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1. INTRODUZIONE 

 
 

1.1 Premessa 

Le piante, organismi notoriamente sessili, risultano particolarmente esposte alle 

variazioni dei diversi parametri che regolano il normale svolgersi del loro ciclo 

biologico. Proprio per questi motivi i sistemi vegetali hanno sviluppato nel corso 

dell’evoluzione una serie di complessi ed articolati sistemi di monitoraggio dei 

parametri bio-ecologici caratterizzanti il loro ambiente di sviluppo. 

 In effetti la percezione del proprio ambiente attraverso l’elaborazione di un  

particolare segnale è alla base delle interazioni pianta-ambiente (Hazen et al., 2003) 

ed a questa segue una trasduzione del segnale stesso che guida in prima istanza i 

cambiamenti di espressione genica (Kreps et al. 2002; Seki et al. 2002). 

Quanto affermato ci consente di capire facilmente come l’omeostasi, intesa come 

equilibrio ottimale dei diversi parametri biologici, è una condizione raramente 

riscontrabile proprio a causa della continua variabilità di fattori ambientali abiotici  e 

biotici e delle conseguenti risposte metaboliche che le piante sono costrette ad 

attivare (Dobrota, 2006). 

In particolare, lo studio degli effetti di stimoli abiotici esogeni quali temperatura, 

disponibilità idrica, radiazione luminosa, concentrazione e tossicità ionica (intesa 

come salinità e metalli pesanti) presenta notevoli difficoltà in quanto le reazioni 

messe in atto dai sistemi vegetali comprendono, oltre ai complessi cambiamenti nella 

regolazione dell’espressione genica, anche l’attivazione di opportuni pathways di 

risposta (Mittler et al., 2004; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2005). Diventa 

quindi cruciale capire e descrivere i meccanismi che conferiscono tolleranza ai 

sistemi vegetali nei confronti delle diverse componenti ambientali che, ad ogni modo, 

sono alla base della diversità biologica, della distribuzione delle specie (Bruno et al., 

2003) ma anche degli aspetti socio-ecologici derivanti in particolare da specie con un 
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alta valenza dal punto di vista economico e/o della conservazione degli habitat 

(Bonhert et al., 2006).  

Inoltre le forme di adattamento ad uno stesso fattore abiotico possono essere, oltre 

che specie-specifiche, molto diverse tra loro ed i meccanismi di difesa e tolleranza 

non si limitano solo a cambiamenti  morfo-fisiologici della singola pianta ma 

arrivano ad investire anche i rapporti interspecifici e di comunità riuscendo ad 

innescare meccanismi di competizione o di reciproco vantaggio tra specie vegetali 

diverse (Callaway et al. 2002; Pennings et al. 2003). 

E’ dunque palese come un particolare stimolo abiotico possa dare inizio ad una 

cascata di eventi direttamente riconducibili ad esso ed alle prime modificazioni che si 

instaurano nella pianta. 

Da ciò deriva la crescente utilità dello studio di geni attivati da fattori esogeni in 

modo da determinare l’entità, la localizzazione ed i tempi della risposta genica 

nonché il ruolo anche di singoli geni nel conferire un’eventuale tolleranza (Vinocur 

and Altman, 2005). 

Risultati così ottenuti, quali patterns di espressione genica ma anche di localizzazione 

proteica, possono considerarsi come parte integrante e fondamentale di studi di 

genomica funzionale che uniscono alle osservazioni più propriamente fisiologiche e 

fenotipiche anche informazioni inerenti i geni e le proteine attivate dal medesimo 

evento (Sharp et al., 2004) . 

In tale contesto, abbiamo incentrato l’attività di studio e di ricerca su tre fattori 

abiotici  di fondamentale importanza per gli organismi vegetali, quali la radiazione 

luminosa, l’equilibrio idrico e l’interazione con i metalli pesanti. Ci riferiamo dunque 

a fattori fondamentali sia quando essi risultino in equilibrio con gli altri parametri 

ambientali, sia quando, per cause naturali o antropiche, questi arrivino ad essere veri 

e propri cause di stress.  

Nella fattispecie ci siamo interessati ai meccanismi di risposta di due diversi 

sistemi vegetali (la fanerogama marina Posidonia oceanica (L.) Delile e la 

monocotiledone Helianthus annuus) relativi all’interazione con i fattori sopra citati 
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indagando a livello immediatamente successivo alla percezione del segnale ed 

incentrando quindi i nostri studi sui meccanismi di espressione genica e, 

limitatamente allo stimolo luminoso, di risposta proteica. 

 

1.2 Finalità di ricerca 

In relazione a quanto introdotto, durante il lavoro di ricerca l’attenzione è stata 

rivolta a due sistemi vegetali: la fanerogama marina Posidonia oceanica e, oggetto di 

uno studio meno esteso, la Monocotiledone terrestre Helianthus annuus, indagando 

sulla risposta molecolare che i due sistemi di studio prescelti attuano verso alcuni 

fattori abiotici. 

In particolare, per quanto riguarda Posidonia oceanica, abbiamo affrontato lo 

studio sui meccanismi di tolleranza che questa fanerogama attua nei confronti dei  

metalli pesanti, più specificatamente nei confronti del Cadmio. L’approccio utilizzato 

è stato quella di isolamento di geni putativi (in collaborazione con il Prof. Cavallini 

dell’Università di Pisa) e localizzazione in situ dei relativi messaggeri attraverso la 

tecnica di ibridazione RNA-RNA. Tale metodica rappresenta un validissimo 

strumento per la localizzazione dei trascritti nei vari tessuti ed organi della pianta. In 

tal modo è possibile avere non solo indicazione sulla presenza o meno del 

messaggero (peraltro suffragata da analisi di tipo Northern), ma soprattutto una 

risposta di tipo qualitativo che fornisce informazioni puntuali e precise su come il 

messaggero si esprima selettivamente nei diversi organi e/o tessuti e nei diversi 

domini cellulari nonché in differenti momenti di sviluppo.  

Da sottolineare che gli studi fisiologici relativi alla riposta molecolare che le 

fanerogame marine, ed in particolare P. oceanica, attuano in presenza di metalli 

pesanti risultano ad oggi alquanto carenti. In aggiunta, occorre precisare che il 

continuo sviluppo delle attività industriali e di produzione, in assenza  di opportune 

politiche di protezione ambientale, ha portato negli ultimi decenni ad un aumento 

esponenziale delle concentrazioni di metalli pesanti quali Cadmio, Zinco, Rame, 

Nichel, Cromo e Mercurio nelle diverse componenti della biosfera, compreso il 
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comparto marino (Duarte, 2002). Pertanto l’indagine della risposta genica di una 

fanerogama marina nei confronti dei metalli pesanti appare estremamente interessante 

sia in  relazione al fatto che l’inquinamento da metalli pesanti nelle zone costiere è un 

fenomeno sempre più diffuso sia perché P. oceanica appare “tollerante” per il Hg, 

potenzialmente bioaccumulabile nei propri tessuti e sembra regolarne così la 

biodisponibilità ai livelli trofici successivi (Pergent and Pergent-Martini, 1999; 

Giordani et al., 2000; Maserti et al., 2005)  

Un altro aspetto, non di secondaria importanza, è relativo a quello di acquisire 

nuove conoscenze circa  piante capaci di tollerare la presenza di inquinanti quali i 

metalli pesanti o che riescono addirittura a diminuirne la concentrazione in termini 

assoluti nell’ecosistema di appartenenza (Lasat, 2002). Tali conoscenze possono 

avere una diretta applicazione in campo biotecnologico: esiste infatti tutta una gamma 

di tecnologie emergenti (tecnologie verdi) che vanno sotto il nome di 

Phytoremediation  e che utilizzano sistemi vegetali per la bonifica di siti inquinati 

sfruttando la  capacità di alcuni di essi di concentrare inquinanti presenti nei diversi 

comparti (suolo, acqua, aria) e/o renderli  meno  biodisponibili (Ernst, 2005). 

In tale contesto abbiamo focalizzato l’attenzione su un gruppo di molecole quali le 

Metallotioneine (di seguito meglio trattate) che svolgono un ruolo importante sia nei 

meccanismi di tolleranza e detossificazione da metalli pesanti che nella risposta più 

generale a stress. Abbiamo valutato il pattern di espressione di due geni codificanti 

per putative metallotioneine in P. oceanica. Di uno dei due geni è stata anche valutata 

la variazione nel pattern di espressione in piante sottoposte a stress da Cadmio in 

acquario al fine di approfondire le conoscenze circa la tolleranza ai metalli pesanti di  

Posidonia oceanica stessa.  

La natura marina di questa fanerogama ci ha indotto a considerare un altro aspetto, 

quello relativo alla risposte di questa pianta a variazioni del bilancio idrico in merito 

a modificazioni saline del proprio ambiente. Più nello specifico abbiamo studiato i 

patterns di espressione di due geni codificanti per acquaporine, proteine 
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transmembrana implicate nel trasporto dell’acqua e di piccoli soluti neutri 

(Kaldhenoff and Fischer, 2006a).  

Sempre nell’intento di comprendere la fisiologia di questa pianta adattata a vivere 

in ambiente acquatico, abbiamo considerato la relazione esistente tra intensità 

luminosa e distribuzione dell’enzima Rubisco in rapporto a variazioni di intensità 

luminosa in seguito a stress turbidimetrico. Allo scopo l’approccio utilizzato  è stato 

quello di immunolocalizzazione della proteina su preparati messi a punto per l’analisi 

TEM. 

 In ultimo, sempre in P. oceanica, abbiamo verificato se variazioni quali-

quantitative della radiazione luminosa corrispondenti a differenze batimetriche, 

influenzassero la struttura cloroplastica. A tal fine è stato messo a punto un protocollo 

di fissazione ed inclusione per analisi in microscopia elettronica a trasmissione su 

campioni di P. oceanica prelevati a diverse profondità (-5m; -22m). 

I fattori luce/bilancio idrico sono stati considerati anche in relazione al secondo 

sistema di studio considerato, Helianthus annuus, questa volta indagando se  

radiazioni luminose di diversa lunghezza d’onda avessero effetti sul pattern di 

espressione di un gene codificante per una deidrina. Le deidrine sono proteine di 

estremo interesse visto il loro coinvolgimento in diversi tipi di tolleranza e/o stress 

quali quello idrico, salino, termico (Zhu et al., 2000) nonché da metalli (Alsheikh et 

al., 2005).  

 

 

 

1.3 Il sistema di studio Posidonia oceanica 
 

Relativamente alle interazioni tra i fattori abiotici quali metalli, salinità e  intensità 

luminosa e la pianta Posidonia oceanica, i dati ottenuti rappresentano uno dei primi 

contributi ad un approccio più generale teso a studiare la fisiologia di Posidonia 

oceanica. Tale fanerogama, ritornata secondariamente all’ambiente acquatico marino, 

risulta di estremo interesse sia trofico, in quanto parte fondamentale della catena 

 7



alimentare, che ecologico, data anche la numerosità e diversità di specie vegetali ed 

animali ad essa associata (Gambi, 2002). 

Altrettanto importante è il ruolo che le praterie formate da  Posidonia oceanica 

hanno nella stabilizzazione dei sedimenti attraverso gli organi ipogei (rizomi) e nella 

salvaguardia delle coste dai fenomeni di erosione tramite la riduzione dei movimenti 

delle acque (moto ondoso e correnti) da parte delle foglie (Koch, 2001). 

