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Effetto degli stress abio-
tici
e meccanismi di protezione
delle varieta di grano 1in
Albania

E. Kongjika', L. Shameti', S. Kongjika®

'Istituto di Ricerche Biologiche, Tirana
‘Dipartimento di Biologia, Facolta di Scienze
Naturali,

Universita di Tirana

Riassunto

Le collezioni albanesi sono costituite da «circa
4000 numeri di grano tenero e 2000 numeri di grano
duro. Negli ultimi decenni, le semine sono state
realizzate con varieta risultanti da dincroci di
grano italiano; almeno uno dei genitori & infatti
di origine italiana. Il loro adattamento e favorito
da condizioni pedoclimatiche molto simili. La mag-
gior parte delle forme autoctone si sono estinte
sebbene si riscontri una flora selvatica che pud
essere utilizzata per i1l miglioramento genetico del
grano. La produzione di grano e danneggiata in Al-
bania dalle temperature elevate, wventi caldi con
bassa umidita durante il periodo di formazione e
maturazione. Inoltre 1’aumento della concentrazione
di ozono negli strati inferiori dell’atmosfera,
causato dagli scarichi dei wveicoli, pud diventare
un rischio potenziale per le piante coltivate. Le
perossidasi sono gli enzimi dello stress poiché
sembrano essere gli elementi chiave nel rapido a-
dattamento delle piante ai cambiamenti ambientali.
Diversi ioni modificano il grado di protezione con-
tro il danno da enzima. Questo studio riporta la
risposta di 8 wvarieta e 7 mutanti di grano allo
shock termico e le risposte di 2 wvarieta (una ter-
mo—-tollerante e 1l’altra termo-sensibile) in condi-
zioni di stress ossidativo (perossido di idrogeno) .
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L"attivita delle perossidasi e stata testata con il
metodo spettrofotometrico di Evans. Sono stati ri-
scontrati cambiamenti specifici dell’attivita POD
di diverse varieta e mutanti in due condizioni di
stress abiotico. Si e osservato 1"aumento
dell’attivita POD delle varieta tolleranti (mag-
giormente diffuse in Albania) ed una riduzione del-
la stessa per le varieta sensibili con danni visi-
bili. E’ stato dimostrato che il trattamento preli-
minare delle piante con soluzione di CaCl, ha un
impatto sull’attivita POD. La riduzione del danno
da enzima & stata riscontrata in wvarieta con una
notevole inibizione dell’attivita POD in condizioni
di stress da H;0,.Pertanto € possibile stimare il
parametro relativo all’attivita delle perossidasi
come criterio pratico nello screening di varieta
tolleranti che permetteranno di aumentare le forme
utili di grano in Albania.

Parole chiave: grano, stress abiotici, parametri di
fotosintesi, attivita di perossidasi.

Effect of abiotic stresses and
protection mechanisms of wheat va-
rieties in Albania

sSummary

Albanian collections contain about 4000 bread wheat
numbers and 2000 durum wheat numbers. In the last
decades, plantations in Albania were established
with wvarieties mostly obtained by crossing with
Italian wheat; at least one parent is of Italian
origin. Their good adaptation is the result of
similar climatic and soil conditions. Most of the
autochthonous wheat varieties are extinct, but it
exists a wild flora which can be used for the ge-
netic improvement of wheat. Wheat production in
Albania 1s damaged by the high temperature, hot
winds with a low air moisture during the period of
formation and maturation of grains. Moreover the
increase 1in the ozone concentration in the low
strata of the atmosphere, caused by motor vehicles,
can become a potential risk for cultivated plants.
Peroxidases are stress enzymes; they appear to be
the key enzymes for the rapid adaptation of plants
to changes. Different ions modify the degree of
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changes. Different ions modify the degree of pro-
tection against the enzyme damage. In this study
the responses of 8 varieties and 7 mutants of wheat
to heat shock are estimated and the responses of 2
varieties (one thermotolerant and the other thermo-
sensitive) under oxidative stress (hydrogen perox-
ide). Peroxidase activity was assayed by Evans
spectrophotometric method. Specific changes of POD
activity of different varieties and mutants under
two abiotic stresses were found. The increase in
POD activity of tolerant varieties (which are the
most widespread in Albania) was observed, while for
the sensitive ones with visible damages, the POD
activity decreased. It was demonstrated that the
preliminary treatment of plants with CaCl, solution
affects the POD activity. The reduction of enzyme
damage degree was found in the varieties with sig-
nificant inhibition of POD activity under H;0;
stress. The appreciation of the peroxidase activity
parameter is a practical criterion in the screening
of tolerant varieties, which will increase the num-
ber of useful wheat forms in Albania.

