¢ stata osservata la presenza di
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isoprenoidi a parte tracce di carotenoidi. Nei mezzi
dei campioni trattati non si osserva la presenza di
tocoferoli, mentre si osserva un aumento nel tempo
dei livelli di carotenoidi e chinoni. Infine, le clorofil-
le hanno la massima produzione solo dopo tre giorni
di trattamento.
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Fig. 2

Livelli extracellulari di isoprenoidi in colture cellulari in
sospensione A. annua (a: carotenoidi, b: chinoni, ¢: cloro-
fille).

Extracellular levels of isoprenoids in A. annua suspension
cultures (a: carotenoids, b: quinones, c: chlorophylls).

DI1sCUSSIONE E CONCLUSIONI

Le CDs sono note per la capacita di aumentare la
solubilita di molecole lipofile, formando dei com-
plessi di inclusione host-guest con composti non-
polari. Lattivita delle CDs native ¢ risultata anche
maggiore in seguito alla presenza di modificazioni
chimiche (alchilazioni, esterificazioni, glicosilazioni
o sostituzioni) (USUDA et al., 2000; ILLAPAKURTHY ez
al., 2003; ANSARI et al., 2009). E stato dimostrato
che molecole liposolubili, quali tocoferoli e carote-
noidi, sono in grado di formare complessi di inclu-
sione con le B-CDs ed in questo modo essere solubi-
lizzate e stabilizzate (OKADA et al., 1990; WATANABE
et al., 2009). Recentemente, ¢ stato riportato che le
-CDs agiscono come elicitori inducendo la biosin-
tesi di metaboliti secondari in differenti colture vege-
tali in sospensione. In seguito a studi condotti con le
DIMEB ¢ stato osservato un significativo aumento
della produzione di resveratrolo, di artemisinina e di
fitosterolo in colture cellulari in sospensione di Vizis
vinifera L., A. annua e in Daucus carota L. rispettiva-
mente (BRU et al., 2006; LJAVETZKY et al., 2008,
DURANTE et al, 2011, SABATER-JARA, PEDRENO
2013). Sulla base di queste informazioni, ¢ stato con-
dotto uno studio per investigare se le DIMEB potes-
sero avere simili effetti in culture cellulari in sospen-
sione di A. annua per la produzione di isoprenoidi,
in particolare di carotenoidi, clorofille, tocoferoli e
chinoni.

Labilitd delle DIMEB di determinare un aumento
totale del contenuto intracellulare di isoprenoidi
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nelle colture cellulari di A. annua dopo tre giorni di
trattamento potrebbe essere assimilata alla similarita
chimica delle -CDs agli oligosaccaridi pectici rila-
sciati dalla parete cellulare dopo infezione fungina,
come suggerito nel caso delle colture cellulari in
sospensione di V. vinifera trattate con B-CDs (BRU ez
al., 2006). Pertanto, I'aggiunta delle B-CDs simule-
rebbe uno stress di tipo biotico e la piu elevata pro-
duzione di molecole bioattive rappresenterebbe la
risposta cellulare allo stimolo indotto. Lanalisi di
espressione dei geni coinvolti nel metabolismo degli
isoprenoidi in colture cellulari in sospensione di A.
annua, che ¢ attualmente in corso, potra chiarire se si
tratti di un aumento del flusso biosintetico.
Laggiunta delle DIMEB al mezzo di coltura ha per-
messo la “secrezione” degli isoprenoidi nel terreno di
coltura portando a un aumento nel tempo di tratta-
mento dei livelli intracellulari di carotenoidi e chino-
ni. Mentre le clorofille hanno la massima produzio-
ne dopo tre giorni di trattamento, questo andamen-
to potrebbe essere dovuto alla conversione delle clo-
rofille in feofitina e/o clorofillide causato dalla luce
durante il perido di tractamento (ZENG et al., 1991).
La secrezione degli isoprenoidi nel mezzo consenti-
rebbe un pit facile isolamento di queste molecole
che potrebbero essere utilizzate in diversi processi
industriali per la produzione di nutraceutici, additivi
alimentari, ingredienti per cosmetici ecc.
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RIASSUNTO - Artemisia annua L. ¢ una pianta erbacea
ed ¢ ben nota per la produzione del sesquiterpene lattone
antimalarico artemisinina (AN). Sono state precedente-
mente allestite colture cellulari in sospensione di A. annua
in grado di produrre AN intracellulare e, in particolare,
AN extracellulare. In un precedente lavoro, DIMEB
hanno dimostrato di aumentare i livelli intracellulari ed
extracellulari di AN, migliorando la solubilita del’AN in
un mezzo acquoso. Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quel-
lo di valutare l'effetto della 3-CDs sulla produzione di iso-
prenoidi (carotenoidi, tocoferoli, clorofille e chinoni). Gli
isoprenoidi sono molecole importanti per la salute umana;
grazie alla loro attivitd antiossidante inibiscono la forma-
zione dei radicali liberi e contrastano I'attacco dei radicali
liberi a bersagli biologici. Pertanto, abbiamo analizzato sia
i livelli intracellulari che i livelli extracellulari di carotenoi-
di, clorofille, tocoferoli e chinoni in colture cellulari in
sospensione di A. annua dopo trattamento con le 3-CDs.
I risultati hanno mostrato un aumento del contenuto
intracellulare di isoprenoidi nelle colture trattato con le 3-
CDs rispetto al controllo. In particolare, ¢ stata rilevata la
presenza di alcuni isoprenoidi nel mezzo di coltura delle
cellule trattato con le B-CDs. Pertanto, I'aggiunta di f3-
CDs al mezzo di coltura non solo ha indotto un aumento
dei livelli intracellulari di isoprenoidi, ma le 3-CDs avreb-
bero anche indotto la secrezione degli isoprenoidi nel
mezzo di coltura, dove essi si possono accumulare ed esse-
re facilmente isolati.

Francesca Rizzello (rizzellofrancesc@libero.it), Miriana Durante, Angelo De Paolis, Giovanni Mita, Sofia Caretto, Istituto di
Scienze e delle Produzioni Alimentari, CNR-ISPA-Sezione di Lecce, Via Monteroni, 73100 Lecce
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Variabilit della tolleranza alla siccita e alle alte temperature
in una collezione di frumenti tetraploidi

M. DE PascaLl, C. GaLatl, E Leuccl, V. FaLco, M.S. LENuccl, P RaMmpPINO, C. PERROTTA

ABSTRACT - Variability of tolerance to drought and high temperatures in a collection of tetraploid wheats - Drought and high
temperatures are considered the two major environmental factors limiting crop growth and yield because of many bio-
chemical, molecular, and physiological changes that induce responses influencing various cellular and whole-plant process-
es. The aim of this work was to study a collection of tetraploid wheats for their response to drought and heat stress. The
analysis was performed by physiological tests (RWC and CMS) on ten-day-old seedlings. The results obtained indicate a
high variability in drought and heat stress tolerance. Moreover at least two genotypes were identified that are character-

ized by high tolerance to both drought and heat stress.

Key words: stress response, thermotolerance, tetraploid wheat, water deficit

INTRODUZIONE

Siccita, estreme temperature, alta salinitd sono tra i
fattori ambientali che in misura maggiore compro-
mettono la crescita di una pianta, pregiudicando
pesantemente la produttivita e la qualita delle coltu-
re. Si stima che soltanto il 10% della superficie colti-
vata nel mondo possa essere classificata nella catego-
ria “non stress”, mentre il restante 90%, con diversa
intensitd, pud essere soggetto a stress singoli e com-
binazioni di stress (SHARMA, LAVANYA, 2002) che
provocano alterazioni a livello dell’intera pianta, a
livello tissutale e a livello cellulare (WANG et al,
2001). 1II tipo e lintensitd della risposta allo stress
dipendono principalmente dalla specie e dal genoti-
po, ma anche dalla durata, dalla severita e dalla velo-
cita di imposizione dello stress, dall’eta e dallo stadio
di crescita della pianta, dall’'organo e dal tipo cellula-
re (BRAY et al, 2000). Il frumento, come tutte le
piante, non ¢ in grado di sottrarsi agli stress ambien-
tali che ne influenzano lo sviluppo e la crescita; tra
questi, il pitt importante ¢ lo stress idrico o siccita. In
molte regioni del mondo il frumento si semina in
autunno sul terreno asciutto e senza apporto di acqua
nelle prime fasi di crescita; la carenza idrica si ha
quindi all'inizio dello sviluppo. Al contrario, nell’a-
rea del Mediterraneo, e quindi nelle regioni italiane
dove si coltiva grano duro, ¢ pill frequente che lo
stress idrico, associato a temperature elevate, si veri-
fichi nella fase di post-fioritura. Lo scopo di questo

lavoro ¢ stato I'analisi di una collezione di genotipi di
frumento tetraploide per valutare la variabilita della
tolleranza dei diversi genotipi a siccita e temperature
elevate.

MATERIALI E METODI

Su una collezione di 134 genotipi di frumento tetra-
ploide, riportati nella Tab. 1, sono stati effettuati test
fisiologici specifici. La tolleranza allo stress idrico ¢
stata valutata mediante la determinazione del conte-
nuto idrico relativo (Relative Water Content, RWC).
Il test ¢ stato eseguito come gia riportato da
Rampino e collaboratori (RAMPINO ez al., 2006). La
tolleranza allo stress da alte temperature ¢ stata valu-
tata mediante il test CMS (Cell Membrane Stability)
che valuta la stabilitd della membrana cellulare come
misura della tolleranza intrinseca /o acquisita allo
stress da alte temperature (FOKAR ez al, 1998;
RAMPINO et al., 2009).