Posidonia oceanica appartiene a quel gruppo di piante che comunemente vengono 

chiamate seagrasses per via della loro morfologia e della loro capacità di formare 

letteralmente delle “praterie marine”. Queste idrofite sono ampiamente distribuite in 

tutti gli oceani prediligendo acque relativamente poco profonde quali quelle prossime 

alla costa. E’ da citare l’eccezione costituita dalle coste antartiche dove, ad oggi, non 

è stata individuata la presenza di alcuna fanerogama. Il limite di profondità per 

Posidonia è di circa -40 metri e ciò è dovuto sia ad esigenze di temperatura sia ad 

esigenze luminose visto che la penetrazione della luce diminuisce sensibilmente con 

la profondità (Duarte, 1991).  

Le fanerogame marine contano circa 50 specie e dal punto di vista tassonomico 

appartengono a cinque famiglie: Posidonaceae, Zosteraceace, Cymodoceceae, 

Hydrocaritaceace, Ruppiaceae. Tuttavia su tassonomia e numero di specie non vi 

sono pareri unanimi a causa di diversi criteri sistematici adottati (Hemminga and 

Duarte, 2000). Esse mostrano una morfologia simile a quella delle piante terrestri 

presentando radici, rizoma (che funge da fusto modificato) e foglie. 

Studi filogenetici possono efficacemente spiegare le strettissime affinità fisio-

morfologiche delle fanerogame marine con le piante terrestri. Infatti l’ordine 

Helobiae, di cui Posidonia oceanica fa parte, è costituito da piante vascolari che, 

affrancatesi evolutivamente dal mare, sono in seguito ritornate a colonizzare le acque.  

Molte teorie indicano che dalle Angiosperme terrestri si siano evolute specie 

capaci di sopravvivere ad immersioni episodiche e/o cicliche nelle acque salate come 

quelle causate da fenomeni di marea. In effetti la ricolonizzazione marina sarebbe 

avvenuta durante il Cretaceo, circa 100 milioni di anni fa come molti ritrovamenti 
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fossili lasciano ritenere, da parte di piante che svilupparono capacità osmoregolatorie 

capaci di permettere la resistenza a periodi di immersione (Larkum and den Hartog, 

1989). Successivamente l’evolversi dell’impollinazione idrofila ha permesso che si 

sviluppassero piante capaci di compiere il loro intero ciclo biologico in habitat 

marino (Cox et al., 1992). 

La morfologia di Posidonia oceanica è del tutto tipica. Nella parte superiore del 

rizoma è situato l’apice vegetativo da cui si originano le foglie organizzate in tipici 

fasci (Fig. 1). Nell’ambito di ogni fascio, le foglie si dispongono a ventaglio. 

  

Fig. 1. Organizzazione in fasci. 

 Le foglie sono tipicamente prive di stomi e questo ha fatto in modo che 

evolutivamente l’epidermide si ricoprisse di una cuticola cerosa. Tuttavia la presenza 

di cuticola sembrerebbe essere di ostacolo agli scambi gassosi, vista soprattutto la 

scarsa diffusione di questi attraverso uno strato ceroso. Posidonia ha ovviato a questo 

apparente inconveniente attraverso dei pori che possono agire come “canali” di 

scambio ionico con importanti funzioni anche nel flusso dei nutrienti (Kuo, 1978). 

Inoltre la parete cellulare delle cellule epidermiche della foglia rivela la presenza di 

pectine, cellulosa, proteine ed altri polisaccaridi altamente idratati in modo da 

facilitare processi fisiologici e biochimici nonché una eventuale rapida reidratazione 
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dopo periodi di emersione accidentali o dovuti a fenomeni di marea (Tomlinson, 

1980).  

Dal punto di vista macroscopico la foglia presenta una suddivisione tra una base ed 

un lembo attraverso una linea curva chiamata ligula, in corrispondenza della quale le 

foglie più vecchie tendono a staccarsi  

 E’ importante sottolineare l’accrescimento basale delle foglie che, in piante 

colonizzate da epifiti, contribuisce a ridurre l’ombreggiamento dei tessuti in 

accrescimento e differenziazione da parte di questi stessi organismi. 

L’attività fotosintetica sembra confinata quasi esclusivamente negli strati epidermici 

della foglia mentre, al contrario di quanto avviene nelle piante emerse, risulta scarsa 

nel mesofillo. Le cellule epidermiche presentano, infatti, numerosi e ben sviluppati 

cloroplasti oltre a molti organelli, indice questo di un’intensa attività metabolica 

proprio nell’epidermide (Fig. 2). 

 

Fig. 2. Epidermide in sezione paradermale. 

 Il mesofillo presenta una struttura alquanto omogenea composta da cellule 

parenchimatiche dotate di una sottile parete e di grandi vacuoli. Come già detto, i 

cloroplasti nel mesofillo sono scarsi e confinati nelle zone periferiche citoplasmatiche 

delle cellule. Inoltre le cellule del mesofillo sono disposte a formare degli spazi 

aeriferi detti lacunae che nella maggior parte delle seagrasses sono disposte lungo un 

singolo strato cellulare mentre in Posidonia risultano più piccole in dimensioni e 

presenti nei diversi strati cellulari del mesofillo (Fig. 3).  
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Fig. 3. Organizzazione del mesofillo in sezione trasversale. 

In tutte le specie le lacune formano condotti aeriferi continui dalle foglie alle radici 

interrotti ad intervalli regolari da setti di piccole cellule parenchimatiche (Roberts and 

Moriarty, 1987). Le lacune svolgono un ruolo centrale nel processo fotosintetico  

poichè proprio attraverso loro la pianta immagazzina e trasferisce i gas in tutta la 

pianta consentendo quindi gli scambi gassosi di fotosintesi e respirazione (Larkum et 

al., 1989). Inoltre tali “canali aeriferi”, rilasciando ossigeno anche nelle radici, 

consentirebbero la sopravvivenza anche in ambienti marini con substrati 

relativamente anossici (Zimmerman et al., 1997). 

Le seagrasses sono considerate dal punto di vista fotosintetico come piante C3 ma 

spesso ritroviamo anatomie della foglia che sembrerebbero appartenere a specie 

intermedie tra C3 e C4 suggerendo anche la presenza di particolari meccanismi di 

concentrazione del carbonio per favorire l’azione della Rubisco (Kuo, 1983; 

Touchette et al., 2000). Infatti solo poche piante terrestri adattate all’ombra 

presentano una disposizione cloroplastica prevalentemente epidermica confrontabile 

con quanto riscontrato in  Posidonia . 

L’allungamento dei rizomi avviene sia in senso orizzontale che in senso verticale 

(Hemminga and Duarte, 2000) e più strati di rizomi, assieme al sedimento in esso 

compattato, formano una particolare struttura detta matte che può raggiungere diversi 

metri di spessore (Green and Short, 2003).  
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I rizomi, dunque, intrappolano grandi quantità di sedimenti contribuendo così ad 

aumentare la qualità delle acque e nel contempo a limitarne la torbidità (Terrados and 

Duarte, 2000). Inoltre le fronde formate da foglie lunghe anche un metro, agendo 

come massa frenante del moto ondoso, smorzano l’impatto idrodinamico sul litorale.  

L’elevata produzione di ossigeno (20 l/m2/giorno) e l’ampia disponibilità di 

biomassa vegetale (30t/ha) fanno sì che la prateria costituisca un ambiente di grande 

interesse trofico e riproduttivo per molte specie (Della Croce et al., 1997; Gambi, 

2002). 

E’ facile capire dunque l’importanza che Posidonia oceanica riveste 

nell’ecosistema marino e di come questa abbia forti interazioni sia con le componenti 

biotiche che abiotiche. Tuttavia, le praterie di Posidonia oceanica sono in continua 

regressione in tutto il bacino mediterraneo (Duarte, 2002) sia a causa di tecniche di 

pesche deleterie per i fondali (Pasqualini et al., 1999), sia per lo sversamento nelle 

acque marine di sostanze tossiche e/o nocive. E’ ormai ampiamente dimostrato come 

in particolare i metalli pesanti ed i sottoprodotti dell’industria petrolchimica siano una 

grave minaccia per le praterie di Posidonia oceanica (Prange and Dennison, 2000). 

Gli effetti di disturbo su Posidonia oceanica stanno ormai diventando causa di grave 

alterazione degli ecosistemi marini caratterizzati da questa fanerogama (Whitfield et 

al., 2004). 

Come già detto, i nostri studi tendono ad inserirsi in un contesto che indaghi meglio i 

meccanismi fisiologici di questa pianta in risposta alle interazioni con fattori naturali 

e/o antropici in modo da poter ottenere anche eventuali ricadute applicative di tutela e 

salvaguardia della specie.  
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1.4 Il sistema di studio  Helianthus annuus 

Il genere Helianthus appartiene alla sottofamiglia delle Asteroideae della famiglia 

delle Compositae (detta anche Asteraceae) a sua volta inclusa nell’ordine Asterales 

ed annovera sia specie annuali che perenni. La specie coltivata Helianthus annuus è 

generalmente conosciuta come girasole. La maggior parte delle varietà coltivate di 

questa specie presentano una parte epigea sviluppata in altezza entro un range 

compreso tra 50 cm e 500 cm. Il fusto è d tipicamente non ramificato e la sua 

lunghezza viene determinata dal numero di internodi. Le prime foglie sono opposte 

anche se in qualche varietà diventano alternate.  

L’infiorescenza è tipica della famiglia delle Compositae e, in Helianthus annuus, 

consiste in un numero di fiori compreso tra 300 e 1000 che può risultare addirittura 

più elevato nelle specie coltivate non a scopo alimentare. Nel loro insieme formano 

un disco fiorale con precisi meccanismi e tempi di apertura delle diverse spire. Inoltre 

la morfologia dell’infiorescenza può variare e si riscontrano infiorescenze concave, 

convesse o piatte. 

Il frutto è costituito da un achene contenente il seme. Se non fecondati gli acheni 

possono essere vuoti. Reperti archeologici sembrano suggerire un’origine nord 

americana della specie e sempre in quest’area geografica ha avuto origine 

l’addomesticazione come coltura del girasole. 

E’ da sottolineare la facilità con cui si possono avere ibridi con diverse varietà 

spontanee (Burke et al. 2002). Per ovviare a ciò, le varietà attualmente in commercio 

sono auto-compatibili anche se le condizioni ambientali possono influenzare il livello 

di auto-fertilità (Snow et al. 1998). 

Il girasole riveste primaria importanza come coltura agraria essendo una delle 

principali fonti di olio ad uso alimentare. Infatti l’olio di girasole è considerato di 

elevata qualità per via dell’alto contenuto in acidi grassi polinsaturi, per l’assenza di 

acidi grassi trans, per la sua stabilità e per l’alto punto di fumo. Inoltre si sta sempre 

più estendendo un uso non alimentare principalmente come fonte di energia 

alternativa e nella cosmesi. 
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Nel contesto di importanza economico-produttiva di questa pianta, i dati riportati 

sull’espressione di geni codificanti per deidrine, proteine implicate nella risposta a 

fattori quali la radiazione luminosa, la siccità, la salinità, rappresentano un ulteriore 

contributo alla conoscenza dell’interazione tra questa pianta e alcuni fattori 

fortemente condizionanti la resistenza e la capacità produttiva della pianta stessa. 
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2. SISTEMI VEGETALI E METALLI PESANTI 

 

 

Occorre premettere che molti metalli pesanti risultano essenziali al metabolismo 

delle piante quando essi sono presenti in tracce (Callahan et al., 2006). Tuttavia 

quando la loro concentrazione risulta relativamente elevata si possono avere effetti 

tossici con ripercussioni su molteplici aspetti della biologia delle piante (Mejáre and 

Bülow, 2001). 