Key words: wheat, abiotic stress, photosintetic pa-
rameters, peroxydase activity.

1. Introduzione

Le collezioni albanesi sono costituite da circa
4000 accessioni di frumento tenero e 2000 accessio-
ni di frumento duro. Negli ultimi decenni, nei se-
minativi predominano le varieta ottenute dai mi-
glioratori albanesi, per lo piu tramite incrocio
con linee parentali italiane; infatti, almeno uno
dei genitori e di origine italiana. Varieta come
“Dajti” (Gemelli x Strampelli), “Kamza 9” (Abbon-
danza x Farnese), “Agimi” (MEC), Nikel-886 (Dajti x
MEC), “Ciano x Jubileu” hanno recentemente cono-
sciuto un’ampia diffusione. Il loro adattamento &
stato favorito dall’esistenza di condizioni pedo-
climatiche simili in Albania e Italia. Inoltre,
1"anno passato, sono state costituite nuove varie-
ta attraverso selezione e mutagenesi fisica e chi-
mica. Presso 1’Istituto di Ricerche Biologiche si e
ottenuto, percid, un nuovo mutante, denominato Ni-
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kel-792 o MK 3-4/3 (LBZ x L1376), trattato con DMS
0.04 M, che risulta resistente ad alcune malattie e
si caratterizza per un contenuto proteico pari
all’1l1,6% ed un incremento produttivo del 10-11%.
La varieta Nikel 594 deriva dall’incrocio Dajti x
Asiego.

Allo stesso tempo si pud constatare che la gran
parte delle varieta locali di frumento quali Rap-
sallet, Karabash e Zhulica si sono estinte. Dal
1941 e stata istituita una collezione delle forme
autoctone presso le banche di geni di grano in Ger-
mania. Negli ultimi anni tale collezione e stata
depositata all’Istituto di Ricerche Agricole di Lu-
shnja e all’Ente Nazionale delle Sementi e Piante
innestate.

Esiste, peraltro, una flora spontanea che potrebbe
essere utilizzata per il miglioramento genetico del
grano. In alcune forme nuove come il Nikel 496, il
Nikel-997, uno dei genitori e rappresentato da Ae-
gilops ovata, sottoposto a radiazione ionizzante
con CO60. Queste forme raggiungono un minore svi-
luppo in altezza e sono piu resistenti. Si riscon-
trano, poi, altre piante spontanee o varieta autoc-
tone come Tepa (Triticum monococcum L.) e Okrra
(Triticum dicoccon Schrank).

Tra le wvarieta di frumento diffuse in Albania,
quelle a maturita tardiva possono essere danneggia-
te dalle elevate temperature, dai venti caldi asso-
ciati ad una bassa umidita dell’aria durante il pe-
riodo di formazione e di maturazione dei grani.
D"altra parte, il progressivo aumento della concen-
trazione di 0ZOono negli strati inferiori
dell’atmosfera, causato in special modo dagli sca-
richi dei veicoli, pud rappresentare un potenziale
rischio per le piante coltivate.

Le perossidasi sono ritenute degli enzimi da
stress, poiché sembrano svolgere un ruolo chiave
nel rapido adattamento delle piante al mutamento

delle condizioni ambientali (Gaspar, 1986). Diversi
ioni intervengono a modificare i1l grado di  danno
dell’enzima di protezione (Bakardjieva et al.,
1992).
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La via principale per 1l’incremento della produtti-
vita della pianta e la creazione di condizioni fo-
tosintetiche ottimali (Austin et al., 1997), ragion
per cul in questo studio si analizzeranno in primo
luogo i parametri fotosintetici di alcune varieta e
di alcuni mutanti di frumento. Verranno altresi
calcolati i coefficienti di correlazione fra para-
metri fisiologici, morfologici e produttivi.
L’esistenza di una variabilita genetica delle ca-
ratteristiche fisiologiche & un requisito necessa-
rio per wvalutare la correlazione delle varie com-
ponenti della produttivita.

Inoltre si riporteranno le risposte di 8 varieta e
7 mutanti di frumento allo shock termico e le ri-
sposte di 2 varieta (una termoresistente e 1l’altra
termolabile) in condizioni di stress ossidativo
(perossido d’idrogeno).