RISULTATI E DISCUSSIONE

E stata riscontrata una correlazione tra lo stato idrico
della pianta e la sua produttivita in condizioni di
stress idrico (RODRIGUEZ-MARIBONA et al., 1992).
La misura dellRWC costituisce il miglior metodo di
valutazione dello stato idrico della pianta (TEULAT ez
al., 2003). I risultati ottenuti indicano che non esi-
stono differenze significative nei valori di RWC
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TABELLA 1
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Elenco dei genotipi analizzati. a: Triticum turgidum subsp. durum; b: Triticum turgidum subsp. turanicum; ¢: Triticum tur-
gidum subsp. polonicum; d: Triticum turgidum subsp. turgidum; e: Triticum turgidum subsp. carthlicum; f: Triticum tur-
gidum subsp. dicoccum; g: Triticum turgidum subsp. dicoccoides. Secondo la classificazione di SLAGEREN (1994).

List of analyzed genotypes. a: Triticum turgidum subsp. durum; b: Triticum turgidum subsp. turanicum; c: Triticum turgi-
dum subsp. polonicum; d: Triticum turgidum subsp. turgidum; e: Triticum turgidum subsp. carthlicum; f: Triticum turgi-
dum subsp. dicoccum; g: Triticum turgidum subsp. dicoccoides. According to SLAGEREN (1994) classification.
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quando le piante sono in condizioni di controllo cio¢
non sono disidratate (RWC ~98% per tutti i genoti-
pi). I valori di RWC misurati in seguito a 24 ore di
disidratazione sono notevolmente piu bassi rispetto a
quelli dei controlli e sono compresi tra 55% e 15%.
Inoltre, i dati ottenuti indicano differenze significati-
ve tra i diversi genotipi analizzati. In particolare,
Ardente, Svevo, Claudio sono i genotipi pil resisten-
ti con valori di RWC piuttosto alti, compresi tra
45% e 55%. Al contrario valori particolarmente
bassi, compresi tra 15% e 25%, si registrano per
Simeto e Hmoul/Chabaa, che risultano quindi i
genotipi piti sensibili allo stress idrico nella nostra
collezione.

Il saggio CMS ¢ in grado di valutare 'ammontare del
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leakage elettrolitico di tessuti vegetali sottoposti a
heat shock in vitro (52 °C), sfruttando una tecnica
conduttimetrica; il valore che si ottiene ¢ un indice
della sensibilita o resistenza della membrana cellula-
re, e quindi della pianta, allo stress termico, che si
puo attribuire a due forme di termotolleranza: costi-
tutiva e acquisita. La termotolleranza costitutiva, cio¢
la capacita intrinseca delle piante di tollerare lo stress
da alte temperature, ¢ stata determinata su piantine
di 10 giorni allevate in camera di crescita a 25 °C,
mentre la termotolleranza acquisita, cio¢ la capacita
della pianta di acquisire termotolleranza in seguito
ad uno stress moderato, ¢ stata determinata su pian-
tine di 10 giorni dopo averle sottoposte ad uno stress
di 34 °C per 24 ore. I risultati ottenuti indicano un’e-
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levata variabilita nella tolleranza alle alte temperatu-
re tra i genotipi analizzati; i pit resistenti allo stress
da alte temperature (alta termortolleranza costitutiva)
sono Levante, Claudio e Svevo, mentre i sensibili
sono Kofa e Ardente. Tuttavia il comportamento di
questi genotipi differisce notevolmente per quanto
riguarda la capacita di acquisire la termotolleranza;
Claudio e Svevo non sono in grado di acquisire ter-
motolleranza, al contrario di Kofa e Ardente per i
quali il valore di CMS misurato, relativo alla termo-
tolleranza acquisita, ¢ tre volte piu alto rispetto a
quello misurato per la termotolleranza costitutiva.
Questi risultati sono un’ulteriore conferma che la
base genetica di queste due termotolleranze ¢ diffe-
rente (RAMPINO et a/., 2009). Confrontando i risul-
tati ottenuti dai diversi test ¢ stato possibile indivi-
duare genotipi, tra cui Claudio e Svevo, caratterizza-
ti da resistenza sia allo stress idrico che allo stress ter-
mico. I genotipi selezionati saranno analizzati a livel-
lo molecolare al fine di chiarire le basi molecolari
della risposta delle piante agli stress idrico e termico
ed alla loro combinazione.

Ringraziamenti - Questo lavoro ¢ stato realizzato con i
fondi del MIUR: progetto PON_01145-ISCOCEM,
PRIN 2010-2011 progetto 2010Z77XAX_002
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sto lavoro ¢ stato I'analisi della variabilita della risposta allo
stress idrico e termico in una collezione di genotipi di fru-
mento tetraploide. Lanalisi ¢ stata realizzata mediante test
fisiologici (RWC e CMS) su piantine di 10 giorni. I risul-
tati ottenuti indicano un’elevata variabilita per la tolleran-
za sia allo stress idrico sia allo stress termico. Sono inoltre
stati individuati almeno due genotipi tolleranti ad entram-
bi gli stress.

Mariarosaria De Pascali, Chiara Galati, Francesca Leucci, Marcello Salvatore Lenucci, Patrizia Rampino, Carla Perrotta,
Dipartimento di Scienze ¢ Tecnologie Biologiche ed Ambientali, Universita del Salento, Via Prov.le Monteroni, 73100 Lecce
Vittorio Falco, CNR- Istituto di Scienze delle Produzioni Alimentari (ISPA), Via Prov.le Monteroni, 73100 Lecce



INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 46 (2) 323-369, 2014 353

Contributi scientifici Sezioni Regionali e Gruppi S.B.1.

Un nuovo approccio per la didattica dell’evoluzione:
i videogiochi interattivi E-MoVe! (Evoluzione del MondoVegetale)

A. GrRaNO, M.C. DE TuULLIO

ABSTRACT - A novel approach to teaching evolution: the interactive videogames of the E-MoVe! project - Plants are ideal
organisms for teaching the basics of evolution, but surprisingly this opportunity has not been fully exploited. The E-MoVe!
(Evolution of the Plant World) project, funded by the Italian Ministry of Education, aims at establishing and implement-
ing a centre for science education in the specific field of Plant Evolution, based in the Botanical Garden Museum of the
University of Bari (Italy). Our permanent exhibition is a tool for designing, validating and disseminating teaching activi-
ties on plant evolution. The project also aims at establishing a network of collaborations with National and International
institution. We present here three interactive games for teaching plant evolution: 1. The time machine (basic), in which
the player travels in time to discover plants from the past ages and their current progeny. 2. Plant evolution and biodiver-
sity (intermediate), requiring an association between a definition, the picture and the scientific name of a given plant. 3.
Gene expression and flower morphology (advanced), based on the ABC model of specification of floral organs, in which
the player, by regulating the expression of genes involved in the determination of flower shape, interacts with the devel-

opment of the Arabidopsis flower.

Key words: plant evolution, scientific museum, teaching, videogames

INTRODUZIONE

Il progetto E-MoVe! (Evoluzione del Mondo
Vegetale) nasce dall’esigenza di sperimentare e condi-
videre nuove modalita di divulgazione nel campo
specifico dell’evoluzione (GrRaNO, DE TuLLIO,
2013), un argomento particolarmente rilevante per
diversi motivi. In primo luogo, I'evoluzione ¢ di fatto
'unico vero tema unificante di tutte le scienze natu-
rali, da cui il profondo valore formativo del suo inse-
gnamento. Inoltre, nel dibattito scientifico sull’evo-
luzione biologica si sono innestate considerazioni
religiose ed etiche che hanno purtroppo introdotto e
largamente diffuso concezioni profondamente erro-
nee che falsano le basi stesse delle teorie Darwiniane
e dei successivi approfondimenti teorici e sperimen-
tali sui meccanismi di speciazione. Ulteriori elemen-
ti significativi che giustificano una particolare atten-
zione nella ricerca di nuovi strumenti didattici per
insegnare I'evoluzione si ritrovano nella possibilita di
collegare attraverso la teoria dell’evoluzione anche i
concetti basilari di biodiversita e classificazione dei
viventi, nonché di affrontare con un approccio prati-
co i progressi della genomica e dell’epigenetica, che
consentono oggi di spiegare la biodiversita in termi-
ni molecolari.

Qual’e oggi il modo pitt efficace per accostare un
pubblico ampio a tali tematiche complesse e appa-

rentemente di difficile comprensione? La ricerca
didattica ha evidenziato la necessita di sviluppare
nuovi strumenti e nuove strategie per I'apprendi-
mento delle scienze, superando, pur senza totalmen-
te sostituirli, gli approcci pit tradizionali
(HANDELSMAN ez al., 2004). Negli ultimi decenni vi
sono stati notevoli sviluppi del cosiddetto edutain-
ment (termine che nasce dalla fusione dei termini
inglesi education ed entertainment), che cerca di
coniugare le esigenze didattiche con attivita ludiche.
I giovani e giovanissimi fanno quotidianamente largo
uso di giochi interattivi e sono quindi ben disposti
verso questo medium, che riesce potenzialmente a sti-
molare la loro curiosita. Tuttavia il vero problema nel
realizzare attivitd ludico-educative sta nella difficolta
di bilanciare adeguatamente le due componenti. La
prevalenza della parte ludica rischia di rendere il
gioco del tutto inefficace per I'acquisizione di nuove
conoscenze, o addirittura di rinforzare concetti scien-
tificamente errati. Per converso, un eccesso di rigore
educativo pud condurre a realizzare un’attivita che
allontana, anziché attrarre, i potenziali fruitori. Una
semplice ricerca in rete consente di reperire un
numero limitato di giochi didattici sull'evoluzione,
che presentano in varia misura i due problemi di cui
sopra. Ad esempio, il gioco SPORE, in cui il giocato-
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re controlla 'evoluzione di organismi unicellulari che
acquisiscono progressivamente nuove caratteristiche,
pur apprezzabile dal punto di vista ludico, appare
inadeguato per contenuti scientifici, ed il suo utiliz-
zo fornisce limitati vantaggi in chiave didattica (POLI
et al., 2012).