Negli ultimi decenni, il continuo sviluppo delle attività industriali e di produzione, 

in assenza  di opportune politiche di protezione ambientale, ha portato ad un aumento 

esponenziale delle concentrazioni di metalli pesanti quali Cadmio, Zinco, Rame, 

Nichel, Cromo e Mercurio nelle diverse componenti della biosfera.  

Particolare attenzione va posta nei riguardi dell’ecosistema marino visto che sia 

scarichi diretti che acque reflue provenienti da impianti di smaltimento e depurazione 

hanno il mare come sbocco ultimo con un accumulo preoccupante di queste categorie 

di inquinanti. 

Come premesso, alcuni vegetali risultano utili bioindicatori dell’inquinamento da 

metalli pesanti e la risposta alla loro esposizione è la risultante di una serie di eventi a 

livello fisiologico, morfologico e, soprattutto, molecolare (Sanità di Toppi and 

Gabrielli, 1999; Lombi et al. 2001). Molte specie vegetali infatti risultano bio-

sensibili, bio-tolleranti o addirittura iperaccumulatrici nei confronti dei metalli 

pesanti e delle loro concentrazioni (Chen et al., 2004).  

Metalli pesanti quali il Cadmio influenzano importantissime funzioni  della 

fisiologia delle piante comee il bilancio idrico, l’attività dei fotosistemi (Siedlecka 

and Krupa, 1996) fino ad inibire la funzione enzimatica ed a causare gravi danni 

ossidativi (Hendry et al., 1992; Anderson et al. 2001). Inoltre, è da tempo nota 

l’azione negativa del Cd sul corretto movimento ionico  nelle cellule di guardia, 
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influenzando, anche se indirettamente, il meccanismo di apertura stomatico (Barcelò 

and Poschenrieder, 1990).  

Risulta chiara quindi l’importanza di acquisire nuove conoscenze circa  piante 

capaci di tollerare la presenza di inquinanti quali i metalli pesanti o che riescono 

addirittura a diminuirne la concentrazione in termini assoluti nell’ecosistema di 

appartenenza (Lasat, 2002). Infatti, sotto il termine di Phytoremediation  vengono 

indicati tutta una serie di nuove tecnologie per la bonifica di siti inquinati che 

utilizzano sistemi vegetali capaci di concentrare nei loro tessuti inquinanti presenti 

nei suoli, nelle acque e nell’aria o, in ultima ipotesi, di rendere questi inquinanti non 

più biodisponibili (Ernst, 2005). Tale capacità è conferita ad idonei sistemi vegetali in 

particolar modo da specifiche proteine e lo studio dell’espressione dei geni che 

codificano per tali proteine può essere di grande utilità nel migliorare le tecniche di 

fitorimedio. 

 

 

2.1 Principali sistemi di risposta al Cadmio ed ai metalli pesanti nelle piante 

superiori 

Vale la pena introdurre brevemente i diversi sistemi di tolleranza e/o 

detossificazione che le piante adottano nei meccanismi di risposta alla presenza 

eccessiva di metalli pesanti nel loro spazio fisio-ecologico.  

I principali sistemi di difesa sono rappresentati da: sistemi di immobilizzazione, di 

esclusione, presenza di ligandi quali Fitochelatine e Metallotioneine (Sanità di Toppi 

et al., 1999). 

Per immobilizzazione si intende il blocco degli ioni Cadmio a livello della parete 

cellulare (Nishizono et al., 1989; Leita et al., 1996) oppure a livello dei carboidrati 

extracellulari quali il callosio (Wagner, 1993).  

Nel meccanismo di esclusione è invece la membrana cellulare a rappresentare il 

sistema di difesa visto che il Cadmio sembra utilizzare i canali del Calcio presenti 

nella membrana plasmatica come punti di ingresso della cellula (Rivetta et al., 1997). 

 16



 Tuttavia è ancora da chiarire come la pianta risponda a livello del plasmalemma a 

concentrazioni elevate dei metalli pesanti anche se è ormai chiaro che tali livelli 

promuovano la sintesi di amminoacidi ad azione chelante facilmente riscontrabili 

negli essudati radicali di molte specie (Costa et al., 1997; Wenzel et al., 2003). 

 Infatti sono da tempo oggetto di studio particolari proteine e peptidi capaci di 

legare i metalli pesanti attraverso l’azione chelante dovuta alla loro particolare 

struttura. 

 Fanno parte di queste sia le Fitochelatine che  le Metallotioneine. 

 

 

2.1.1 Le Fitochelatine

E’ ormai chiaro che il Cadmio mostri una forte interazione con diversi steps del 

metabolismo della Zolfo (De Knecht et al., 1995). 

 Infatti, una volta che il Cadmio è penetrato nell’ambiente endocellulare, viene 

attivato un sistema anabolico legato strettamente al metabolismo dello Zolfo che 

porta alla formazione di agenti complessanti e chelanti che contribuiscono a 

neutralizzare gli ioni Cadmio. Tali agenti chelanti sono chiamati Fitochelatine (PCs) 

(Sanità di Toppi and Gabrielli, 1999). 

Le Fitochelatine presentano la seguente struttura generale: (γ-Glu-Cys)n-Gly, dove n 

rappresenta il numero di ripetizioni che varia, in genere, da 2 a 5. Questa struttura è 

tipica di molte specie vegetali anche se sono state identificate alcune varianti presenti 

in alcune specie che differiscono nell’amminoacido terminale (Cobbett, 2000). 

Le PCs sono strutturalmente correlate al Glutatione (GSH) e numerosi studi hanno 

accertato che lo stesso GSH rappresenta il substrato di biosintesi sul quale agisce la 

PC sintasi (Grill et al., 1989; Cobbett and Goldsbrough, 2002). Tale enzima presenta 

auto regolazione e la sua sintesi termina nel momento in cui non vi sono più ioni 

Cadmio liberi disponibili visto che proprio il Cadmio risulta comportarsi come parte 

integrante del substrato e di conseguenza l’enzima cessa la propria attività per 

semplice esaurimento del substrato (Cobbett and Goldsbrough, 2002). 
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 La sintesi di PCs è attivata principalmente dal Cadmio mentre lo stimolo risulta 

minore in presenza di altri metalli quali Ag, Pb, Zn, Cu (Ha et al., 1999; Clemens et 

al. 1999) 

Le Fitochelatine formano diversi complessi con il Cadmio grazie ai gruppi tiolici 

della cisteina che, sequestrando il Cadmio per via dell’attività chelante, fanno in 

modo che non vi siano all’interno del citosol ioni liberi Cd2+ (Grill et al., 1985). 

Attraverso la formazione di complessi a diverso peso molecolare il Cadmio può 

essere trasportato all’interno del vacuolo attraverso carriers specifici (Li et al., 1997) 

con una concentrazione che all’interno del tonoplasto può risultare più di 38 volte 

maggiore rispetto al citosol (Salt and Rauser, 1995). Tali evidenze supportano 

l’ipotesi che  la produzione di fitochelatine sia il meccanismo principale per la 

detossificazione dal Cadmio nelle piante superiori (Gekler et al., 1989; Sanità di 

Toppi et al., 1999). 

 

 

 

2.1.2 Le Metallotioneine 

Cadmio ed metalli pesanti possono essere complessati e detossificati, oltre che dalle 

Fitochelatine, anche dalle Metallotioneine (MTs) (Kagi, 1991; Delhaize et al., 2004), 

una famiglia di peptidi ricchi in cisteina (circa il 30%) e che presentano un basso peso 

molecolare (6-7 kDa) (Coyle et al. 2002).  

Tuttavia occorre sottolineare che, oltre ad un ruolo fondamentale nel mantenere 

l’omeostasi da metalli pesanti, le MTs svolgono altri importantissimi ruoli quali 

fungere da scavenger nei confronti di specie chimiche altamente ossidanti (Wong et 

al., 2004), regolare la crescita cellulare ed interagire con altri metallo-enzimi e fattori 

di trascrizione (Haq et al., 2003). 

 Caratteristica delle MTs è la presenza (sia all’estremità carbossi- che amino- 

terminale) di domini ricchi in residui di Cys del tipo Cys-Cys, Cys-X-Cys e Cys-X-

X-Cys dove X è rappresentato da un diverso aminoacido (Mejáre and Bülow, 2001). 
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L’attività chelante è svolta anche per le MTs dai gruppi tiolici delle cisteine che 

riescono ad immobilizzare e complessare gli ioni di diversi metalli pesanti. 

Le MTs vengono attualmente suddivise in classi in base alle loro diverse strutture. 

La Classe I, tipica dei mammiferi, di molti vertebrati ma anche di specie vegetali 

(Zhou et al. 2006), è composta da proteine che presentano due domini ricchi in 

cisteina separati tra loro da una regione spaziatrice (Coyle et al. 2002) e che riescono 

a legare sette ioni divalenti o 12 ioni monovalenti (Mejáre and Bülow, 2001). 

Le MTs isolate da lieviti, cianobatteri e piante superiori, pur presentando basso 

peso molecolare con un alto contenuto in cisteina, mostrano però una diversa 

distribuzione di tale aminoacido rispetto alle MTs di classe I e perciò vengono 

definite di classe II (Robinson et al., 1993; Cobbett et al., 2002). 

Molti autori tendono a considerare le Fitochelatine come MTs di classe III 

(Mejáre and Bülow, 2001; Zhou et al. 2006). 

A loro volta, le MTs di classe II vengono ulteriormente distinte i 4 tipi in base alla 

disposizione dei residui di Cys. 

 Analisi di espressione hanno dimostrato che il tipo 1 contiene un totale di sei 

ripetizioni Cys-Xaa-Cys ( dove Xaa rappresenta un diverso amminoacido) 

egualmente distribuiti in due domini separati tra loro da circa 40 amminoacidi tra cui 

anche aromatici. Questo spaziatore relativamente lungo è una caratteristica delle MTs 

presenti nelle piante (Cobbett and Goldsbrough, 2002). Il tipo 1 viene espresso 

prevalentemente nelle radici e, in minor misura, negli apici (Hsieh et al., 1996) . 

Il tipo 2 ha caratteristiche simili al tipo 1 con due domini ricchi in cisteina ed uno 

spaziatore di circa 40 aa. Tuttavia i primi due residui di cisteina sono presenti come 

motivo Cys-Cys nelle posizioni 3 e 4 di queste proteine ed inoltre il dominio N-

terminale risulta altamente conservato. Al contrario, la regione spaziatrice varia 

molto nelle diverse specie. Il tipo 2 è maggiormente espresso nelle foglie e negli apici 

(Hsieh et al., 1996). 

 Il tipo 3 presenta nel dominio N-terminale solo 4 residui di cisteina con una 

articolata e tipica disposizione mentre persiste, come negli altri tipi, uno spaziatore di 
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circa 40 aa. Tale tipologia di MTs viene espressa tipicamente nelle foglie, specie in 

quelle appartenenti a piante che non producono frutti carnosi, o in frutti in 

maturazione (Ledger and Gardner, 1994; Cobbet et al., 2002). 

 Il tipo 4 differisce da tutte le altre MTs vegetali in quanto presenta tre domini 

ricchi in cisteina ognuno dei quali contiene 5 o 6 residui e separati tra loro da 10 a 15 

residui amminoacidici (Cobbett and Goldsbrough, 2002). Il tipo 4 viene espresso 

durante la germinazione (White and Rivin, 1995) e sembra essere l’unica tipologia 

con un preciso organo dove viene quasi unicamente espresso. In questo senso queste 

MTs potrebbero avere un ruolo nel manipolare la concentrazione dei metalli pesanti 

nei semi (Lucca et al., 2001). 