2. Materiale e Metodil

2.1 Materiale vegetativo

Sono state messe a confronto sette varieta di fru-
mento tenero (Triticum aestivum L.). Alcune di que-
ste sono utilizzate per la semina, altre, invece, a
bassa resa, non sono piu impiegate. Contemporanea-
mente sono stati studiati alcuni mutanti, creati
con trattamento a raggili gamma ad elevate dosi su
semi della varieta “Dajti” e “Cinguina”, per indur-
re nanismo nelle piante della generazione F4 nonché
la nuova linea “Ni 14-88", derivante dall’incrocio
della varieta “Dajti” con la “Mec 90-91".

2.2 Trattamento con alte temperature e col
perossido d’idrogeno

Esperimento 1. I semi delle varieta e dei mutanti
sono stati posti 1in piastre Petri. Una meta di es-
si & stata fatta germinare a 25°C, 1l’altra a 42,5°C
nell’arco di 24 ore. Dopo questo lasso di tempo, i
semi sottoposti a stress termico sono stati portati
ad una temperatura di 25°C. Trascorsi due giorni, &
stata determinata la percentuale di semi germinati.
Non appena le radici dei semenzali hanno raggiunto
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2 cm di dimensione, questi sono stati trasferiti su
coltura idroponica con sali di Knop e soluzione nu-
tritiva di Hoagland. Al termine di 21 giorni, sono
stati misurati i vari parametri.

Esperimento 2. I semi delle varieta, dei mutanti e
della nuova 1linea non sono stati trattati dalla
germinazione 1in poi, ma 1 semenzali allevati nel
mezzo di coltura, una volta raggiunto lo stadio di
terza foglia, sono stati incubati a 42,5°C per due
ore 1in cella climatica. I controlli sono stati
mantenuti a 25°C. A ventiquattro ore dal tratta-
mento termico si sono misurati i diversi parametri.

Esperimento 3. Dopo 21 giorni di accrescimento, le
foglie dei semenzali delle due varieta “Dajti” e
“1L8-76"” sono state irrorate con diverse concentra-
zioni di H,0, ossia 5, 7,5 e 10% (soluzione madre
al 30%).

Esperimento 4. Le foglie deil semenzali sono state
irrorate con una soluzione di H;0, al 10% e imme-
diatamente dopo quest’operazione, le piante sono
state incubate a 42,5°C per 2 ore nella cella cli-
matica. I controlli sono stati mantenuti a 25°C.

Esperimento 5. Al fine di studiare 1l’'effetto degli
ioni calcio, le foglie dei semenzali sono state ir-
rorate con una soluzione di CaCl, al 5% e Tween 20,
24 ore prima del trattamento delle foglie con 3
dosi di soluzione H,0;. I controlli sono stati
trattati solo con la soluzione di CaCl, al 5%.

2.3 Misurazione dei varil parametri

Per stimare la variabilita delle diverse varieta e
dei mutanti sono stati misurati i parametri fisio-
logici durante il periodo di fioritura nelle foglie
bandiera, principali responsabili della granigione
(Zernova et al., 1996). Si sono valutati, poi, i
livelli di assimilazione netta di CO, e traspira-
zione, la conduttivita stomatica e la concentrazio-
ne intercellulare di CO; nelle varieta con un ana-
lizzatore di gas ad infrarossi IRGA (Long e Hal-
lgren, 1985), mentre si & utilizzato 1l’analizzatore
di gas URAS-3G per determinare il tasso di fotosin-
tesi dei mutanti. Inoltre sono stati definiti i
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contenuti dei pigmenti fotosintetici clorofilla a,
b e dei carotenoidi (Ca+Cb+C) ed il rapporto Ca/Cb
con l’ausilio dello spettrofotometro (Lichtentha-
ler, 1986); si & misurata la superficie fogliare
con 11 planimetro e la densita specifica delle fo-
glie bandiera. Prima della raccolta, si & proceduto
alla valutazione dei seguenti caratteri: lunghezza
e peso di piante, spighe, peso dei grani delle spi-
ghe, peso di 100 grani. Si sono infine calcolate le
differenze minime significative tra i wvalori medi
di tutti 1 caratteri all’interno del gruppo di va-
rieta e mutanti, 1 coefficienti di variazione e di
correlazione.