In questo quadro, abbiamo realizzato tre giochi
didattici interattivi nell'ambito del progetto di divul-
gazione scientifica E-MoVe! La progettazione di
nuovi giochi si ¢ svolta partendo dall’esigenza di
affrontare tre aspetti da noi considerati pit rilevanti:
(a) la corretta collocazione cronologica della compar-
sa dei sei principali gruppi di organismi fotosintetici
(Cianobatteri, alghe eucariote, Briofite, Pteridofite,
Gimnosperme e Angiosperme); (b) I'acquisizione di
informazioni di base sugli organismi dei diversi grup-
pi, con l'obiettivo di stimolare la curiosita del gioca-
tore; (c) fornire alcune informazioni sui meccanismi
di controllo dello sviluppo fiorale, fenomeno che ¢
alla base della diversita delle Angiosperme. Nelle
diverse fasi di progettazione, ed in parallelo con la
produzione dei prototipi dei giochi, ci siamo con-
frontati con docenti e studenti di scuole di diverso
ordine e grado, i cui preziosi suggerimenti sono stati
di grande aiuto per produrre strumenti didattici
effettivamente fruibili. Per la realizzazione della gra-
fica e delle animazioni dei giochi ci siamo rivolti
all'azienda POOYA che opera nel campo della
comunicazione multimediale.

Nel primo gioco, denominato “La macchina del
tempo” (Fig. 1), il giocatore parte dal tempo attuale
ed imposta le coordinate per un viaggio in cui iden-
tifica le piante del passato. La schermata iniziale pro-
pone sei possibili destinazioni, ciascuna caratterizza-
ta da un evento chiave nell’evoluzione degli organi-
smi fotosintetici.: la comparsa dei Cianobatteri
[Archeano, 3 miliardi e 600 milioni di anni fa]; i
primi eucarioti fotosintetici [Proterozoico, 2 miliardi
di anni fa]; le prime piante terrestri (Briofite)
[Ordoviciano, 470 milioni di anni fa]; le prime pian-
te vascolari (Pteridofite) [Siluriano, 400 milioni di
anni fa]; la diffusione delle piante a seme
(Gimnosperme) [Giurassico, 175 milioni di anni fa];
le prime piante a fiore (Angiosperme) [Cretaceo, 100
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milioni di anni fa]. Ai sei periodi si aggiunge una
sezione denominata “Futuro”, in cui si propone una
ipotesi su come potrebbero essere le piante fra 150
milioni di anni. Per ciascun livello viene presentata
una ricostruzione degli ambienti dei diversi periodi
geologici. Al giocatore viene richiesto di rispondere
ad una domanda, per la cui soluzione ¢ necessario
effettuare un’attivitd drag and drop che richiede il
riconoscimento di organismi e la loro corretta collo-
cazione nell’ambiente. Al di 1 di alcune semplifica-
zioni che si sono rese necessarie sia nelle ricostruzio-
ni di ambiente, sia nelle datazioni, il gioco fornisce la
possibilita di acquisire alcuni elementi utili alla com-
prensione dei meccanismi evolutivi.

Nel secondo gioco, intitolato “Biodiversita ed evolu-
zione delle piante” (Fig. 2), il giocatore associa una
definizione all'immagine ed al nome di diversi organi-
smi fotosintetici, all'interno delle stesse sei categorie
considerate per il gioco precedente. Al termine di cia-
scun livello, se le associazioni sono state effettuate cor-
rettamente, si apre una finestra di dialogo con un
approfondimento su ciascun gruppo di organismi
fotosintetici. Il gioco si propone di stimolare la curio-
sitd e l'interesse del fruitore, con il meccanismo del
quiz. 1l terzo gioco, dal titolo “Espressione genica e
morfologia fiorale” (Fig. 3), si basa sul modello ABC

Fig. 2
La schermata iniziale del gioco 2.
Screenshot of game 2.
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La forma di un fore & determinata da meccanismi geneticl, & In

questo gloco praviamo ad identificarll. Proviamo a “costruire” il
ficre di una Anglosperma, Arebidopsits thaliona (L] Heyn,

INIZIA LESPERIENZA! ‘
-

Fig.1
La consolle del gioco 1.
Game 1: The time machine.

Fig. 3
La schermata iniziale del gioco 3.
Screenshot of game 3.
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della fioritura (BOWMAN ez al., 2012), che spiega la
formazione dei verticilli fiorali. Il giocatore, regolando
lespressione dei geni delle classi A (APETALA-2), B
(APETALA-3) e C (AGAMOUS), osserva la modifica-
zione del fenotipo dei fiori di Arabidopsis thaliana L.
Sulla base dei primi risultati della validazione, svolta
con studenti ed insegnanti di scuola secondaria, i
potenziali fruitori in generale ritengono chiari gli
obiettivi e le modalitd di svolgimento dei giochi e
mostrano interesse e curiosita.

E attualmente in corso la realizzazione della versione
inglese dei tre giochi per la validazione e I'eventuale
diffusione anche a livello internazionale.

Ringraziamenti - Questo lavoro ¢ stato realizzato grazie al
finanziamento del MIUR nell'ambito della legge 6/2000
per la divulgazione della cultura scientifica
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RIASSUNTO - Nell’ambito del progetto E-MoVe!
(Evoluzione del Mondo Vegetale), sono stati realizzati tre
videogiochi didattici interattivi che si propongono di avvi-
cinare i potenziali fruitori alla conoscenza basilare della
biodiversita vegetale e dei meccanismi evolutivi. I tre gio-
chi saranno resi disponibili a scuole ed altre istituzioni
interessate.
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Un primo contributo sull’Erbario storico di Giuseppe De Nicolod

V. CAVALLARO, F. CARRUGGIO, L. FORTE, £ MANTINO, M.C. DE TULLIO

ABSTRACT - Preliminary contribution on the historical Herbarium by Giuseppe De Nicolo - Preliminary information is
reported on the historical Herbarium collected in the second part of the XIX Century by the Apulian botanist Giuseppe
De Nicold. The Herbarium consists of about 6,000 specimens, and witnesses an active collaboration between De Nicolo
and the major botanists of his time, including Gussone, Pedicino, and Gasparrini.

Key words: Apulia, exsiccata, flora, Gasparrini, Gussone, Herbaria, Pedicino

INTRODUZIONE

Agli inizi del XIX secolo listituzione dell'Orto
Botanico di Napoli sanci la nascita della Scuola flori-
stica napoletana che, sotto la guida di Michele Tenore,
si occupd principalmente dello studio della Flora
dell'Ttalia meridionale ed inoltre rappresento un rife-
rimento negli studi botanici per 'intera Europa medi-
terranea. Numerosi furono gli allievi del Tenore e, tra
coloro che si interessarono anche della Flora pugliese,
ricordiamo  Giovanni Gussone e Guglielmo
Gasparrini (GUSSONE, 1826; FIMIANI, 2003). Essi si
avvalsero, nelle diverse regioni dell'Italia meridionale,
della collaborazione di numerosi botanici e naturalisti
che, pur portando un contributo agli studi floristici,
rimasero in alcuni casi poco conosciuti. Tra questi vi
fu’ il pugliese Giuseppe De Nicolo autore di un erba-
rio attualmente conservato presso il Liceo Classico
Statale di Bari “Orazio Flacco”. In questo Liceo, che
trae le sue origini nella seconda meta del XVIII seco-
lo, & custodita un’interessante collezione scientifica
che comprende anche I'Erbario De Nicolo. Si tratta
di uno dei rari erbari del XIX secolo incentrati essen-
zialmente sulla Flora pugliese e sinora inedito. Esso,
pertanto, ¢ indubbiamente interessante sul piano sto-
rico e scientifico, in particolare per le ricerche nel
campo della tassonomia e della sistematica. Possiamo
pertanto affermare che possiede un indubbio valore
culturale (MOGGI, 2012a).

In questo lavoro vengono illustrati i primi dati
desunti dell’esame dell’Erbario De Nicold.

MATERIALI E METODI

E stata condotta una ricerca bibliografica e sono stati
consultati diversi erbari, tra cui I'Herbarium
Neapolitanum, al fine di acquisire notizie sulla vita
del De Nicolo e sul suo erbario. Parallelamente sono

stati aperti tutti i fascicoli con I'obiettivo di verifica-
re la corrispondenza tra il contenuto dei fascicoli e
quanto riportato nel catalogo dell’erbario. Inoltre,
nel dettaglio sono stati esaminati quattro fascicoli e
precisamente: 1B Ranunculaceae, 12B Leguminosae,
12D Leguminosae, 20. Per questi fascicoli ¢ stato rea-
lizzato un database informatico nel quale sono stati
inseriti tutti i dati reperibili dai campioni.

RISULTATI E DISCUSSIONE

VITERBO (1972) descrive G. De Nicolo - padre del
celebre deputato barese Vito Nicola - come buon
patriota e stimato medico, mentre DE FRENZA
(2007) riporta che insegno, nella seconda meta del-
lottocento, medicina e botanica nel corso di
Farmacia che si svolgeva presso il Regio Liceo delle
Puglie che, nel corso dei decenni, si trasformera nel-
lattuale Liceo “ Orazio Flacco”. De Nicold non
risulta socio della Societa Botanica Italiana (S.B.I.,
1888), non viene menzionato tra i botanici del XIX
secolo (SACCARDO, 1895; BALSAMO, GEREMICCA,
1913), né il suo erbario risulta incluso tra quelli
recentemente censiti da MOGGI (2012b).

Esso ¢ corredato da un catalogo che riporta la dicitu-
ra “Erbario del Prof. G. De Nicolod Flora australe ita-
lica”. Nel catalogo vengono indicate, secondo I'ordi-
ne alfabetico, le famiglie (99) e per ognuna vengono
indicati i generi (577) e le specie con relativa localita
di raccolta e, in molti casi, I'erbario di provenienza.
Il catalogo termina con un indice nel quale vengono
riportati i fascicoli numerati e le famiglie corrispon-
denti. Lindice riporta 78 fascicoli, che corrispondo-
no numericamente al numero di fascicoli oggi pre-
senti. Tuttavia, mancano due dei fascicoli riportati
nellindice (Myrtaceae e Verbenaceae), mentre sono
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presenti due fascicoli non riportati nell’indice e pre-
cisamente un secondo fascicolo di Cupuliferae ed uno
di Cucurbitaceae. Molto probabilmente, dopo la ste-
sura del catalogo, il fascicolo delle Cupuliferae & stato
suddiviso in due fascicoli, mentre le Cucurbitaceae
sono state separate dal fascicolo originario. Si ¢ inol-
tre riscontrato che, rispetto a quanto riportato nel
catalogo, alcuni campioni mancano, mentre altri
sono stati aggiunti; ¢ impossibile stabilire come e
quando siano avvenuti tali cambiamenti poiché non
vi ¢ traccia presso la documentazione della scuola.