Tuttavia sembra chiaro che l’espressione di alcune MT cambia drasticamente nelle 

varie fasi di sviluppo. Questo è sicuramente dimostrato per il forte aumento di RNA 

codificanti per MTs nelle foglie in senescenza di Brassica napus, Arabidopsis e riso 

(Garcia-Hernandez et al., 1998). Sempre in fase di senescenza foliare è ampiamente 

dimostrata l’espressione nel floema di MTs che potrebbero fungere da chaperone nel 

trasporto a lunga distanza dei metalli pesanti (Himelblau et al., 2000; Cobbett et al., 

2002; Zhou et al., 2006). 

Inoltre l’espressione in particolar modo del tipo 1, oltre che dai metalli pesanti, 

sembra essere stimolata da shock termici e da deficit di nutrienti (Snowden et al., 

1995) e ciò supporta il fatto che le MTs siano una parte di una risposta più generale 

agli stress (Akashi et al., 2004) ed essere correlate anche con un elevato numero di 

processi biologici legati al normale sviluppo delle piante (Cobbett and Goldsbrough, 

2002; Haq et al., 2003). 
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2.2 Risultati 

 

2.2.1 Pomt2f e Pomt2b, sequenze codificanti per putative MTs di tipo 2. 

Il gruppo di ricerca del prof. Cavallini del Dip. di Biologia delle Piante Agrarie 

dell’Università di Pisa ha isolato, attraverso l’utilizzo di primers degenerati costruiti 

su sequenze codificanti per MTs in altre specie vegetali, tre sequenze codificanti per 

putative MTs in Posidonia oceanica (Giordani et al., 2000). 

 Due di queste sequenze, Pomt2f e Pomt2b hanno mostrata un’alta similarità con 

geni codificanti MTs di tipo 2 mentre la terza sequenza, Pomt2c, sembra essere un 

prodotto della retrotrascrizione dell’RNA messaggero di Pomt2b. 

Abbiamo analizzato il pattern d’espressione dei due geni attraverso ibridazione in 

situ RNA-RNA in apici vegetativi, in foglie, in radici ed in rizomi di Posidonia 

oceanica. Il risultato di questo studio è allegato come  pubblicazione.  
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2.2.2 Pomt2b è coinvolta nella risposta da stress da Cadmio 

Limitatamente a  Pomt2b abbiamo investigato il suo coinvolgimento nella risposta 

a stress da Cadmio in piante allevate in acquario e valutato la variazione nel pattern 

di espressione del gene. Dopo acclimatamento delle piante in acquario per 7 giorni i 

campioni sono stati esposti per 3 giorni a 10µM CdCl2. Le analisi Northern condotte 

dall’Università di Pisa hanno mostrato un aumento del messaggero di Pomt2b (Fig. 

1). 

 

                     Fig. 1. Analisi northern in acquario di controllo ed in presenza di metalli pesanti . 

 

Anche negli esperimenti di ibridazione in situ, nei limiti della tecnica, si è 

riscontrato un aumento generalizzato del segnale che si estende fino alla parte apicale 

del SAM pur rispettando sostanzialmente il pattern riscontrato nei campioni non 

trattati (Fig. 2). In particolare si ha un aumento spaziale e quantitativo dei domini di 

espressione di Pomt2b nei campioni sottoposti a stress da Cd vs i campioni di 

controllo (Fig. 2 A, C, D vs B). Più in dettaglio la localizzazione in situ del trascritto 

di Pomt2b in sezioni longitudinali di apice meristematico esposto al cadmio (Fig. 2A) 

mostra come il dominio di espressione di Pomt2b aumenta rispetto agli apici non 

esposti (Fig. 2B). Per quanto riguarda la foglia il segnale è presente in tutte le 
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componenti del mesofillo di foglie trattate con Cd (Fig. 2 C) mentre nella parte 

apicale il segnale tende a intensificarsi soprattutto nei tessuti vascolari (Fig. 2 D). Gli 

esperimenti di controllo effettuati con sonda senso marcata con digossigenina 

risultano privi di segnale (Fig. 2 E,F). 

Questi risultati confermano quindi il ruolo primario del Cadmio nell’attivare la sintesi 

di peptidi di detossificazione da metalli pesanti (Sanità Di Toppi et al., 1999; 

Clemens et al., 1999; Hall et al., 2002) e, conseguentemente, nell’aumento 

dell’espressione di geni per essi codificanti. Da sottolineare che l’aumento del 

trascritto di Pomt2b riscontrato a livello del domo apicale, dominio istologico ad 

intensa attività di divisione cellulare, è con tutta probabilità correlabile ad un’attività 

di difesa e/o omeostasi dei metalli pesanti anche propriamente legate alla regolazione 

del ciclo cellulare (Palmiter, 1998; Haq et al., 2003). 

In ultimo la presenza marcata del segnale nei fasci vascolari lascia ipotizzare una 

funzione del tessuto vascolare nella traslocazione del messaggero e/o della proteina 

nei diversi distretti della pianta (Ruiz-Medrano et al., 2001); d’altra parte la costante 

presenza di Pomt2b a livello dei fasci vascolari (ben circoscritta nella parte apicale 

della foglia) indica ancora una volta una correlazione tra cellule lignificate ed 

espressione di geni per le metallotionenine, come riportato in letteratura (Guo et al., 

2003; Nakazono et al., 2003; Mir et al. 2004) e/o in tessuti soggetti a stress ossidativi  

come quelli provocati dai metalli pesanti (Ros-Barcelo, 1998; Razem and Bernards, 

2003). 

 

 

 
 

 

 

 30



 

 

 

 
Figura 2. Pattern di espressione di Pomt2b in P. oceanica esposta a CdCl2 10µM . 

Localizzazione in situ del trascritto di Pomt2b in sezioni longitudinali di apice meristematico 

esposto(A) e non esposto al cadmio(B). nella sezione esposta(A) il dominio di espressione di 

Pomt2b aumenta rispetto agli apici non esposti(B). (C) Il segnale è presente in tutte le componenti 

del mesofillo di foglie trattate;  (D) nella parte apicale di foglie esposte il segnale si localizza nei 

tessuti vascolari. Gli esperimenti di controllo effettuati con sonda senso marcata con digossigenina 

risultano privi di marcatura(E,F).  vt, fasci vascolari. Dimensioni delle barre: (A,F) 100 µm; (B) 80 

µm; (C, E),70 µm; (D) 40 µm. 
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3. SISTEMI VEGETALI E BILANCIO IDRICO 

 

 

E’ del tutto ovvio come l’acqua sia indispensabile per ogni organismo vivente. 

Essa, oltre ad essere indispensabile per reazioni metaboliche, e quindi per i molteplici 

aspetti della fisiologia di un vegetale, è la molecola più abbondante nei tessuti 

viventi.  

Durante il loro ciclo vitale le piante costantemente assorbono e perdono acqua. 

L’assorbimento, almeno per le piante viventi sulle terre emerse, avviene 

essenzialmente attraverso le radici mentre la perdita si compie in larga parte per 

mezzo delle aperture stomatiche delle foglie tramite eventi di traspirazione.  

In Posidonia oceanica, in quanto pianta marina, si assiste ad una diversa 

regolazione del bilancio idrico che avviene per mezzo delle foglie mentre le radici 

hanno funzioni quasi esclusivamente di adesione al substrato (Tomlison, 1980). Il 

trasporto a lunga distanza dell’acqua avviene per mezzo dei tessuti vascolari dove la 

resistenza di barriere quali le membrane è, di solito, assente. Al contrario, il trasporto 

a breve distanza e quello cellula/cellula coinvolge i sistemi membranosi. Infatti il 

trasporto trans-membrana avviene per diffusione attraverso il bilayer lipidico ed 

attraverso canali proteici per l’acqua: le acquaporine (Johansson et al., 2000).  

Molti eventi fisiologici delle piante, quali ad esempio il differenziamento e 

l’accrescimento cellulare oppure i movimenti stomatici, hanno bisogno di 

relativamente abbondanti e/o rapidi flussi di acqua che spesso la sola diffusione 

attraverso la membrana non è in grado di assicurare. Un pronto e veloce flusso trans-

membrana è invece possibile grazie all’azione delle acquaporine (AQPs) 

(Shapiguzov, 2004). 

Tuttavia anche la deidratazione è un normale evento del ciclo biologico di molte 

piante essendo fondamentale durante i processi di maturazione del seme. Questa 
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perdita di acqua avviene attraverso l’espressione programmata di specifici geni e 

l’azione del fitormone acido abscissico (ABA) svolge un ruolo molto importante nel 

regolare questo processo. Geni importantissimi nelle fasi di sviluppo embrionale e di 

risposta a stress idrici codificano per una precisa classe di proteine dette deidrine. 

 

 

 

 

3.1 Le Acquaporine: struttura e sistematica 

Le acquaporine giocano un ruolo cruciale nel regolare quantità e flusso di acqua 

attraverso le membrane. La loro importanza risulta ancora più evidente per le piante 

in generale (in quanto organismi sessili) e per le piante marine in particolare vista 

l’ambiente salino in cui vivono che pone problemi di regolazione di osmolarità.  

Le acquaporine appartengono alla superfamiglia delle Proteine Intrinseche di 

Membrana (MIPs) (Luu and Maurel, 2005). Sono rappresentate da piccole proteine 

integrali di membrana che facilitano il trasporto di piccole molecole come l’acqua ed 

il glicerolo ma anche di alcuni gas come CO2 (Uehelein et al. 2003). 

 La prima acquaporina fu isolata da eritrociti di mammifero e chiamata CHIP28 

(channel-like integral protein of 28 kD) (Denker et al., 1988) senza che però vi fosse 

ancore piena consapevolezza di struttura e funzioni di queste proteine. Ulteriori studi 

dimostrarono l’esistenza di numerose proteine omologhe in diversi organismi 

(Johnson et al., 1991), vegetali compresi, oltre a provare definitivamente la loro 

attività nei meccanismi di trasporto. 

Venne così adottato il termine “acquaporine” per queste proteine ed il polipeptide 

CHIP28 fu rinominato Aqp1, diventando ad oggi l’acquaporina più studiata (Sui et 

al., 2000) per via di molte caratteristiche in comune con le altre acquaporine . 

Tipicamente presentano una struttura molto conservata di sei domini trans-membrana 

uniti tra loro da tre loops extra-citosolici e da due citosolici. Le zone ammino- e 

carbossi-terminali si rinvengono entrambe a contatto con il citosol (Shapiguzov  et 
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al., 2004). Il secondo ed il quinto loop contengono due piccoli domini contenenti 

ognuno un box aminoacidico altamente conservato, a parte poche eccezioni 

(Chaumont et al., 2001), dalla tipica struttura Asn-Pro-Ala e detto NPA box. I due 

boxes ed i loops di appartenenza penetrano la membrana dai due lati contribuendo in 

larga parte a creare il canale per l’acqua (Fig. 1).  

 

Fig. 1. Diagramma della struttura terziaria di acquaporina. I sei domini transmembrana sono numerati. I due corti 
domini contenenti i boxes NPA contribuiscono a creare il “canale” indicato dalla freccia. (da “Shapiguzov et al., 2004”) 

 
La struttura appena descritta è da ritenersi un monomero facente parte di un 

tetramero che costituisce l’acquaporina nella sua interezza e dove ogni monomero 

costituisce un canale indipendente per l’acqua (Luu & Maurel, 2005). Questo 

riarrangiamento sembra conferire maggiore funzionalità e stabilità alla proteina. 