2.4 Misurazione dell’attivita perossidasica

Le perossidasi sono state estratte dai tessuti ra-
dicali dei semenzali di frumento e sono state te-
state con il metodo spettrofotometrico di Evans (E-
vans e Alldrige, 1965), adoperando un tampone fo-
sfatico pH 6,7. La determinazione e avvenuta a 470
nm e si € impiegato il guaiacolo come elettrone do-
natore. Si & successivamente eseguita un’analisi
statistica dei dati sperimentali.
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3. Risultati e discussione

La Fig.l mostra che, tra 1le diverse wvarieta,
1’ “Ardenica”, a bassa resa, ha i1l contenuto minimo
di pigmenti, mentre la varieta nuova, “Nikel 886"
presenta 11 contenuto massimo. I dati illustrano
un’elevata variabilita genetica tra le diverse va-
rieta. Tutti i mutanti della varieta “Dajti” deno-

peso

-1

mg pigmenti g

canmmn

1 2 3 4 5 6 7 Co M1 M2 M3 M4

tano un incremento del contenuto di pigmenti ri-
spetto alla varieta originale.

Fig.l - Contenuti di pigmenti fotosintetici delle va-
rieta e dei mutanti di fru-mento

Legenda ‘!

Livello di significativita P<0,05

Livello di significativita P<0,01

MMH Co

Varieta Mutanti

1 - “Ardenica” Co - var. “Dajti”
2 - “L8 - 76" M, - M2/10

3 - “Dajti” M, - M3/7

4 - “IKB 35” M; - M1/11

5 - “Kamza 9” M, - M1/14

6 — “Cinguina”

7 — “Nikel 886"
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T(/'l
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£
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Fig.2 - Tasso netto di assimilazione di CO, delle foglie

delle diverse varieta

Nelle Fig. 2 e 3 é& possibile notare che la varieta
“Ardenica” si distingue per un piu elevato tasso di
fotosintesi e una maggiore conduttivita stomatica.
Il punto di riferimento e la varieta “L8-76"”, che
presenta valori minimi per i due parametri. Si

700+

600

500+

S—l

400

-2

m

3004

2004

1004

mmol CO»

constata una notevole variabilita genetica per que-
sti parametri.

Fig.3 - Conduttivita stomatica di CO, delle foglie delle
diverse varieta

Fig.4 - Tasso di fotosintesi dei mutanti di frumento
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Tutti 1 mutanti presentano un tasso di fotosintesi
inferiore rispetto alla varieta originale “Dajti”
(Fig.4) .

La Fig. 5 illustra i dati della traspirazione, evi-
denziando i valori minimi di questo parametro nelle

12

S—l

-2

mmol H,O m

0=

varieta a bassa resa.

Fig.5 - Tasso di traspirazione delle varieta di frumen-
to

La variazione della concentrazione di CO2 intracel-
lulare nelle foglie delle varieta e riscontrata con
un ristretto margine e non & qui evidenziata.

Nella Fig.6 si pud notare che la varieta “Ardenica”
si contraddistingue per una ridotta superficie fo-
gliare, mentre la varieta “Kamza” ha una superficie
fogliare piu estesa. L’ultima varieta € caratteriz-
zata da una maggiore densita specifica delle foglie
(Fig.7). Due caratteri migliorativi mostrano che la
varieta “Kamza” ha un’ampia possibilita di aumenta-
re 1 parametri della produttivita. La superficie
fogliare € un carattere che presenta una grande va-
riabilita genetica, mentre la densita specifica si
modifica leggermente a seconda della varieta. Tra 1
mutanti, non cambiano i valori della superficie fo-
gliare, mentre solo i1l mutante M3/7 mostra un in-
cremento significativo della densita specifica.
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=
o)
1 2 3 4 5 6 7 Co M1 M2 M3 M4
Fig.6 - Superficie fogliare delle varieta e dei mutanti
6—
5—
S
O
o 3
2
1
0-
12 3 4 5 & 7 Co M1 M2 M3 M4
Fig.7 - Densita specifica delle foglie delle varieta e dei

mutanti

Sulla base delle misurazioni dei caratteri morfolo-
gici e produttivi, emerge che, al livello delle va-
rieta, i1 wvalori minimi riguardano “Ardenica” e
“L8-76"”, mentre “Kamza 9”7, “Nikel 886" e “Dajti”
risultano altamente produttive. Tra i mutanti si e
osservata un minore sviluppo in altezza per due mu-
tanti, mentre 1’M3/7 presenta un miglioramento de-
gli indici relativi alle spighe. E’ bene sottoline-
are l’ampia variabilita genetica dei parametri fi-
siologici, morfologici e produttivi, specialmente
tra le varieta. Nella Tab.l, sono riportati i coef-
ficienti di correlazione delle varieta, mentre a
sinistra appaiono quelli inerenti ai mutanti. Sono
stati presentati solo i coefficienti di correlazio-
ne significativi.