Dall’esame dei fascicoli abbiamo osservato come i
campioni sono riposti, senza essere bloccati, su fogli
di carta di 40x50 cm piegati in due. Nella maggior
parte dei casi si tratta della pregiata carta bambagina
o di Amalfi, e dalla filigrana ¢ stato possibile determi-
nare che le fabbriche di provenienza sono le stesse
della carta utilizzata nelle collezioni del Tenore, del
Gussone e in alcune collezioni storiche presenti
nell’ Herbarium Porticense (DE NATALE, 2007). Per la
determinazione dei campioni ¢ stata utilizzata la
“Flora Napolitana” del TENORE (1811-1838). Per le
caratteristiche riscontrate possiamo affermare che si
tratta di un erbario impostato secondo i principi e le
consuetudini della Scuola napoletana del Tenore. 1
campioni, che stimiamo intorno a 6.000, provengo-
no soprattutto dalla Puglia, in particolare da Bari e
provincia (Fig. 1) e da altre regioni meridionali. In

Fig. 1
Campione di Melilotus sulcata Desf. (Erbario De Nicolo).
Specimen of Melilotus sulcata Desf. (Erbario De Nicolo).
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base ad una stima approssimativa risulta che circa il
60% dei campioni ¢ in buone condizioni, mentre per
la restante parte consta di campioni molto deteriora-
ti o irrecuperabili e pertanto riteniamo indispensabi-
le un tempestivo intervento di tipo conservativo.
Altro aspetto interessante ¢ la presenza di numerosi
campioni provenienti dagli erbari di illustri botanici
della scuola napoletana quali G. Gussone, G.
Gasparrini, N. A. Pedicino, G. A. Pasquale.
Viceversa nell’erbario “Gussone Generale” sono pre-
senti circa 170 campioni raccolti e/o determinati dal
De Nicold, tutti di provenienza pugliese e raccolti
nel periodo compreso tra il 1842 ed il 1847. Inoltre,
su alcune etichette dell’erbario De Nicolo, ¢ stato
riportato che 'autore aveva raccolto alcuni campioni
in compagnia del Gussone (Fig. 2). Tutto cio ci per-
mette di affermare che fu uno dei botanici corrispon-
denti per la Puglia della scuola napoletana.

Fig. 2

Etichetta del campione di Rbhamnus pumila (Erbario De
Nicolo).

Specimen’s label of Rhamnus pumila (Erbario De Nicolo).

Sulla base dei dati raccolti, possiamo sostenere che si
tratta di un erbario molto interessante sul piano
scientifico e storico e pertanto riteniamo utile prose-
guire nell'esame dei campioni in quanto permettera
di avere maggiori informazioni sulla Flora pugliese
del XIX secolo, che risulta sino ad oggi poco cono-
sciuta, e di ricostruire un tassello della storia della
botanica pugliese.

Ringraziamenti — Gli Autori ringraziano le Dr.Vallariello e
Santangelo dell Herbarium Neapolitanum per la proficua
collaborazione e le informazioni fornite ed il Preside del
Liceo Classico Statale “Orazio Flacco” di Bari, Antonio
d’Trollo, per aver permesso la consultazione dell’erbario.
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RIASSUNTO - Presso il Liceo Classico “ Orazio Flacco”

di Bari ¢ presente “I'Erbario G. De Nicold”, corredato da
un catalogo. Dalle ricerche condotte ¢ emerso che si trat-

AUTORI
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ta di un erbario inedito dell’ottocento. Lautore, Giuseppe
De Nicolo, fu’ medico e botanico ed insegno queste disci-
pline nel corso di Farmacia presso il Regio Liceo delle
Puglie che nel corso dei decenni si trasformera nell’attuale
Liceo Classico “Orazio Flacco”. Secondo I'indice riportato
nel catalogo i fascicoli dovrebbero essere 78 mentre attual-
mente lerbario & costituito da 77 fascicoli. Si & inoltre
riscontrato che alcuni campioni riportati nel catalogo
mancano e viceversa altri sono stati aggiunti. I campioni
sono riposti, senza essere bloccati, su fogli di 40x50 cm
piegati in due e nella maggior parte dei casi si tratta della
pregiata carta bambagina o di Amalfi. I campioni, che sti-
miamo intorno ai 6.000, provengono soprattutto dalla
Puglia, in particolare dalla Provincia di Bari e da altre
regioni meridionali. Sono presenti numerosi campioni
provenienti dagli erbari di illustri botanici quali G.
Gussone, G. Gasparrini, N.A. Pedicino, G.A. Pasquale, ¢
viceversa numerosi campioni del De Nicolo sono presenti
nella collezione “Gussone Generale”. Da tutto cio si evin-
ce la collaborazione scientifica tra 'autore e G. Gussone.
Tutte le caratteristiche riscontrate ci portano a sostenere
che si tratta di un erbario realizzato secondo i dettami
della scuola napoletana del Tenore. Per quanto sinora
riscontrato possiamo sicuramente affermare che si tratta di
erbario interessante sul profilo storico e scientifico e rite-
niamo utile proseguire nella schedatura informatizzata di
tutti i campioni.

Viviana Cavallaro (viviana.cavallaro@uniba.it), Luigi Forte, Mario De Tullio, Dipartimento di Biologia e Museo Orto
Botanico, Universita di Bari “Ado Moro”, Via E. Orabona 4, 70126 Bari
Francesca Carruggio, Francesca Mantino, Museo Orto Botanico, Universitir di Bari “Aldo Moro”, Via E. Orabona 4, 70126

Bari
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Loci classici delle piante vascolari endemiche italiane descritte per la Puglia

R.P. WAGENSOMMER, P MEDAGLI, A. ALBANO, L. Peruzzi, E BartOoLucci, M. ViLLani, E ConTl, N.G.
PASSALACQUA, A. ALESSANDRINI, GG. BARBERIS, L. BERNARDO, E. BANFI, A. CROCE, G. DOMINA, G. GALASSO,

S. PECCENINI, A. PISTARINO, A. SANTANGELO

ABSTRACT - Loci dlassici of the Italian endemic vascular plants described for Apulia - The Italian endemic vascular plants
described for Apulia Region are presented. Altogether, 66 Italian endemics have their locus classicus in Apulia, including 9
taxa whose protologues cite several localities, both in Apulia and in other Regions.

Key words: Apulia, Italian endemics, locus classicus, protologue, vascular plant

INTRODUZIONE

Nell’'ambito del progetto nazionale sul censimento
dei Loci classici delle specie e sottospecie di piante
vascolari descritte per I'Ttalia (DOMINA ez al., 2012),
sono state individuate le entitd endemiche italiane
descritte per la Puglia, che vengono qui presentate.

MATERIALI E METODI

Vengono elencati i taxa specifici e sottospecifici,
attualmente ritenuti validi da un punto di vista tas-
sonomico, di piante vascolari endemiche italiane
descritte per la Puglia, con i relativi loci classici. Le
entita endemiche pugliesi sono precedute da un aste-
risco (*).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le entitd endemiche italiane attualmente ritenute
valide e descritte per la Puglia sono 66. Di queste, 33
sono le endemiche pugliesi. Le famiglie piu rappre-
sentate sono le Orchidaceae (17 taxa), le Asteraceae
(13 taxa), le Fabaceae ¢ le Plumbaginaceae (entrambe
con 4 taxa), mentre i generi pill rappresentati sono
Ophrys (16 taxa), Centaurea (8 taxa), Limonium (4
taxa), Allium e Stipa (entrambi con 3 taxa). La mag-
gior parte delle specie ha il locus classicus sul Gargano
(24 entita), mentre 14 entita sono state descritte per
il Salento, 10 per le Murge baresi e tarantine e 4 per
le Isole Tremiti. Infine, 5 entitd sono state descritte
per piu subregioni della Puglia e 9 #axa per piu
Regioni.

Entitd descritte per le Isole Tremiti

* Allium diomedeum Brullo, Guglielmo, Pavone &
Salmeri — San Domino (BRULLO ez al., 2002).

* Asperula staliana Vis. subsp. diomedea Korica, Lausi
& Ehrend. — S. Nicola (KORICA ez al., 1992).

* Centaurea diomedea Gasp. — San Domino nel lato
rivolto a mezzodi (GASPARRINI, 1837).

* Limonium diomedeum Brullo — Punta Diamante, S.
Domino (BRULLO, 1988b).

Entita descritte per il Gargano

* Allium garganicum Brullo, Pavone, Salmeri &
Terrasi — Presso Peschici (BRULLO ez al., 2009).

* Alyssum diffusum Ten. subsp. garganicum Spaniel,
Marhold, N.G.Passal. & Lihov4 — Gargano, quarries
near San Marco in Lamis toward San Nicandro
Garganico (SPANIEL et al., 2011).

* Asperula garganica Huter, Porta & Rigo ex Ehrend.
& Krendl — Gargano, in rupestribus elatioribus
montis St. Angelo (EHRENDORFER, KRENDL, 1974).
* Campanula garganica Ten. subsp. garganica —
Gargano; ad rudera vetustissimi coenobii montis
Sacri; nec non ad Aediculam et arcem Divi Angeli
(TENORE, 1827).

Centaurea subtilis Bertol. — Gargano; ibidem al Castel
dell’Angiolo in adscensu di Manfredonia
(BERTOLONI, 1854).