I domini proteici del canale generalmente concorrono a costruire una forma molto 

tipica fatta da due zone ad “imbuto”, una esterna ed una citoplasmatica, connesse tra 

loro da un lungo e stretto poro. Le superfici delle aperture sono costituite da 

amminoacidi polari e quella esterna presenta una zona di connessione con il poro 

molto stretta con funzioni di filtro sterico (Shapiguzov et al., 2004) mentre la stessa 

zona, oltre ad essere meno idrofilica (Jensen et al., 2001), risulta più larga nelle 

acquaporine specifiche per il glicerolo (Thomas et al., 2002). 

Le acquaporine attualmente possono essere considerate ubiquitarie negli 

organismi viventi. In Arabidopsis sono stati identificati circa 35 geni codificanti per 

AQPs (Kaldhenoff and Fischer, 2006a). 

Dal punto di vista della classificazione vi sono opinioni divergenti a causa dei diversi 

approcci utilizzati nel classificare le acquaporine. 
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Tuttavia tali criteri non possono prescindere dalla struttura e dai siti di espressione 

(Heyman et al., 1999; Zardoya et al., 2001). 

Ciò premesso, molti studiosi concordano nell’identificare quattro tipologie di 

acquaporine nelle piante (Baiges et al., 2002; Luu and Maurel, 2005). 

 Le TIPs (proteine intrinseche del tonoplasto), agendo a livello del vacuolo, 

svolgono un ruolo fondamentale nel mantenere livelli adeguati di turgore cellulare e, 

di conseguenza, di potenziale idrico della cellula (Johansson et al., 2000). Ciò è 

suffragato dal fatto che la membrana tonoplastica risulta molto più permeabile della 

membrana plasmatica, suggerendo una diversa presenza in tipologia e numero di 

canali per l’acqua quali le aquaporine. 

Le PIPs (proteine intrinseche della membrana plasmatica) agiscono 

principalmente a livello della membrana plasmatica anche se sono state riscontrate 

anche in altri siti. Rappresentano la tipologia con il più alto numero di componenti 

(Kaldhenoff and Fischer, 2006b) e sono caratterizzate da un alta variabilità dei 

domini terminali (Shapiguzov et al., 2004). 

Infatti, in base alla lunghezze delle zone N- e C- terminali ed alla loro 

permeabilità all’acqua, vengono suddivise in due ulteriori clusters: PIP1 e PIP2. 

Il gruppo PIP1 presenta un’estremità N-terminale più lunga (Martre et al., 2002) e, 

generalmente, un tasso di permeabilità più basso  rispetto alle acquaporine PIP2 

(Weig et al. 1997, Johansson et al. 1998). 

Al contrario, le proteine del cluster PIP2 presentano un estremità C-terminale più 

lunga ed otto residui amminoacidici addizionali nel primo loop extracitosolico 

(Kaldhenoff and Fischer, 2006b). 

Le NIPs (proteine intrinseche Noduline-26-like) sono presenti quasi esclusivamente 

nelle membrane dei noduli radicali di piante azoto-fissatrici. Infatti è ampiamente 

documentato come siano coinvolte nel trasferimento dei metaboliti tra la cellula 

vegetale ed il batterio simbionte in soia (Rivers et al., 1997). Tale funzione di transfer 

è supportata dal fatto che le NIPs presentino una diversa selettività rispetto alle altre 

tipologie essendo permeabili anche al glicerolo (Wallace et al., 2002). 
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Le SIPs (piccole proteine intrinseche basiche) sono state isolate in Arabidopsis ma la 

loro funzione e localizzazione non è ancora ben definita (Johanson and Gustavsson, 

2002; Shapiguzov et al., 2004). Sono proteine molto basiche e presentano le regioni 

citosoliche N-terminali molto più corte rispetto alle altre MIPs (Kaldhenoff and 

Fischer, 2006b). 

Ovviamente le acquaporine più abbondanti ed importanti appartengono alle PIPS ed 

alle TIPs. 

 

 

3.2 Risultati 

Pattern di espressione di PoPIP1;1 e PoTIP1;1: due putative acquaporine in 

Posidonia oceanica 

Nell’intento di chiarire i meccanismi molecolari coinvolti nella regolazione del 

bilancio idrico in P. oceanica, abbiamo localizzato, in diversi organi della pianta, la 

presenza di due messaggeri codificanti per due diverse acquaporine, rispettivamente 

PoPIP1;1 e PoTIP1;1 appartenenti rispettivamente alle PIPs ed alle TIPs. I probes 

usati sono stati forniti dal gruppo di ricerca del prof. Cavallini di Pisa che ha isolato i 

due geni (Maestrini et al., 2004). Le sequenza di PoPIP1;1 e PoTIP1;1 risultano 

lunghe rispettivamente 1548 bp e 1212 bp e analisi Southern hanno dimostrato che 

entrambi i geni  sono a singola copia. 

Analisi northern avevano dimostrato cambiamenti nella quantità del messaggero 

in piante di P. oceanica  sottoposte a stress salino (Fig. 2, da Maestrini et al., 2004), 

come evidenziato anche da altri dati in letteratura (Maurel et al., 2002). 
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Fig. 2. Analisi northern del trascritto nella parte basale della foglia di P.oceanica a diversi tempi e condizioni di 

salinità (da “Maestrini et al., 2004). 

 

 Anche per la localizzazione in situ  alcuni individui sono stati sottoposti in 

acquario a stress salino con un acqua di mare avente una salinità pari a 45‰ al fine di  

evidenziare eventuali cambiamenti nella localizzazione del trascritto. 

Gli esperimenti condotti senza alterazioni saline mostrano che PoPIP1;1 è 

generalmente più espressa nell’apice rispetto PoTIP1;1 (Fig. 3 A, B, C, D). Tuttavia 

la presenza di messaggero di entrambe le AQPs nei tessuti in divisione lascia 

ipotizzare un ruolo nel mantenimento del giusto equilibrio idrico in tessuti così 

cruciali per la pianta con un ruolo maggiore per PoPIP1;1 dovuto forse alla natura 

relativamente indifferenziata delle cellule meristematiche e, di conseguenza, a 

tonoplasti ancora poco sviluppati. Inotre il segnale di ibridazione è anche 

riscontrabile nei tessuti in differenziazione e distensione sempre a livello degli apici 

meristematici, lasciando così ipotizzare un ruolo delle acquaporine anche in quei 

periodi fisiologicamente determinanti che seguono la divisione cellulare (Maurel et 

al., 2002). La netta marcatura nelle foglie (Fig. 4 A, B, C, D, E, F) è in accordo con 

quanto presente in letteratura che vede nella foglia l’organo di elezione nel 

mantenimento del giusto status idrico nella pianta. La reattività in particolare degli 

strati epidermici  conferma ulteriormente le molteplici funzioni di questo tessuto nelle 

piante marine quale principale interfaccia tra pianta-ambiente esterno. Infatti nelle 

fanerogame marine le radici hanno una funzione essenzialmente di ancoraggio 
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mentre la foglia assume ruoli supplementari rispetto alle piante terrestri (Tomlinson, 

1980). 

Tuttavia nelle radici riscontriamo marcatura per entrambe le acquaporine con 

patterns praticamente sovrapponibili che vedono il segnale presente a livello 

meristematico (Fig. 5 A, B), dei fasci vascolari (Fig 5 C, D) ed in alcune cellule della 

caliptra (Fig 5 E, F). Ovviamente, alla luce di quanto presente in letteratura, la 

presenza di messaggero negli organi radicali non è da collegare ad una funzione di 

rifornimento idrico per la pianta ma al fatto che le due acquaporine abbiano 

sicuramente un’importante funzione nel trasporto dell’acqua (Maestrini et al., 2004) e 

nel mantenimento del giusto bilancio idrico in tutti i distretti della pianta, radici 

incluse. Si spiega così anche la reattività, in particolare dei fasci vascolari, dei rizomi 

(Fig. 6 A, B, C, D) confermando un’espressione costitutiva dei messaggeri. 

Lo stress salino dovuto ad acclimatamento per due giorni ad una salinità del 45‰ 

induce un aumento significativo del messaggero soprattutto nelle foglie (Fig. A, B, C, 

D) ed interessa tutte le tipologie cellulari ed in particolare, ancora una volta, le cellule 

epidermiche ed i fasci vascolari ossia strutture fondamentali per una pianta marina 

nella risposta precoce a variazioni di salinità al fine di ristabilire un corretto equilibrio 

idrico in condizioni stressanti ed osmoticamente alterate. 

Inoltre la marcatura molto debole , sempre sotto stress salino, nei tessuti in divisione 

per entrambe le acquaporine lascia presupporre una minore esposizione di queste 

zone allo stress salino rispetto a tessuti in differenziazione e distensione visto anche 

che il segnale per PoPIP1;1 risulta confinato nelle regioni laterali del meristema (Fig. 

7 A) mentre PoTIP1;1 risulta generalmente poco espresso (Fig. 7 B) considerata, 

come già detto, l’immaturità del sistema vacuolare a questi stadi di sviluppo cellulare.  

A conferma del ruolo predominante della foglia nel mantenimento dell’omeostasi 

idrica è anche il segnale del tutto basale sia per PoPIP1;1 che per PoTIP1;1 nei 

rizomi in condizioni di stress salino (Fig. 7 C, D). 

Possiamo quindi dedurre che nei momenti di alterazione salina positiva il livello di 

espressione delle due acquaporine si abbassi in maniera “polare” negli organi non 
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direttamente coinvolti nella risposta a questa tipologia di stress per localizzarsi nella 

foglia che rappresenta il sito di elezione in P. oceanica  per i fenomeni di scambio e 

diffusione. La presenza costante del trascritto nei fasci vascolari in ogni tipologia di 

condizione ci lascia concludere che i tessuti di conduzione svolgano 

un’importantissima funzione di trasporto del messaggero e di comunicazione (Ruiz-

Medrano et al., 2001) circa l’equilibrio idrico nei vari distretti morfo-funzionali di 

Posidonia. 
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Fig. 3. Ibridazioni in situ su apici di P.oceanica con sonde specifiche per le acquaporine 
PoPIP1;1 (A, C) e PoTIP1;1 (B,D). Dimensioni barra: 50 µm; 
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Fig. 4. Ibridazioni in situ su foglie di P.oceanica con sonde specifiche per le acquaporine PoPIP1;1 (A, C, E) e 
PoTIP1;1 (B,D,F). Dimensioni barra: 50 µm; 
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Fig. 5. Ibridazioni in situ su radici di P.oceanica con sonde specifiche per le acquaporine PoPIP1;1 (A, C, E) e 
PoTIP1;1 (B,D,F). Dimensioni barra: 50 µm; 
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Fig. 6. Ibridazioni in situ su rizomi di P.oceanica con sonde specifiche per le acquaporine PoPIP1;1 (A, C) e PoTIP1;1 
(B,D). Dimensioni barra: 50 µm; 
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Fig. 7. Ibridazioni in situ su apici e rizomi di P.oceanica acclimatata per 2gg in acqua con salinità al 45‰ con sonde 
specifiche per le acquaporine PoPIP1;1 (A, C) e PoTIP1;1 (B,D). Dimensioni barra: 50 µm; 
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Fig. 8. Ibridazioni in situ foglie di P.oceanica acclimatata per 2gg in acqua con salinità al 45‰ con sonde specifiche per 
le acquaporine PoPIP1;1 (A, C) e PoTIP1;1 (B,D). Gli esperimenti di controllo con sonde-senso mostrano assenza di 

marcatura per entrambe le sonde (E, F). Dimensioni barra: 50 µm; 
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3.3 Deidrine: struttura e funzione 

E’ ormai da tempo noto che l’intensità dello sviluppo e della crescita delle piante è 

strettamente dipendente dalla loro disponibilità idrica. Risulta del tutto ovvio 

l’interesse verso le reazioni dei sistemi vegetali verso rilevanti variazioni del proprio 

equilibrio idrico sia in termini di espressione genica che, di conseguenza, di risposta 

proteica.  