Per gquanto riguarda la struttura genetica delle va-
rieta, la variabilita genetica di alcuni parametri
fisiologici sembra essere collegata alla variazione
del livello di produttivita. I contenuti dei pig-
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menti fotosintetici risultano correlati ad alcuni
tratti morfologici, ma emerge, soprattutto, la cor-
relazione positiva dei caratteri produttivi (peso
delle spighe, numero e peso deili grani nelle spi-
ghe). Il rapporto Ca/Cb mette in correlazione il
tasso di fotosintesi e di traspirazione ed il se-
condo mostra una correlazione positiva con il peso
delle piante. E’ da notare, poi, la correlazione
positiva con alto livello di significativita tra la
superficie fogliare ed i parametri morfologici e
produttivi. La densita specifica e correlata, inve-
ce, al peso delle piante.

La situazione appare piu critica per i1 mutanti; e-
siste una correlazione negativa fra tasso di foto-
sintesi e pigmenti, tra densita specifica delle fo-
glie e lunghezza delle piante. La variabilita dei
parametri produttivi dei mutanti sembra essere poco
influenzata dai cambiamenti che intervengono al 1li-
vello delle caratteristiche fotosintetiche studia-
te.

In base alla nostra analisi, si puo ritenere che la
quantita di pigmenti per unita di peso secco della
foglia e la superficie della foglia bandiera siano
due componenti fisiologiche separate della produt-
tivita delle wvarieta di frumento, il che spiega
1"incremento delle capacita fotosintetiche. La cor-
relazione positiva di questi due parametri con i
caratteri produttivi e gia stata dimostrata in no-
stri precedenti studi nonché in numerose ricerche
condotte da autori albanesi (Ibro, 1991) e in altri
paesi (Herzog, 1986).
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* ok k

*ok % ok ke k ok
semi * %k *kk * ok x * ok ok
0.8 kK kK

in 0.59 0.78 0.85 0.58
0 Kk k
Spiga

kK k

: * ok * Kk * * ok k * ok kk
100 0.6
0.59 0.52 0.44 0.67 * ok ok
semi 3

ok k

Legenda: * - Livello di significativita P < 0.05 ** - Livello di significativita P <

0.01 *** - Livello di significativita P < 0.001
Tab. 1 Coefficienti di correlazione semplici tra diversi pa-

rametri di varieta e mutanti

Dal nostro studio non scaturisce alcuna correlazio-
ne significativa tra il tasso di fotosintesi ed i
caratteri produttivi delle varieta e dei mutanti di
frumento, mentre i dati di altri lavori hanno evi-
denziato che il valore dell’assimilazione di CO2
sono inversamente proporzionali al valore della su-
perficie fogliare e della capacita di produzione di
grani e di biomassa del frumento.

Quanto alle strategie di miglioramento, 1 nostri
risultati illustrano che il quantitativo di pigmen-
ti e le superfici delle foglie bandiera dovrebbero
essere considerati quali wulteriori parametri nel
procedimento di selezione, specialmente nella dia-
gnosi precoce dei materiali d’incrocio.

D’altra parte, tale studio consente di caratteriz-
zare le diverse varieta e i diversi mutanti consi-
derando anche 1 parametri fisiologici. Si eviden-
ziano, pertanto, le varieta ad elevata produttivita
ed i1 mutanti nani “piu” con le migliori caratteri-
stiche di produttivita.

Si riporteranno di seguito i dati relativi a nume-
rosi esperimenti che confermano 1’effetto dello
shock termico e dello stress ossidativo su varieta
e mutanti di frumento.

Esperimento 1. La data di germinazione dei semi
delle varieta esposte ad alte temperature ha messo
in luce la riduzione della germinazione stessa ri-
spetto al testimone (25°C), ma si sono potuti di-
stinguere tre gruppi. Tra le diverse varieta, un
gruppo subisce una minore riduzione di germinazione
(“Dajti”, “Kamza 9” e “¢ 22”), il secondo presenta
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una notevole riduzione (“"L8-76" e “Agimi”) e
1'ultimo mostra una risposta intermedia (“Cingui-
na”, “Ardenica” e “Ni-886"”). Anche 1 mutanti che

derivano dalla var. "“Dajti” si caratterizzano per
una minore riduzione della germinazione, mentre 1
mutanti della var. “Cinguina” denotano una riduzio-
ne nettamente maggiore.