Erysimum  crassistylum C.Presl subsp. garganicum
Peccenini & Polatschek — Statale 89, 17 km NE
Mattinata (PECCENINI, POLATSCHEK, 2014).

Genista michelii Spach — Gargano (SPACH, 1844).

* Iris bicapitata Colas. — Between Apricena and
Sannicandro Garganico (COLASANTE, 1996).
Micromeria graeca (L.) Benth. ex Rchb. subsp. garga-
nica (Brig.) Guinea — Mont Gargano (BRIQUET,
1895).
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Onosma echioides (L.) L. subsp. angustifolia (Lehm.)
Peruzzi & N.G.Passal. — Apulia (LEHMANN, 1818).
Entita tipificata su materiale proveniente dal
Gargano (PERUZZI, PASSALACQUA, 2008).

* Opbhrys bertolonii Moretti subsp. bertoloniiformis
(O.Danesch & E.Danesch) H.Sund — Nahe Monte
S. Angelo (DANESCH, DANESCH, 1971a).

Ophrys cinnabarina Romolini & Soca — San Marco
in Lamis (ROMOLINI, SOca, 2011).

Ophrys lojaconoi PDelforge — Provincia Foggia,
Siponto (DELFORGE, 1995).

* Ophrys mattinatae Medagli, A.Rossini, Quitadamo,
D’Emerico & Turco — Apud Mattinata (FG)
(MEDAGLI et al., 2012).

* Ophrys oestrifera M.Bieb. subsp. montis-gargani Van
de Vijver & W.Looken — Behind chapel of Madonna
di Loreto between Peschici and Vieste (VAN DE
VIJVER et al., 2010).

Ophrys promontorii O.Danesch & E.Danesch — Nahe
Monte S. Angelo (DANESCH, DANESCH, 1971b).
Ophrys  sipontensis (Gumpr.) O.Danesch &
E.Danesch — Gargano, lido di Siponto bei Monte S.
Angelo und S. Giovanni Rotondo (GREILHUBER,
EHRENDORFER, 1975).

Ornithogalum etruscum Parl. subsp. wumbratile
(Tornad. & Garbari) Peruzzi & Bartolucci —
Gargano, Umbra Forest (TORNADORE ez /., 2003).
* Serapias orientalis (Greuter) H.Baumann &
Kiinkele subsp. apulica H.Baumann & Kiinkele —
Gargano, Siponto (BAUMANN, KUNKELE, 1989).
Stipa austroitalica Martinovsky subsp. austroitalica —
Rodi, Coppe di Ceccatole (MARTINOVSKY, 1965).

*  Stipa  oligotricha Moraldo subsp. kiemii
(Martinovsky) Moraldo — Mons Sant’Angelo: apud
viam sub “Monte Acuto” sitam et a vico “Monte
Sant’Angelo” venientem (MARTINOVSKY, 1972).
Stipa  oligotricha Moraldo subsp. oligotricha —
Gargano: Valico del Lupo (MORALDO, 1980).
Verbascum niveum Ten. subsp. garganicum (Ten.)
Murb. — M. S. Angelo, sul litorale di Vieste
(TENORE, 1824-1829).

* Viola merxmuelleri Erben — Gargano: Mte. San
Angelo (ERBEN, 1984).

Entita descritte per le Murge baresi e tarantine

* Arum apulum (Carano) PC.Boyce — Gioia del
Colle, nelle due contrade Marchesana e Monte
Sannace (CARANO, 1934).

Centaurea brulla Greuter — Monte S. Nicola presso
Monopoli (BRULLO, 1988a).

Dianthus tarentinus Lacaita — Gravina di Leucaspide
(LACAITA, 1911).

* Limonium apulum Brullo — Giovinazzo (BRULLO ez
al., 1990).

* Limonium peucetium Pignatti — Bari (PIGNATTI,
1982).

* Ophrys murgiana Cillo, Medagli & Margh. — Apud
Altamura (MEDAGLI, CILLO, 2009).

* Ophrys oxyrrhynchos Tod. subsp. ingrassiae Dura,
Turco, Gennaio & Medagli — Apud Martina Franca
(Dura et al., 2011).

Ophrys parvimaculata (O.Danesch & E.Danesch)
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Paulus & Gack — Apulien, 6.5 km westlich von
Ostuni (DANESCH, DANESCH, 1970).

* Ophrys peucetiae Lozito, D’Emerico, Medagli &
Turco — Apud Ruvo di Puglia (TURCO ez 4l., 2012).
Ophrys tarentina Golz & H.R Reinhard — Ad urbem
Mottola (GOLZ, REINHARD, 1982).

Entitd descritte per il Salento

* Allium apulum Brullo, Guglielmo, Pavone &
Salmeri — Torre di Inserraglio (BRULLO ez al., 2002).
Anthemis hydruntina H.Groves subsp. hydruntina —
Prope Hydruntum (=Otranto) in collibus ad lacum
Alimini proximis (GROVES, 1887).

* Anthyllis hermanniae L. subsp. japygica Brullo &
Giusso — Torre del Pizzo, Gallipoli (BRULLO, GIUSSO
DEL GALDO, 20006).

* Centaurea iapygica (Lacaita) Brullo — Novaglia
prope Corsano (Terra d’Otranto) (LACAITA, 1925).
* Centaurea leucadea lacaita — Capo di Leuca
(LACAITA, 1925).

* Centaurea nobilis (H.Groves) Brullo — Montagna
d’Oro prope Hydruntum (GROVES, 1887).
Centaurea tenacissima (H.Groves) Brullo — Prope
Callipolem (= Gallipoli) (GROVES, 1887).

* Dianthus japigicus Bianco & Brullo — Capo di
Leuca (BRULLO, 1988a).

* Iris revoluta Colas. — In insula “Mojuso”, ad
Portum Cesareum (Lecce) (COLASANTE, 1978).

* Limonium japygicum (H.Groves) Pignatti ex
Pignatti, Galasso & Nicolella — In lapidosis mariti-
mis insulae “S. Andrea” prope Callipolem (GROVES,
1887).

Ophrys  apulica (O.Danesch &  E.Danesch)
O.Danesch & E.Danesch — Apulien, 5 km 6stlich
von Lecce (DANESCH, DANESCH, 1970).

* Ophrys pseudomelena Turco, Medagli & D’Emerico
— San Cataldo (LE) (TURCO et al., 2012).

* Opbhrys tardans O.Danesch & E.Danesch — Bei
Lecce (DANESCH, DANESCH, 1972).

* Vicia giacominiana Segelb. — Provincia di Lecce:
Porto Badisco (SEGELBERG, 1968).

Entitd descritte per pil subregioni della Puglia
Centaurea centauroides L. — Italia (LINNAEUS, 1753).
Specie tipificata su materiale pugliese (JARVIS, 2007).
Crepis apula (Fiori) Babc. — Puglie al Gargano tra S.
Marco e S. Nicandro, presso Otranto, a Leucaspide
(F10RI1, PAOLETTI, 1903-1904).

Euphorbia nicaeensis All. subsp. japygica (Ten.)
Arcang. — Sine loco (TENORE, 1830a); in collibus
Japygiae: Lecce; Peucetiae: Gravina (TENORE, 1831).
Leontodon apulus (Fiori) Brullo — Puglie al Gargano,
T. d’Otranto (FIORI, PAOLETTI, 1903-1904).
Onobrychis alba (Waldst. & Kit.) Desv. subsp. echi-
nata (Guss.) 2°W.Ball — Japygia (GUSSONE, 1825).
Nel XIX secolo il termine “Japygia” veniva solita-
mente utilizzato per indicare la Puglia meridionale
(Province di Lecce, Taranto e Brindisi).

Entitd descritte per la Puglia e per altre Regioni
Bupleurum  gussonei  (Arcang.) Snogerup &
B.Snogerup — Capo di Lecce e colli di Cassano in
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Calabria (ARCANGELI, 1882).

Cirsium lobelii Ten. — In pascuis montosis Aprutii, et
Samnii; var. B ad montem Divi Angeli Stabiarum: al
piano di Faito; et in Gargano (TENORE, 1830b).
Heptaptera angustifolia (Bertol.) Tutin — Tricarico; ex
maritimis Apuliae prope Gravinam (BERTOLONI,
1838).

Melampyrum variegatum Huter, Porta & Rigo ex
Porta — Gargano pr. Vico; Calabria: Dirupata di
Morano (HUTER, 1907).

Nigella arvensis L. subsp. glaucescens (Guss.) Greuter
& Burdet — In arenosis maritimis Calabriae orienta-
lis, Siderno, Francavilla, Cotrone; Japygiae, Taranto;
Peucetiae, Monopoli (GUSSONE, 1826).

Ophrys tenthredinifera Willd. subsp. neglecta (Parl.)
E.G.Camus — Maremma Toscana nei prati umidi
della Rugginosa presso Grosseto e alla Badiola; Roma
sul Monte Testaccio e nella villa Borghese; terra di
Otranto a Brindisi; Puglia; Basilicata; Isola di Capri;
Regno di Napoli (PARLATORE, 1860).

Rhaponticoides centaurium (L.) M.V.Agab. & Greuter
— In Alpibus Gargano, Baldo, Tataria (LINNAEUS,
1753).

Thymus spinulosus Ten. — Sine loco (TENORE, 1812).
La specie ¢ stata tipificata su materiale proveniente
da Puglia e Basilicata (BARTOLUCCI et al., 2013).

Entitd descritte per territori vasti e generici

* Aubrieta columnae Guss. subsp. italica (Boiss.)
Mattf. — Planta Italiae australis (BOISSIER, 1867).
Entita indicata nel protologo genericamente per
I'Ttalia meridionale, ma attualmente considerata
endemica del Gargano (WAGENSOMMER, 2010;
WAGENSOMMER et al., 2012).