Studi in tal senso avevano riscontrato una popolazione di proteine durante gli stadi 

finali dell’embriogenesi. Queste proteine, chiamate LEA (late embyiogenesis 

abundant), venivano isolate nei tessuti embrionali che nel contempo mostravano un 

certo contenuto di ABA endogeno che di norma aumenta durante la maturazione dei 

semi. 

Proprio la sintesi intensiva e l’accumulo di proteine LEA nei semi negli stadi di 

deidratazione suggerì il coinvolgimento di queste proteine nelle risposte tese al 

mantenimento delle strutture embrionali in condizioni di deficit idrico (Dure et al., 

1989). In effetti la sintesi di proteine LEA non risulta solo confinata agli stadi 

embrionali ma segue ad ogni stimolo ambientale che può causare disidratazione come 

siccità, basse temperature e salinità (Zhu et al. 2000). 

 Un sottogruppo di proteine LEA è risultato particolarmente attivo e facilmente 

indotto dalla scarsa disponibilità idrica: le deidrine, conosciute anche come 

sottogruppo LEA D11 con polipeptidi che variano da 82 a 575 residui amminoacidici 

(Close, 1997). Queste proteine sono ormai state identificate in molte specie di 

angiosperme e gimnosperme (Close, 1997) e sono accomunate da una o più copie di 

un dominio anfipatico ad α-elica, detto segmento K, che risulta altamente conservato 

sia nelle piante superiori che inferiori e forma una sequenza consenso di 15 residui 

nella regione C-terminale (Close, 1996). 

Molte deidrine contengono anche altri domini che, diversamente distribuiti nelle 

varie specie, danno vita ad una complessa ed articolata classificazione di queste 

proteine. 
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Tra questi domini, molto presente risulta il cosiddetto segmento S costituito da 

residui di serina, suscettibile di fosforilazione (Vilardell et al. 1990), spesso associato 

ad una sequenza consenso nella regione N-terminale detta segmento Y (Close 1997). 

 Interposti tra questi tre domini, se contemporaneamente presenti, vi sono altri 

domini, detti segmenti Φ, meno conservati dei precedenti e caratterizzati dall’essere 

particolarmente ricchi in glicina ed in amminoacidi polari quali la treonina (Allugova 

et al., 2003). 

Basandosi sulle diverse combinazioni dei principali domini, le deidrine vennero 

suddivise in cinque classi: YnSK2, Kn, SKn, KnS e Y2 Kn (Rorat, 2006). Tuttavia 

alcune deidrine non possono essere assegnate a nessune delle classi citate (Close, 

1996). 

Abbiamo precedentemente discusso sui tipici fattori ambientali che inducono 

l’espressione di geni codificanti per deidrine. Studi recenti hanno confermato come 

alcune deidrine vengano stimolate anche dalla luce (Ohno et al. 2003), implicando 

anche l’azione dei fotorecettori (Crosatti et al., 1999; Tepperman et al. 2004), e, 

specie in Helianthus annuus, dal ciclo buio/luce (Cellier et al. 2000). 

 

 

3.4 Risultati 

3.4.1 La deidrina HaDHN1 

 Una deidrina avente i tre domini YSK ed indotta da stress idrico è stata isolata e 

sequenziata in  Helianthus annuus (Ouvrard et al., 1996). L’accumulo dei trascritti di 

tale gene è stato correlato con condizioni di deficit idrico (Cellier et al., 1998). Di 

particolare interesse è il fatto che linee mutanti di girasole deficienti in ABA 

mostravano, dopo stress idrico, un accumulo di trascritti di HaDHN1 (Giordani et al., 

1999) e che la sintesi era modulata dal ciclo buio/luce durante lo stress idrico (Cellier 

et al., 2000). 

Inoltre molto interessante è il fatto che cotiledoni di girasole germinati al buio in 

condizioni ottimali di idratazione e temperatura, dopo  precisi trattamenti luminosi, 
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mostravano un’espressione del gene stress- indipendente ed evidentemente indotta da 

fotorecettori stimolati dalla luce (Tapperman et al., 2001; Tapperman et al., 2004). 

Nell’ambito di uno studio più generale teso a migliorare le conoscenze circa il 

ruolo della radiazione luminosa nella regolazione dell’espressione di questo gene in 

Helianthus annuus, abbiamo contribuito a determinare il pattern di espressione di 

HaDHN1 in cotiledoni sottoposti a diverse condizioni di irraggiamento. A tal fine 

abbiamo utilizzato ancora una volta la tecnica dell’ibridazione in situ RNA-RNA 

utilizzando una sonda specifica per la deidrina HaDHN1 sintetizzata dal gruppo di 

ricerca del prof. Cavallini dell’Università di Pisa. Il risultato di questo studio è 

allegato come pubblicazione. 
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4. SISTEMI VEGETALI E RADIAZIONE 
LUMINOSA 

 

 

Il ruolo cruciale e fondamentale della radiazione luminosa nell’attivare e nel 

regolare i processi biochimici ed ecologici della biosfera è da tempo noto. Altrettanto 

conosciuto e studiato è il nesso inscindibile tra la luce e gli organismi 

fotosintetizzanti. Ecco perchè è appena il caso di richiamare gli argomenti principali 

alla base di questi assunti scientifici. 

La relazione primaria tra luce e piante è data senza dubbio dall’esigenza trofica 

di queste ultime. Infatti, oltre a tutte le implicazioni che la luce ha nei processi di 

morfogenesi delle piante, essa fornisce loro l’energia necessaria al processo 

fotosintetico mediante il quale si ha l’organicazione della CO2. A causa 

dell’assorbimento da parte dell’atmosfera, solo il 55% della radiazione luminosa 

raggiunge la superficie terrestre nelle lunghezze d’onda PAR (radiazione 

fotosinteticamente attiva) (Hopkins, 1995) e quindi in forma biologicamente 

utilizzabile (Smith, 1994). ). Ecco perché le pressioni selettive, durante il percorso 

evolutivo delle piante, hanno reso sempre più efficienti i processi fotobiologici ed 

hanno ottimizzato l’assorbimento dell’energia luminosa nelle diverse condizioni 

quali-quantitative di irraggiamento. Le piante hanno sviluppato pigmenti 

fotosintetici capaci di assorbire energia luminosa consentendone, quindi, la 

trasformazione in energia chimica metabolicamente spendibile. Tali pigmenti 

vengono essenzialmente raggruppati nelle clorofille, nei carotenoidi e nelle 

ficobiliproteine. L’azione dei pigmenti, quindi, è alla base della fotochimica delle 

piante e si colloca all’inizio di quella complessa e straordinaria serie di reazioni 

che la fotosintesi comprende. 

Tuttavia le esigenze trofiche degli organismi vegetali (e conseguentemente di tutti i 

componenti della catena alimentare) non potrebbero venire soddisfatte senza 
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l’azione di un’enzima chiave: la Rubisco (ribulosio-1,5-difosfato 

carbossilasi/ossigenasi). E’ proprio questo enzima a rendere biochimicamente 

utilizzabile il carbonio contenuto nelle molecole di CO2  che viene organicato nel 

ciclo di Calvin-Benson attraverso reazioni foto-indipendenti nella componente 

stromatica dei cloroplasti. 

 E’ ovvio che disturbi dell’intensità e delle componenti spettrali della luce radiante 

possono assumere carattere di stress fino a causare alterazioni morfologiche e/o 

biochimiche dell’apparato e del processo fotosintetico. Gli effetti causati da una 

diminuzione dell’irraggiamento sulle piante terrestri sono da tempo studiati. Infatti 

tale condizione  provoca una serie di modificazioni e meccanismi di adattamento 

all’ombra come la formazione delle cosiddette “foglie d’ombra” che, rispetto alle 

foglie normo-esposte, si presentano generalmente con una superficie più ampia ed 

hanno cloroplasti più grandi, un più elevato contenuto in clororfilla, un più basso 

rapporto clorofilla a/clorofilla b oltre ad un più basso punto di saturazione 

luminosa e di fissazione della CO2 (Chapelle et al., 1992; Schiefthaler et al., 1999).  

 Al contrario, le conoscenze sugli effetti fisiologici di tali modificazioni in piante 

marine quali le seagrasses sono solo da poco tempo oggetto di approfondimento . 

 

 

4.1 Luce e Posidonia oceanica 

Come già affermato in precedenza, non è ancora possibile definire con assoluta 

certezza se P. oceanica dal punto di vista fotosintetico appartenga alle piante C3 o 

C4 (Touchette et al., 2000). Questo principalmente per via della particolare 

disposizione dei cloroplasti, tipicamente negli strati cellulari epidermici, e per una 

morfologia del tutto particolare del mesofillo dovuta anche alla presenza di 

lacunae. Tuttavia i cloroplasti presentano le medesime caratteristiche di quelli 

studiati nelle piante superiori terrestri. 

Più nello specifico, anche le tipologie di pigmenti fotosintetici sono 

sovrapponibili: clorofilla a, clorofilla b e carotenoidi quali xantofille e caroteni 
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(Beer et al., 1998). In effetti, se escludiamo le differenze anatomiche ed istologiche 

sopra citate oltre ad una diversa composizione quantitativa dei pigmenti 

(Falkowsky P.G. et al., 1997), la fotochimica strettamente intesa di P. oceanica e 

delle seagrasses non presenta sostanziali differenze rispetto a quella di una tipica 

pianta superiore (Kirk, 1994; Touchette et al., 2000). Meno conosciuta è invece la 

regolazione della risposta a stress luminosi. 

Vari fattori possono infatti influenzare l’efficienza fotositentica in P. oceanica e 

nelle piante marine in generale.  

Sappiamo che le seagrasses risultano bene adattate a basse concentrazioni di  

CO2 utilizzando ulteriori apporti di carbonio inorganico, in particolare come ione 

bicarbonato, attraverso meccanismi ancora non del tutto chiari (Beer, 1996; 

Tourchette et al., 2000; Invers et al., 2001). Ciò risulta ancora più vero in 

Posidonia per via della presenza una cuticola porosa (Kuo et al., 1978) che facilita 

enormemente la diffusione gassosa e l’ingresso di nutrienti. 

Tuttavia è la luce ad essere il fattore abiotico principale nel determinare la 

sopravvivenza delle seagrasses (Dixon, 2000). La diminuzione della radiazione 

luminosa lungo la colonna d’acqua è principalmente dovuta alla quantità totale di 

particolato sospeso, al fitoplancton, alle macroalghe ed agli organismi epifiti che 

possono ricoprire la superficie foliare delle seagrasses stesse (Hauxwell et al., 

2001). 

 E’ altrettanto risaputo che condizioni di bassa intensità luminosa fanno sì che la 

scarsa disponibilità di NADPH2 e ATP, prodotti appunto nelle reazioni luce-

dipendenti, diventino fattori limitanti per il normale prosieguo dell’evento 

fotosintetico (Kirk, 1994).  

Inoltre, come precedentemente ricordato, condizioni di scarso irraggiamento 

possono causare una diminuzione della capacità fotosintetica spesso associata ad 

una riduzione della clorofilla in termini assoluti e/o a variazioni del rapporto 

clorofilla a/clorofilla b (Chapelle et al., 1992). Infatti l’efficienza di utilizzo della 

luce dipende dal tasso con il quale l’energia di eccitazione ottenuta tramite l’azione 
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dei pigmenti viene utilizzata nella catena di trasferimento degli elettroni e 

nell’organicazione della CO2 da parte degli enzimi della componente stromatica 

dei cloroplasti. 

Per tali motivi le seagrasses hanno evoluto la capacità di adattare il proprio 

apparato fotosintetico al cambiamento dei parametri ambientali attraverso 

variazioni delle concentrazioni e dei relativi rapporti dei pigmenti fotosintetici 

(Major and Dunton, 2002). 

In generale la capacità di sopravvivere a condizioni negative di luminosità 

dipende dalla capacità di fotoacclimatazione della pianta e, generalmente, le 

seagrasses risultano essere bene adattate, ovviamente entro certi limiti, a tale 

tipologia di stress (Ralph and Burchette, 1995). 

In base a queste considerazioni abbiamo voluto approfondire gli effetti di 

condizioni di luce limitanti, oltre che nella fase luminosa e nei suoi componenti, 

anche nella fase luce-indipendente. In particolare abbiamo voluto verificare 

variazioni nel pattern di distribuzione della Rubisco in cloroplasti di campioni 

provenienti da un sito non disturbato dal punto di vista dell’intensità luminosa 

incidente sulla pianta (sito C) e da un sito disturbato (Sito D), ambedue localizzati 

nell’alto Tirreno cosentino e distanti tra loro solo 3.5 Km in modo da ottenere 

prelievi ad una profondità di circa 8m da piante sottoposte alle stesse condizioni 

macro-climatiche. Studi pregressi effettuati sugli stessi siti e nello stesso momento 

di campionamento hanno mostrato un decremento delle concentrazioni di clorofilla 

totale così come una diminuzione del numero di cloroplasti per unità di superficie 

nelle foglie provenienti dal sito D rispetto al sito C (Mazzuca et al., 2006). Alla 

luce di questi dati risulta evidente l’interesse nel valutare non tanto la quantità 

assoluta di Rubisco nei campioni provenienti dai due siti (in quanto influenzabile 

dal diverso numero di cloroplasti) quanto il pattern enzimatico nei cloroplasti 

stessi.  

In ultimo, sono state effettuate analisi TEM anche per indagini concernente 

l’ultrastruttura di campioni ottenuti da piante prelevate a due diverse profondità (-

 63



5m e -22m) da praterie di Ischia (NA) in modo da verificare se diverse condizioni 

quali-quantitative dello spettro luminoso dovute alla profondità potessero 

influenzare o meno l’organizzazione strutturale dei cloroplasti oltre ad 

approfondire le conoscenze circa la cuticola porosa così peculiare nella fisiologia 

di P.oceanica. 

 

 

 

4.2 Risultati 

4.2.1 Immunolocalizzazione della Rubisco in Posidonia oceanica 

I campioni sono stati prelevati nel primo periodo estivo (Giugno) e la misurazione 

della radiazione luminosa incidente sulle due praterie ha rilevato valori medi nel 

periodo del prelievo doppi nel sito C rispetto a quelli registrati nel sito D (Fig. 1). 
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Fig. 1. Misurazioni in lux nei siti di campionamento. 

 

Tale variazione di intensità è da attribuire in massima parte ad attività di pesca e 

diporto nell’area D che, inevitabilmente, creano un aumento delle sospensioni nella 

colonna d’acqua. 
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 Sono state effettuate analisi per entrambi i siti sia su foglie giovani che su 

foglie adulte in modo da evidenziare eventuali differenze tra le due fasi di 

sviluppo. Inoltre si è proceduto ad ottenere campioni inerenti la parte basale e la 

parte apicale della foglia allo scopo di rilevare un ulteriore ed eventuale gradiente 

lungo l’asse foliare, tenendo sempre presente l’accrescimento basale delle foglie di 

Posidonia oceanica. Come metodica è stata prescelta l’immunogold, descritta nello 

specifico in Materiali e Metodi. Le risultanze sperimentali sono state analizzate 

attraverso metodiche di microscopia elettronica a trasmissione (TEM).  

Dai dati ottenuti possiamo evidenziare generalmente una maggiore reattività 

all’immunolocalizzazione dei campioni provenienti dal sito C rispetto a quelli 

provenienti dal sito D (Fig. 2, 3, 4, 5, 6) lasciando subito ipotizzare una relazione 

positiva tra luce e Rubisco. 

 All’interno delle diverse tipologie di campionamento, si è riscontrato una 

maggiore marcatura negli esperimenti sulle regioni apicali delle foglie (Fig. 3, 6). 

Questo potrebbe spiegarsi tenendo presente la modalità di accrescimento foliare in 

P. oceanica e quindi la parte basale della foglia, pur pigmentata, potrebbe 

presentare un minor grado di sviluppo e differenziamento dell’apparato 

fotosintetico. Infatti i campioni più reattivi in assoluto, nei limiti della tecnica, 

sembrano essere quelli ottenuti dalla parte apicale di foglia giovane del sito C (Fig. 

3 A,C), ben pigmentata e priva di epifiti. 

 Questo gradiente crescente tra le due regioni della foglia sembra attenuarsi se si 

considerano le foglie adulte (fig. 5, 6) rilevando una localizzazione della Rubisco 

meno contrastata tra sito C e sito D negli individui adulti con un pattern che appare 

addirittura sovrapponibile nelle regioni apicali della foglia (Fig 6) forse a causa 

degli epifiti che si presentano con più frequenza sulle foglie adulte ed, in 

particolare, sulla zona medio-distale di queste con maggior effetto schermante del 

quale anche le foglie del sito C potrebbero aver risentito. 

Tuttavia, dai risultati ottenuti e da quanto presente in letteratura, si evince una 

risposta molto articolata del riarrangiamento dell’apparato fotosintetico di 
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seagrasses sottoposte a basse condizioni di luminosità come quelle fotoacclimatate 

nel sito D. In più è da premettere che la capacità fotosintetica in P.oceanica è da 

ritenersi conseguenza di una risposta multifattoriale che vede nella radiazione 

luminosa la componente principale ma che può essere influenzata anche da altri 

fattori quali la temperatura, la presenza e la composizione dei nutrienti che possono 

agire sinergicamente con la luce (Pedersen, 1993) rendendo spesso il dato della 

risposta locale e non generalizzabile (Alcoverro et al., 2001).  

In effetti nelle seagrasses anche le modificazioni del contenuto in clorofilla  

non seguono un meccanismo univoco e, in particolare a basse intensità luminose, 

le risposte divergono per alcuni aspetti da quando accade nelle piante terrestri. 

Infatti, a condizioni di stress luminoso negativo, molte seagrasses aumentano il 

contenuto in clorofilla proprio per massimizzare l’assorbimento della luce 

disponibile (Major and Dunton, 2002) così come del resto avviene nelle foglie 

d’ombra delle piante terrestri (Schiefthaler et al., 1999). Tuttavia alcune specie di 

seagrasses possono anche non variare, nelle citate condizioni, il contenuto in 

clorofilla (Neely, 2000). Al contrario, altre specie, tra cui Zostera capricorni e 

Cymodocea serrulata, riducono il contenuto in clorofilla quando viene dimezzata 

loro la normale disponibilità luminosa ambientale (Dawson and Dennison; 1996). 

In effetti le piante di P. oceanica acclimatate nel sito D e campionate nei nostri 

esperimenti sembrano seguire questa via (Mazzuca et al., 2006). 

Per P. oceanica si è comunque visto che il processo fotosintetico diventa via via 

meno efficiente a profondità maggiori e cioè all’aumentare dell’ostacolo alla 

radiazione luminosa rappresentato dalla colonna d’acqua sempre maggiore (Pirc, 

1986). 

La presenza più evidente di Rubisco nei campioni del sito C vs D può integrarsi 

in quanto appena detto e cioè in una risposta molto articolata e specifica a 

condizioni deficitarie di radiazione luminosa lasciando ipotizzare meccanismi di 

regolazione a tali stress non inquadrabili nelle classiche risposte delle piante 

superiori terrestri.  

 66



I nostri dati di immunolocalizzazione della Rubisco, assieme ai dati pregressi, 

suggeriscono che nei siti di studio buone condizioni di illuminazione regolano 

positivamente tra loro le varie componenti dell’apparato fotosintetico. 

Viceversa in ambienti con insufficiente intensità luminosa sembra esservi un 

abbassamento della capacità di fotosintesi della pianta che vede nella scarsa 

disponibilità di energia luminosa un fattore limitante (Pirc, 1986; Kirk, 1994; 

Alcoverro et al., 2001) che da un lato riduce il quantitativo totale di clorofilla 

(Dawson and Dennison, 1996) ed il numero di cloroplasti (Mazzuca et al., 2006) e 

dall’altro abbassa il valore massimo di saturazione da luce (Pmax) (Alcoverro et al., 

2001). 

Tali condizioni fanno sì che diminuisca il quantitativo di Carbonio organicato ed i 

meccanismi di fotoacclimatamento di Posidonia potrebbero quindi conseguentemente 

diminuire i contenuti di Rubisco per cloroplasto come da noi osservato. 

Inoltre, come già affermato, non sono da escludere interazioni di altri fattori che, 

in concomitanza con la diversa condizione luminosa dei due siti, abbiano determinato 

i patterns descritti. 

Tuttavia la scelta dei due siti e le metodiche di campionamento effettuate hanno 

cercato di ridurre al minimo le variabili prevedibili. 

In ultimo, valori e risultati così tipici e particolari potrebbero anche suggerire il 

verificarsi non di meccanismi derivanti da una risposta da stress di tipo “causa-

effetto” ma derivanti da un acclimatamento long time della prateria del sito D a 

condizioni di bassa intensità luminosa, ipotesi, questa, che solo misure continue e di 

lungo periodo della radiazione luminosa potrebbero avvalorare. 

 

 

4.2.2 Features di ultrastruttura in P. oceanica 

Un primo, e ancora del tutto preliminare, studio ultrastrutturale ha riguardato lo 

studio di cloroplasti di P. oceanica di piante campionate a due diversi livelli di 

profondità, rispettivamente -5m e -22m, da una prateria di Ischia (NA). I prelievi 

 67



sono stati processati per osservazioni TEM. Complessivamente dalle nostre analisi 

non sono emerse differenze nette e marcate tra i tessuti esaminati (Fig. 7 A, B). 

Tuttavia, ad un primo esame, è possibile rilevare una maggiore presenza e 

strutturazione in grana dei tilacoidi nei campioni prelevati a -5m rispetto a quelli 

prelevati a maggiore profondità (Fig. 7 C,D). 

Abbiamo abbondantemente discusso sul fatto che la luce sia il principale fattore 

limitante per P. oceanica (Kirk, 1994), di come spesso nelle seagrasses il contenuto 

totale in clorofilla diminuisca colinearmente al diminuire della radiazione luminosa 

(Dawson and Dennison, 1996), come del resto avviene a maggiore profondità, e di 

come anche in Posidonia condizioni di luce limitanti possono provocare un 

abbassamento dei valori di questi pigmenti (Mazzuca et al., 2006).  

Queste premesse ci consentono di ipotizzare e rafforzare la relazione di 

regolazione positiva tra condizioni di intensità luminosa ottimale e capacità 

fotosintetica.  

Possiamo quindi supporre che in acque poco profonde la luce stimolerebbe un 

maggior sviluppo dell’apparato fotosintetico e, conseguentemente, delle strutture 

tilacoidali in modo da massimizzare l’efficienza di assorbimento della maggiore 

disponibilità di energia luminosa. 