CONCLUSIONI

Sono stati raccolti in un database i protologhi delle
piante vascolari endemiche italiane descritte per la
Puglia. Si tratta di 66 entita, tra specie e sottospecie,
attualmente ritenute valide da un punto di vista tas-
sonomico. Le entita il cui protologo riporta piti loca-
lita, solo in parte ricadenti in Puglia, necessitano di
tipificazione (alcune di esse sono gia state tipificate),
affinché sia possibile indicare se il Jocus classicus rica-
de in territorio pugliese o al di fuori di esso.
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Il genere Aegilops (Poaceae) in Puglia: distribuzione, stato di conservazione
e chiave dicotomica per la determinazione delle specie

R.P. WAGENSOMMER, E.V. PERRINO

ABSTRACT - The genus Aegilops (Poaceae) in Apulia: distribution, conservation status and dichotomous key for the identi-
fication of the species - According to literature, there are ten species of genus Aegilops occurring in Italy (three species no
longer recorded). Three of them are allochthonous. Eight species are recorded in the Apulia region (two are allochthonous,
both are no longer recorded in Apulia). Three species occurring in Apulia are included in the national Red List. A dichoto-
mous key for the identification of all Aegilops species growing in Italy is provided.

Key words: Aegilops, Apulia, dichotomous key, distribution, Poaceae

INTRODUZIONE

Il genere Aegilops L. ¢ stato studiato in modo appro-
fondito per la sua affinitd genetica con il genere
Triticum L., che comprende numerosi cereali coltiva-
ti, e per i programmi di miglioramento genetico delle
specie cerealicole (HU et al., 2012).

Da numerosi studi sulla sua filogenesi (KIMBER,
ZHAO, 1983; HSIAO et al., 1995; KELLOGG, APPELS,
1995; KELLOGG et al., 1996; SEBERG, FREDERIKSEN,
2001; PETERSEN, SEBERG, 2002; VAKHITOV et al.,
2003; MASON-GAMER, 2005; PETERSEN et al., 20006;
ALNADDAF et al., 2012) emerge che il genere Aegilops
pud essere considerato monofiletico escludendo
Aegilops speltoides Tausch, con genoma B, che va
incluso nel genere Sizopsis (Jaub. & Spach) A. Love
(LOVE, 1984; PETERSEN et al., 2006). Pertanto, sulla
base di questi risultati, il genere Aegilops va tenuto
separato dal genere Triticum (MASON-GAMER,
KELLOGG, 1996; SALLARES, BROWN, 2004; BORDBAR
et al., 2011), anche se non tutti gli autori sono con-
cordi (CONTI et al., 2005, 2007; BANFI et al., 2011).
In Italia sono presenti 10 specie appartenenti al gene-
re Aegilops. Sette specie sono autoctone e tre sono
alloctone. Per tre di esse, due alloctone e una autoc-
tona, mancano conferme recenti (PERRINO et al,
2014).

MATERIALI E METODI

La nomenclatura segue PIGNATTI (1982) e la mono-
grafia di VAN SLAGEREN (1994). Le informazioni
sulla distribuzione delle specie in Puglia sono state
aggiornate con nuovi dati raccolti sul campo (i cam-
pioni sono depositati in BI), analizzando i dati ripor-

tati in bibliografia e visionando i campioni deposita-
ti nei seguenti erbari: BI, BM, CAT, FI, G, GE, JE,
LE, LEC, LY-Gandoger, M]JG-Herb. Garganicum,
OXEF, TUB, W. Le informazioni sulla conservazione
delle specie sono riferite alle recenti schede per una
Lista Rossa delle piante d’Italia (PERRINO,
WAGENSOMMER, 2012, 2013a, b; R0OsSI ez al., 2013).
La chiave dicotomica ¢ stata realizzata per tutte le spe-
cie presenti in Italia, sulla base dei dati di letteratura e
delle osservazioni personali (cfr. PERRINO ez al., 2014).

RISULTATI E DISCUSSIONE

La Puglia ¢ la regione con il maggior numero di spe-
cie del genere Aegilops in Italia. Sono presenti, infat-
ti, le seguenti otto specie: Aegilops biuncialis, Ae.
cylindrica, Ae. geniculata, Ae. neglecta, Ae. peregrina,
Ae. triuncialis, Ae. uniaristata e Ae. ventricosa. Di
queste, due sono alloctone: Ae. cylindrica e Ae. pere-
grina. Entrambe non sono state confermate recente-
mente in Regione. Di seguito vengono riportate la
distribuzione regionale e I'eventuale inclusione nelle
Liste Rosse nazionali delle specie presenti in Puglia,
oltre alla chiave analitica per la determinazione di
tutte le specie del genere Aegilops presenti in Italia.

Aegilops biuncialis Vis.

Questa specie ¢ presente in Puglia nelle province di
Lecce, Taranto e Bari.

In letteratura ¢ indicata nelle seguenti localita:
Gravina di Leucaspide (GROVES, 1887; CURTI,
1986), Laghi Alimini (MELE ez 4/., 2006), Gravina di
Palagianello (CARRUGGIO ez al., 2008), Capitolo
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(PERRINO, SIGNORILE, 2009), Santeramo in Colle a
Murge della Morsara e Masseria Cingavalle, Mottola
a Monte Sant’Elia e Masseria Semeraro, Gravina di
Pentimelle (PERRINO, WAGENSOMMER, 2013a),
Vernole (MEDAGLI et al., 2014), Portico del Ladro a
Massafra (cfr. PERRINO et al., 2014).

Negli erbari consultati sono presenti i seguenti cam-
pioni pugliesi: Gravina di Leucaspide, Lacaita s.n.,
exsiccata Italia Fiori & Beguinot (FI, GE); Gravina di
Palagianello, E. V. Perrino 36252 (BI); Mottola, Monte
Sant’Elia, E. V. Perrino 35849 (BI); Mottola, Masseria
Semeraro, E. V. Perrino 36251-36265 (Bl); Massafra,
Portico del Ladro, FE Mantino & FE Caruggio 35796
(BI); Santeramo in Colle, Murge della Morsara, R.2
Wagensommer, E.V. Perrino & G.N. Silletti 36018-
36019 (BI); Santeramo in Colle, Masseria Cingavalle,
E.V. Perrino & G.N. Silletti 36174 (BI).

Da un punto di vista conservazionistico, a livello
nazionale questa specie ¢ considerata Vulnerabile:
VU Blab(i,ii,iii,iv)+2ab(i,ii,iii,iv) (PERRINO, WA-
GENSOMMER, 2013a).

Aegilops cylindrica Host

La presenza in Puglia di questa specie alloctona, indi-
cata per Gravina in Puglia in provincia di Bari
(PIGNATTI, 1982), necessita di conferma.

Aegilops geniculata Roth

Specie ampiamente diffusa in tutta la Puglia. Di
seguito si riportano solo alcuni dei campioni d’erba-
rio visionati: Gravina di Laterza, S. Brullo, P
Signorello & G. Spampinato 70099-1 (CAT);
Martina Franca, Bosco delle Pianelle, S. Brullo, P
Signorello & G. Spampinato 70116 (CAT); costa del
Salento, S. Brullo, G. Spampinato & I Signorello
70103 (CAT); Veglie, Miiller s.n. (G, JE, LE, TUB);
tra Gravina in Puglia e Altamura, Negri & Messeri s.n.
(FI); Celenza Valfortore, Monte Ingotto, E.V
Perrino, 36258 (Bl); Lesina, Zappino, £ Pantaleo
31780 (BI); a nord-est di Mattinata, Valle Ripe
Rosse, W, Licht (M]JG — Herb. Garganicum); a sud di
Peschici, W Licht (MJG — Herb. Garganicum).

Aegilops neglecta Requien ex Bertoloni

Specie rinvenuta in Puglia in provincia di Lecce e di
Taranto e sul Gargano, mentre non ¢ certo che vada-
no qui riferite le segnalazioni sub Aegilops tria(ri)stata
W. della provincia di Bari (Palanza ex BIANCO, 1962).
Negli erbari consultati sono presenti i seguenti cam-
pioni pugliesi: Otranto, Alimini, Groves s.n. (OXF);
Gargano, Gravina di Campolato, S. Brullo & S.
Signorello 70117 (CAT); Martina Franca, Bosco delle
Pianelle, Brullo, Signorello & Spampinato 70116
(CAT); Laterza, Masseria Cangiulli, E.V. Perrino
36266 (BI).

Aegilops peregrina (Hackel in J. Fraser) Maire &
Weiller

Questa specie alloctona ¢ stata segnalata in Puglia nel

XIX secolo, in provincia di Lecce presso Gallipoli,

ma necessita di conferme.

Negli erbari consultati sono presenti i seguenti cam-
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pioni pugliesi: iz incultis prope Gallipoli, 1881, H.
Groves sub Ae. triuncialis L. var. breviaristata Hack.,
rev. van Slageren 1992 sub Ae. peregrina (Hack. in J.
Fraser) Eig (FI); in herbosis prope Callepolem (=
Gallipoli), 1881, sub Ae. wriaristata var. breviaristata
Hack., rev. van Slageren 1992 sub Ae. peregrina
(Hack. in ]. Fraser) Eig var. brachyathera (Boiss.)
Maire & Weiller (FI).

Aegilops triuncialis L.

Questa specie ¢ stata raccolta in passato nella provin-
cia di Lecce, ma attualmente ¢ nota in Puglia solo in
provincia di Taranto.

Negli erbari consultati sono presenti i seguenti cam-
pioni pugliesi: Lecce e Gallipoli, Groves s.n. (GE,
W); Crispiano, E.V. Perrino 36256-36257 (Bl);
Mottola, presso Masseria Primicerio, E.V. Perrino
36253 (BI); Mottola, Masseria Semeraro, E.V
Perrino 36175 (BI); Palagianello, E.V. Perrino
36254-36255 (BI).

Aegilops uniaristata Vis.

Questa specie ¢ nota in Puglia nelle province di
Lecce, Taranto, Brindisi e Bari.

In letteratura ¢ indicata nelle seguenti localita:
Leucaspide (GROVES, 1887), area sudorientale delle
Murge (Taranto), Gravina di Laterza, presso Bosco
delle Pianelle a Martina Franca, tra Spongano e
Surano (BIANCO et al., 1989), Bosco di Rauccio e
Santa Cesarea Terme (MARCHIORI et al., 1993),
Bosco Difesa Grande di Gravina in Puglia (FORTE,
2001), tra Maruggio e Manduria (CAFORIO,
MARCHIORI, 20006), tra Fasano e Brindisi (PERRINO,
2011).

Negli erbari consultati sono presenti i seguenti cam-
pioni pugliesi: Veglie, 2 Medagli (LEC); tra Fasano e
Brindisi, £. V. Perrino 35682 (BI); Laterza a Selva San
Vito, E Angiulli & M. Campochiaro 35804 (BI);
Laterza, Jazzo Pallanculo, E.V. Perrino 36263-36264
(BI); Gravina di Palagianello, E.V. Perrino 36261-
36262 (BI); Santeramo in Colle a Murge della
Morsara, E. V. Perrino 36259-36260 (BI); Santeramo
in Colle a Bosco La Gravinella, A. Natuzzi 35466
(BI).

Da un punto di vista conservazionistico, a livello
nazionale questa specie ¢ considerata Vulnerabile:
VU Blab(iii,v)+2ab(iii,v) (PERRINO, WAGENSOM-
MER, 2012; ROSSI et al., 2013).

Aegilops ventricosa Tausch

Questa specie ¢ nota in Puglia nelle province di
Taranto e di Bari.

Negli erbari consultati sono presenti i seguenti cam-
pioni pugliesi: s. loc., Gasparrini s.n. (FI); Mottola,
Bosco Santantuono, E.V. Perrino 36173 (BIl);
Gravina in Puglia, Bosco Difesa Grande, £ Angiulli
& M. Campochiaro 35840 (Bl); Gravina in Puglia,
Bosco Difesa Grande, E. V. Perrino 36176 (BI).

Da un punto di vista conservazionistico, a livello
nazionale questa specie ¢ considerata Vulnerabile:
VU B2ab(i,ii,iii,iv) (PERRINO, WAGENSOMMER,
2013Db).
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Chiave analitica per le specie italiane
1 Spiga ovoide o subovoide, lunga (senza le reste) 1-

1S5 oo KRN 2
- Spiga cilindrica, subcilindrica o moniliforme, lunga
fIN0 @ 15 CIML coeeeeeeeee e 6

2 Gluma con (3-)4-5 reste (quella apicale raramente
con 2 reste), pill corte verso l'apice della spiga: 2-4,5
cm alla base e 1-3,5 cm all’apice; spiga con (2-)3-4
spighette, la superiore sterile, le inferiori 1-3 subven-
tricose, con la massima larghezza al centro o nella
meta inferiore, ristrette in alto; cariosside lunga 4-6

MM e Ae. geniculata
- Gluma con 1-2(-3) reste, cariosside lunga 5-8 mm
............................................................................. 3
3 Gluma con 1 resta, spiga subovoide (raramente
moniliforme) .......cocoovvviiviiiiiiiiiene Ae. uniaristata
- Gluma con 2-3 reste, spiga ovoide ...........cccc.c.... 4

4 Gluma con nervature di differente larghezza,
immerse nella superficie della gluma, irregolarmente
spaziate; cariosside aderente a lemma e palea ...........
..................... (da confermare in ltalia) Ae. peregrina
- Gluma con nervature tutte della stessa larghezza, +
parallele, sporgenti dalla superficie, regolarmente
spaziate; cariosside non aderente a lemma e palea 5
5 Spighette 2-3, tutte fertili; spighette rudimentali
1(-2), resta pressoché scabra ............... Ae. biuncialis
- Spighette 3-6, le superiori 1-3 sterili; spighette
rudimentali (2-)3, resta pressoché liscia Ae. neglecta
6 Spiga subcilindrica o distintamente moniliforme,
glume (a volte solo le apicali) con reste lunghe 1-6
CIML ettt s 7
- Spiga strettamente cilindrica, glume lunghe 1-

ochi mm, prive di reste (eccetto in Ae. caudata) o
solo quelle della spighetta apicale con 1 resta ....... 8
7 Spiga subcilindrica, glume con 2-3 reste; spighette
rudimentali (2-)3, cariosside libera .... Ae. triuncialis
- Spiga distintamente moniliforme, glume (a volte
solo le apicali) con 1 sola resta; spighette rudimenta-
li assenti (raramente 1-2), cariosside aderente ..........
........................................................... Ae. ventricosa

8 Spiga lunga 3-10(-12) cm, gluma della spighetta

apicale con resta lunga 3-12 cm ..., 9
- Spiga lunga 7-15 cm, glume di tutte le spighette
Prive di FeSte ..oevererieieinieneieee e 10

9 Spiga lunga 5-8(-12) cm (senza le reste), gluma
della spighetta apicale con resta di 3-6 cm con 2
denti alla base (a volte non sviluppati), lemma della
spighetta apicale con resta di 4-8 cmj; reste della
gluma e del lemma apicali sempre pitt corte della
lunghezza della spiga, spighette rudimentali 1-2 .....
........................................................... Ae. cylindrica
- Spiga lunga 3-12 cm (senza le reste), gluma della
spighetta apicale con resta divergente di 4,5-12 cm
(piu lunga della spiga), senza denti laterali; lemma
della spighetta apicale con resta corta, spighette rudi-
mentali 1-3 .... (da confermare in Italia) Ae. caudata
10 Lemma dei soli 2 fiori inferiori della spighetta
apicale provvisti di reste, di uguale lunghezza (4,5-10
cm); spighe lunghe 7-15 cm ..o,
.. (da confermare in Italia) Ae. speltoides var. speltoides
- Lemmi di tutti i fiori fertili laterali e apicali provvi-
sti di reste, di lunghezza crescente dai 2,5 cm nelle
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spighette basali fino a 10 cm; spighe lunghe 7-10 cm
.. (da confermare in Italia) Ae. speltoides var. ligustica

CONCLUSIONI

I risultati di indagini di campo, uniti ai dati d’erba-
rio e di letteratura, hanno consentito di delineare un
quadro pitt preciso della distribuzione geografica
delle specie del genere Aegilops in Puglia. Nella
Regione sono presenti otto specie (sei autoctone e
due alloctone), di cui due non rinvenute in tempi
recenti (Aegilops cylindrica e Ae. peregrina, entrambe
alloctone).

Tre specie (Aegilops biuncialis, Ae. uniaristata e Ae.
ventricosa) sono incluse nella Lista Rossa nazionale,
tutte nella categoria Vulnerabile.

La chiave analitica, che contempla tutte le specie ita-
liane del genere Aegilops, viene fornita per facilitare la
determinazione, non sempre agevole, delle specie di
questo interessante genere della famiglia delle
Poaceae.
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RIASSUNTO - Da dati di letteratura risultano presenti in
Italia 10 specie appartenenti al genere Aegilops (di cui tre
specie sono da confermare). Tre di queste sono alloctone.
Otto specie sono riportate per la Puglia (di cui due sono
alloctone, entrambe da confermare). Tre specie presenti in
Puglia sono incluse nella Lista Rossa nazionale. Viene for-
nita infine una chiave dicotomica per la determinazione di
tutte le specie del genere Aegilops presenti in Italia.
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Estrazione di polisaccaridi bioattivi dai cereali per la preparazione
di pasta funzionale

PP. MARRESE, A. MONTEFUSCO, A. IURLARO, G. DALESSANDRO, G. PIRO, M.S. LENUCCI

ABSTRACT - Extraction of bioactive polysaccharides from cereals for the preparation of functional pasta - In this
work a protocol for B-glucan extraction from wholemeal oat flour was developed. The extract containing 33-
36% B-glucans was mixed with durum wheat semolina, cultivar Pietrafitta, in a ratio 1:10 by weight and used

in }iasta—making tests. Pasta made with 100% semolina (control) or with a blend semolina/barley flour (11%

B-glucans) 6:4

y weight were also made and assayed for total carbohydrates and B-glucans. The amount of B-

glucans in raw and cooked pasta (fusilli shape) was lower than theoretically ex?lected but still higher than

the minimum amount (1 g/serving) imposed by EFSA for placement of the

ealth claim on the label.

Release of B-glucans in cooking water was negligible in both functionalized pastas.

Key words: B-glucans extraction, functional pasta, total carbohydrates, wholemeal oat flour

INTRODUZIONE

Il crescente interesse per gli alimenti funzionali ha
notevolmente stimolato la ricerca finalizzata alla for-
mulazione di pasta secca arricchita in fibre. Diverse
fonti di fibre alimentari solubili e insolubili sono
state miscelate in rapporto variabile con la semola per
ottenere paste funzionali (fibre di legumi, crusca,
inulina, guar, B-glucani, arabinoxilani, amido resi-
stente, ecc.) (FOSCHIA et al., 2013).

Una delle fibre dietetiche pili interessanti per la fun-
zionalizzazione della pasta ¢ rappresentata dai (1-3, 1-
4)-B-D-glucani, omopolimeri lineari costituiti da oli-
gomeri di glucosio (2-4 residui) legati con legame B-
(1,4), separati da un singolo legame B-(1,3) (Fig. 1).
Questi polisaccaridi sono presenti (con talune diffe-
renze in struttura, peso molecolare e quantita) in
tutti i cereali dove costituiscono costituenti struttura-
li della parete cellulare. Nel frumento duro costitui-
scono un componente minoritario della cariosside
(0.5-2.3%) e sono prevalentemente localizzati nello
strato aleuronico e, in minor percentuale, nell’endo-
sperma amilaceo. In altri cereali possono raggiungere
percentuali rilevanti (orzo 2.0-20.0%; avena 3.8-
6.1%) in dipendenza della cultivar, ed hanno una
distribuzione diversa a seconda delle specie: strato
sub-aleuronico nell’avena; endosperma amilaceo nel-
I'orzo (COLLINS et al., 2010; DORNEZ et al., 2011).
I B-glucani sono largamente utilizzati dall’'industria
alimentare per la preparazione di prodotti da forno,
lattiero-caseari, condimenti, zuppe, bevande, insac-

Fig. 1
Struttura chimica dei (1-3, 1-4)-B-D-glucani.
Chemical structure of (1-3, 1-4)-B-D-glucans.

cati a ridotto contenuto di grassi, ecc. La loro aggiun-
ta sotto forma di idrocolloidi (LEE er al, 2009) o
microparticolati (HUNTER ez /., 2002) incide sull’a-
spetto, consistenza, texture e proprieta organolettiche
dei cibi, in modo dipendente dalla concentrazione,
peso molecolare e struttura, determinando, in alcuni
casi, un miglioramento delle proprieta sensoriali del
prodotto (KALINGA, MISHRA, 2009).