Studi ripetuti su ulteriori e più numerosi campioni potranno confermare quanto 

osservato in queste prime analisi. 

Ci siamo occupati, inoltre, di investigare con le tecniche disponibili di analisi TEM la 

regione cuticolare della foglia, così cruciale nel suo ruolo di interfaccia con 

l’ambiente esterno e nelle diverse tipologie di scambi con esso (Kuo et al., 1978) 

compresi gli scambi gassosi fondamentali nell’evento fotosintetico. 

 In effetti in letteratura non vi sono molti studi ultrastrutturali inerenti P. oceanica e, 

ad ogni modo, i principali lavori, essendo in genere poco recenti, risultano non 

completamente esaustivi nell’indagine strutturale risentendo dei limiti tecnici e 

strumentali del periodo. 
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Abbiamo eseguito acquisizioni TEM sia per individui dei siti calabresi C e D (Fig. 

8 A, B, C, D)) sia per i campioni di Ischia provenienti da diverse profondità (Fig. 8 E, 

F).  

Da una visione generale della cellula epidermica (Fig. 8 A) si può apprezzare, 

oltre allo strato cuticolare, una spessa parete che sembra organizzarsi in due strati 

caratteristici dove quello più esterno, in contatto con la cuticola nella sua parte 

terminale, appare più spesso è strutturato mentre la parte interna della parete presenta 

un’organizzazione fibrillare più lassa in accordo con quanto descritto per altre specie 

del genere Posidonia (Kuo et al., 1978). Da notare nella stessa cellula numerosi corpi 

vescicolari oltre ai cloroplasti caratteristici dello strato epidermico.  

Ad un maggior ingrandimento della parete esterna della cellula epidermica (Fig 8 

A, parte indicata con *) si può meglio apprezzare la cuticola (Fig. 8 B) nella sua 

interezza. 

L’ultrastruttura cuticolare non mostra differenze apprezzabili e sostanziali tra le 

varie tipologie di campioni analizzati. La cuticola appare di uno spessore medio di 

circa 0.7 µm e la struttura si presenta generalmente fibrillare e porosa (Fig. 8). E’ 

ricoperta da un sottile strato, probabilmente dovuto agli epifiti (Kuo et al., 1978).  

Infatti la cuticola sembra essere il punto di comunicazione, oltre che con 

l’ambiente esterno, anche con batteri e alghe residenti in situ e tale comunicazione 

avverrebbe in senso bidirezionale (Harlin, 1975) (Fig. 8 C). 

Infatti, oltre alla già citata struttura porosa diffusa immediatamente al di sopra 

della parte esterna della parete delle cellule epidermiche, sono chiaramente 

distinguibili dei pori che mettono in comunicazione questa zona con l’ambiente 

esterno (Fig. 8 E, F) e che spesso sembrano ricorrere ad intervalli regolari (Fig 8 B). 

A supporto di questa evidenza vi è il fatto che “canali” di comunicazione con 

l’esterno nella cuticola furono già individuati in Thalassia testudinum e questi 

presentavano un diametro di circa 100 nm (Gessner, 1971).  

I pori con tale funzione da noi individuati in P. oceanica presentano un diametro 

praticamente sovrapponibile di circa 80-110 nm (Fig 8 D). Vista la presenza ad 
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intervalli dei pori comunicanti con l’esterno, la struttura sottostante appare altamente 

interconnessa in modo da uniformare lungo la superficie di scambio disponibile la 

concentrazione di gas e piccoli soluti in uscita o in entrata. Ulteriori studi che 

associassero tecniche di microscopia elettronica e metodiche più prettamente 

fisiologiche potrebbero dare nuove e fondamentali informazioni circa il ruolo così 

particolare della cuticola nelle seagrasses in generale ed in P. oceanica in 

particolare. 
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           Fig 2. Immunogold su sezioni di foglie giovani , parte basale, campionate nel sito C (A, C) e nel sito D (B, D).      

Dimensioni barra  A 150 nm, B 150 nm, C 50 nm, D 50 nm. 
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                   C                                D 

BA 

C  D 
 

 
FIG. 3. . Immunogold su sezioni di foglie giovani , parte apicale, campionate nel sito C (A, C) e nel sito D (B, D). 

Dimensioni barra: A 0.4 µm, B 0.25 µm, C 0.15 µm, D 0.15 µm 
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         FIG. 4.  Immunogold su sezioni di foglie giovani , parte apicale, campionate nel sito C (A, C) e nel sito D (B, D).   

Dimensioni barra: A 50 nm, D 90 nm, C 90 nm, B 50 nm. 
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Fig 5. Immunogold su sezioni di foglie adulte , parte basale, campionate nel sito C (A, C,E) e nel sito D (B, D,F). 

Dimensioni barra: A 90 nm, B 90 nm, C 250 nm , D 150 nm, E 90 nm, F 90 nm. 
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                     C                       D 

 
 Fig 6. Immunogold su sezioni di foglie adulte , parte apicale, campionate nel sito C (A, C, E) e nel sito D (B, D, F). 
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                           -5m                                 -22m 

Fig. 7. Ultrastruttura di cloroplasti provenienti da individui di profondità diverse:  -5m (A, C) e -22m (B, D) 
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Dimensioni barra: A 0.6 µm, B 0.6 µm, C 0.4 µm, D 0.4 µm. 
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ig. 8. Ultrastruttura di cellula epidermica (A) e cuticola in campioni provenienti dal sito C (A,B, C), dal sito D (D), da 

 

F

Ischia -5m ( F) e -22 (E). La zona in A indicata con * è ingrandita in B. Dimensioni barra: A 1.7 µm, B 150nm, 

C 250 nm, D 90 nm, E 90 nm, F 50 nm. 
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5. MATERIALI E METODI 
 

.1 In situ hybridization (ISH) 

 su materiale proveniente sia da P. oceanica che 

da 

nclusione in paraffina incomincia con un passaggio o.n. di una soluzione fatta 

da 

 

con

i di 8 µm 

mo

te ad 

un 

oceduto ad ibridazione con probes 

sen

azione 

contenete 80ng/100µl di sonda marcata in 50% formamide, 0.3 M NaCl, 10mM Tris-

 

 
5

Per le procedure di ISH adottate

H. annus, i campioni sono stati fissati in paraformaldeide al 4% tramite brevi cicli 

di vuoto seguiti da un trattamento o.n. a 4 °C sempre nella soluzione fissativa. La 

fissazione è seguita, sempre a 4 °C, da una disidratazione in etanolo a concentrazioni 

crescenti per poi procedere a trattamenti etanolo/xilolo fino ad arrivare allo xilolo 

puro. 

L’i

xilolo puro ed ¼ del volume di paraffina solida. In seguito si sostituisce tale 

soluzione con xilolo/paraffina liquida nel rapporto 1/1 in stufa a 58 °C per 6-7 ore per 

poi procedere con un cambio di sola paraffina liquida o.n. ed alla stessa temperatura. 

Nei giorni successivi si effettuano ulteriori cambi di paraffina liquida per poi

cludere con la polimerizzazione dei campioni a termperatura ambiente. 

Dagli inclusi si ottengono al microtomo Leica RM 2155 delle sezion

ntate su vetrini polilisinati. I vetrini così ottenuti con le sezioni per le diverse 

tipologie di campioni sono stati processati per esperimenti di ibridazione in situ. 

Le sezioni sono state sparaffinate in xilolo e reidratate per poi essere sottopos

passaggio di 30’ con proteinasi K (1 µg/ml) e fissate nuovamente con 

paraformaldeide al 4% per 10’ per poi subire un trattamento con anidride acetica allo 

0.25% in trietanolamina 0.1 M per ulteriori 10’.  

Dopo una successiva disidratazione, si è pr

so ed antisenso per le  singole sonde utilizzate marcate con digossigenina.  

L’ibridazione è stata condotta a 53 °C per 24 ore con una mix di ibrid
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HC

 a 55 °C ed un lavaggio di 2’ con 2X SSC a 37 °C. 

 la detection del segnale di ibridazione attraverso l’utilizzo dei coloranti 

BC

.2 Analisi TEM  ed Immunogold 

campioni di Posidonia oceanica processati per analisi ultrastrutturali e per 

esp sono stati fissati con una soluzione di 

par

ura subiscono un trattamento con 

aci

one dei campioni con resina LR-White in etanolo con 

pas la resina 

pur

.. 

ste su retini per microscopia elettronica e osservati al microscopio elettronico 

a trasmissione Zeiss EM 900 oppure processati per gli esperimenti di immunogold. 

l pH8. 10mM Na fosfato, 5mM EDTA, 2.5 % destran solfato, 1.25 % Denhard’s 

solution e 1mg/ml tRNA . 

La post-ibridazione è stata effettuata con 2 lavaggi in 1X SSC per 5’ a RT, due 

lavaggi di 10’ in 0.2X SSC

A questi lavaggi è seguito un trattamento 10 µm/ml RNAsi A in 2X SSC a 37 °C 

per 30’. 

L’utilizzo di anticorpo anti-Dig coniugato con fosfatasi alcalina (Roche) ha 

permesso

IP e NBT (Roche). I vetrini sono stati successivamente disidratati e montati e le 

immagini acquisite attraverso il microscopio ottico Leica Leitz DMRB. 

 

 

5

I 

erimenti di immunolocalizzazione 

aformaldeide al 3% e glutaraildeide allo 0.5% in PBS attraverso brevi cicli di 

vuoto ed un trattamento o.n. nella stessa soluzione. 

Seguono 6 passaggi di 30’ in PBS. 

I soli campioni utilizzati per analisi di ultrastrutt

do osmico all’1% in PBS. 

Si prosegue con una disidratazione in etanolo a concentrazioni crescenti. 

Si procede con l’infiltrazi

saggi o.n nei rapporti etanolo resina di 3:1, 3:2, 1:1 fino ad arrivare al

a. 

Si effettua un ulteriore cambio di resina pura e si polimerizzano i campioni a 55 

°C o.n

Tramite l’ultramicrotomo Leica Ultra Cut UCT sono state ottenute sezioni di 60 

nm appo
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I retini per microscopia elettronica con le sezioni da sottoporre 

all’immunolocalizzazione della rubisco vegono trattati con una soluzione di glicina 

0.05 M in PBS per 20’. 

In seguito si procede all’inattivazione dei siti aspecifici tramite una soluzione di 

BSA al 5% e Normal Serum Goat al 5% in PBS. 

Si procede con 3 lavaggi di 5’ in Incubation Buffer (PBS 10 mM, NaCl 150 mM, 

BS

bcL global (Agrisera) nel rapporto 

1:8

on solo Incubation Buffer. 

 1:50 e 

si u

con 

mi

 

A 0.2 %, NaN3 20mM in H2O). 

Si diluisce l’anticorpo primario chicken anti-R

0 con Incubation Buffer e si trattano i retini con tale soluzione o.n. a 4 °C. 

Si continua con 6 lavaggi di 5’ c

Si diluisce l’anticorpo secondario rabbit anti-chicken coniugato con particelle di 

oro del diametro di 10 nm (BB International) in Incubation Buffer nel rapporto

tilizza sui retini per 2 ore a temperatura ambiente. 

Si effettuano ulteriori 6 lavaggi con Incubation buffer e 3 con PBS, tutti di 5’. 

Si opera una post-fissazione con glutaraldeide al 2% in PBS per 10’ e si lava con 

solo PBS per 5’. 

Infine si procede alla metallizzazione dei retini ed all’osservazione TEM 

croscopio Zeiss EM 900. 
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