Recentemente, la Food and Drug Administration ha
incluso i B-glucani nell’elenco dei prodotti che con-
tribuiscono alla diminuzione del colesterolo nel san-
gue, consigliando un consumo di -3 g/die. LEuro-
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pean Food Safety Authority (EFSA) ha inoltre stabili-
to che il claim “i B-glucani contribuiscono al mante-
nimento dei livelli normali di colesterolo nel sangue”
possa essere applicato ad alimenti contenenti almeno
1 g/porzione di B-glucani (MOTILVA et al., 2014).
Attualmente sono disponibili in commercio paste
arricchite in B-glucani preparate miscelando macina-
ti integrali di cereali con semola di frumento duro. In
tal caso spesso si evidenziano problematiche legate
all'interferenza, da parte delle particelle di crusca e
germe, alla corretta formazione del glutine nell'impa-
sto (MANTHEY, SCHORNO, 2002) che risulta meno
omogeneo ¢ influenza negativamente la colorazione,
la tenuta alla cottura e le proprieta sensoriali della
pasta rispetto a quella di sola semola (FOSCHIA ez al.,
2013). In questo lavoro un estratto solubile ottenuto
a partire da farina di avena ¢ stato utilizzato per la
preparazione di una pasta funzionale arricchita in -
glucani. La quantita di B-glucani nella pasta ¢ stata
valutata a crudo e dopo cottura, e confrontata con
quella di una pasta controllo (di sola semola) e di una
pasta arricchita in B-glucani preparata miscelando la
semola con il 40% di farina di orzo.

MATERIALI E METODI

Lestrazione dei B-glucani ¢ stata condotta utilizzan-
do farina integrale di avena (Molino Elli De Leo —
Lequile, Lecce). Le farine sono state impacchettate in
due veli di garza sterile ed immerse in 2,5 1 di acqua.
Lestrazione ¢ stata condotta a diverse temperature
(25°C, 50 °C, 75 °C, 100 °C e 120 °C) per 1 ora. Al
termine dell’estrazione la farina ¢ stata allontanata e
la soluzione lasciata raffreddare. Lamido passato in
soluzione ¢ stato idrolizzato aggiungendo 2 ml/l di
Termamyl 120L (829 U/ml, Sigma), un’amilasi ter-
moresistente, ¢ 70mg/l di CaCl,. Lidrolisi ¢ stata
condotta a 96 °C per 1 ora. Dopo aver concentrato
Iestratto a 100 ml, la componente polimerica ¢ stata
precipitata in etanolo freddo (-20 °C) alla concentra-
zione finale del 50%, centrifugando a 6000g per 15
minuti. Il pellet ottenuto ¢ stato liofilizzato per otte-
nere un materiale pulverulento che ¢ stato idrolizza-
to in acido trifluoroacetico 2M e sottoposto ad ana-
lisi della composizione glicosidica secondo il metodo
descritto da LENUCCI ez al. (2008). 1l protocollo otti-
male di estrazione ¢ stato applicato per preparare la
quantita di farina necessaria ad effettuare prove di
pastificazione. In queste ultime, effettuate presso il
pastificio Belladauna (Candela, Foggia), ¢ stata usata
semola di grano duro della cultivar Pietrafitta, carat-
terizzata da un elevato contenuto proteico e un buon
indice di glutine. Sono stati preparati diversi impasti:
sola semola (controllo), semola/estratto di B-glucani
(10:1 in peso) e semola/farina di orzo (6:4 in peso).
Dopo aver aggiunto acqua (44-45%) l'impasto ¢
stato lavorato per 15 minuti ed estruso a ~50 °C in

formato fusillo. La pasta ¢ stata quindi essiccata a

50 °C per 16 h.

La quantificazione dei f-glucani in tutti i campioni ¢
stata effettuata secondo il metodo ufficiale AOAC
995.16 utilizzando l'apposito kir della Megazyme
(Megazyme International Ireland, Wicklow, Ireland).
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Tali analisi sono state condotte anche sulla pasta
cotta e sull’acqua di cottura previa liofilizzazione dei
campioni. La determinazione della quantita di car-
boidrati totali nella pasta ¢ stata effettuata con il
metodo dell’antrone (LEYVA et al., 2008).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Partendo da una farina di avena integrale con conte-
nuto di B-glucani pari a ~4% ¢ stato messo a punto
un protocollo per la preparazione di un estratto ricco
in fibre solubili. La temperatura di estrazione
influenza notevolmente la quantita di estratto liofi-
lizzato ottenuto e la quantita totale di polisaccaridi in
esso presenti (Tab. 1). Il massimo rapporto polisacca-
ridi/estratto (50%) ¢& stato ottenuto a 75 °C, inoltre,
la componente polisaccaridica estratta a tale tempe-
ratura risultava costituita per circa il 96,9% da gluco-
sio, seguito da arabinosio (2,7%) e acido galatturoni-
co (0,4%), indice della presenza prevalente di gluca-
ni. Nello specifico, la quantita di B-glucani ¢ risulta-
ta compresa tra 33-36%.

TABELLA 1

Efferto della temperatura di estrazione sulle quantita di
estratto liofilizzato e polisaccaridi rotali ottenute da farina
integrale di avena. I valori in tabella rappresentano le medie
di almeno 3 determinazioni indipendenti.

Effect of extraction temperature on the amount of freeze-dried
extract and polysaccharides obtained from wholemeal oar
Sflour. Values in table are the average of at least 3 independ-
ent determinations.

Estratto  Polisaccaridi P/E %
Temp. (°C)  (g/Kg farina di avena)
25 54,8 13,5 25
50 59,9 15,2 25
75 120,7 60,3 50
100 187,4 58,2 31
120 2422 76,8 32

Lestratto liofilizzato ¢ stato miscelato con semola di
grano duro della cultivar “Pietrafitta”, il cui contenu-
to di B-glucani ¢ risultato essere ~0,2%, in modo tale
da ottenere una quantita teorica di tali polisaccaridi
nella miscela pari a ~-3%. Alternativamente la semo-
la ¢ stata utilizzata tal quale (controllo) o miscelata
con una farina di orzo (contenente ~11% di B-gluca-
ni) in rapporto 6:4.

La quantita di carboidrati totali ¢ risultata essere pari
al 64,7% nella pasta controllo, 65,6% in quella con
farina di orzo e 69,8% in quella preparata con I'e-
stratto; tali valori non sono statisticamente differenti
e rientrano nei valori tipici della pasta secca di fru-
mento duro. La quantita di f-glucani misurata nella
pasta funzionalizzata (Tab. 2) ¢ risultata significativa-
mente inferiore rispetto a quella attesa (-3% e ~5%
nella pasta ottenuta miscelando la semola con I'e-
stratto e con farina di orzo, rispettivamente), verosi-
milmente a causa della degradazione parziale dei B-
glucani durante il processo produttivo o al loro
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intrappolamento nelle maglie del glutine che non ne
permette la corretta quantificazione. Tale riduzione ¢
risultata maggiore nella pasta preparata con I'estratto
contenente -glucani (-56%) rispetto a quella prepa-
rata con farina di orzo (-28%).

TABELLA 2

Contenuto di f-glucani nella pasta prima e dopo cottura. 1
valori in tabella rappresentano le medie di almeno 3 deter-
minazioni indzpendgfzﬂ,

Amount of P-glucans in pasta before and after cooking.
Values in table are the average of at least 3 independent
determinations.

Quantitd di p-glucani

(g/100g peso secco)
Pasta Cruda Cotta
Controllo <0,1 - 0,1
Semola/orzo ~3,6 ~3,7
Semola/estratto -1,3 ~1,5

La perdita di B-glucani nell’acqua di cottura ¢ risul-
tata essere trascurabile (~2%) in entrambe le paste
funzionalizzate; allo stesso tempo la percentuale di -
glucani nella pasta dopo cottura ¢ risultata legger-
mente aumentata, probabilmente per il rilascio di
amido nell’acqua di cottura. Considerando 70 g la
porzione media giornaliera di pasta che un soggetto
sano dovrebbe assumere in regime dietetico la quan-
titd di B-glucani in entrambe le paste funzionali &
risultata superiore al limite imposto dallEFSA per
lapplicazione in etichetta del clzim salutistico.
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RIASSUNTO - In questo lavoro ¢ stato messo a punto un
protocollo per l'estrazione dei B-glucani da farina integra-
le di avena. Lestratto, contenente 33-36% di B-glucani, ¢
stato combinato con semola di grano duro della cultivar
Pietrafitta in un rapporto ponderale di 1:10 e utilizzato in
prove di pastificazione. Allo stesso tempo ¢ stata prepara-
ta una pasta controllo costituita da 100% di semola e una
pasta costituita da semola e farina di orzo (-11% di B-glu-
cani) in rapporto ponderale di 6:4. Tutte le tipologie di
pasta sono state analizzate per il contenuto di carboidrati
totali e B-glucani. La quantitd di B-glucani nella pasta
(fusilli) cruda e cotta ¢ risultata inferiore a quella teorica-
mente prevista, ma comunque superiore al limite minimo
(1 g/porzione) imposto dallEFSA per lapplicazione in
etichetta del claim salutistico. 1l rilascio di B-glucani nel-
l'acqua di cottura ¢ risultato trascurabile in entrambe le
paste funzionalizzate.
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