o25cC
o425C

Fig. 8 - Attivita perossidasica dei tessuti radicali delle
varieta di frumento testimone (25°C) e di quelle sottoposte a
stress (42,5°C) nello stadio germinativo

Nella Fig. 8 sono illustrati i dati dell’attivita
perossidasica delle diverse varieta sottoposte a
stress nella fase di germinazione. Le varieta “Da-
Jjti”, “Kamza 9”7 e “¢ 22” rivelano un incremento
dell’attivita perossidasica in condizioni di stress
(42,5°C) rispetto alle piante testimone (25°C). Pe-
raltro, si sono riscontrate differenze significati-
ve (P<=0.01 e P<=0.05). La varieta “Dajti” si di-
stingue per un notevole incremento dell’attivita
perossidasica. Un’analoga risposta e ottenuta chia-
ramente nei cinque mutanti derivanti dalla var.
“Dajti” (Fig. 9)
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Fig.9 - Attivita perossidasica dei tessuti radicali dei mu-
tanti di frumento testimone (25°C) e di quelli sottoposti a
stress (42,5%°C) nello stadio germinativo.

Per contro, nell’altro gruppo di varieta, compren-
dente “L8-76"”, “Agimi”, “Ardenia”, “Cinguina” e
“Ni-886", 1l’attivita perossidasica risulta ridotta
dall’azione delle alte temperature (Fig. 8). Tale
risposta appare evidente anche nei mutanti derivati
dalla var. “Cinguina”.

g 025C
A B m425C

0-lef

Dajti Kamza 9 L8-76 Ardenica Ni-886 Cinguina
VARIETE

Fig. 10 - Attivita perossidasica delle varieta di frumento
testimone (25°C) e di quelle sottoposte a stress (42,5°C) al-
lo stadio di terza foglia

Esperimento 2. Nella Fig. 10 sono riportati i dati
dell’attivita perossidasica dei tessuti radicali di
diverse varieta di piante sottoposte a stress allo

226

Cahiers Options Méditerranéennes, vol. 53



Effetto degli stress abiotici e meccanismi di protezione delle va-
rieta di grano in Albania

stadio di terza foglia, la Fig.1l1l, invece, illustra
i dati relativi ai mutanti. In generale la risposta
dell’attivita perossidasica in questa fase sembra
essere uguale a quella prodotta in condizioni di
stress nella fase germinativa. Ancora una volta la
var. “Dajti” denota un aumento considerevole
dell’attivita perossidasica, dato riscontrato anche
nei mutanti (Fig. 11) e nella nuova linea “Ni 14-
88”, risultante dall’incrocio “Dajti” x “Mec 90-
91” (Fig.12). Nell’altro gruppo di varieta e nei
mutanti di “Cinguina” si osserva un consistente de-
cremento dell’attivita perossidasica.

Le diverse varieta reagiscono allo stress da alte
temperature in modo specifico. La tolleranza delle
piante allo stress da caldo pare essere un caratte-
re specifico del genotipo. Vari autori confermano
1" ipotesi secondo la quale la termotolleranza sa-
rebbe determinata geneticamente. Il nostro studio
ha evidenziato come, per le varieta “Dajti”, “Kamza
9” e “¢ 227", la germinazione sia leggermente ridot-
ta dallo stress termico. Inoltre, per le stesse va-
rieta, 1l’aumento dell’attivita perossidasica emerge
chiaramente in risposta allo stress da alte tempe-
rature. Tra le varieta, “Dajti” si distingue in
quanto questa modalita di risposta € evidente an-
che per i mutanti nani che da essa derivano ed al-
tresi per la nuova linea “Ni 14-88”, ottenuta tra-
mite 1’"incrocio “Dajti” X “Mec. 90-91"
(quest’ultima varieta e anch’essa caratterizzata da
un incremento dell’attivita perossidasica). E’ bene
notare che la var. “Dajti” e tra quelle maggiormen-
te diffuse in Albania e per di piu si rivela alta-
mente produttiva. Inoltre, sembra esistere un al-
tro gruppo varietale, sensibile allo stress da cal-
do, che mostra una maggiore riduzione della germi-
nazione ed una ridotta attivita perossidasica. Tale

fenomeno e anche evidente nei mutanti derivanti
dalla var. “Cinguina”.
3+
2,5 P
= L, 4 B
¥
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Fig. 11 - Attivita perossidasica dei mutanti di frumento te-
stimone (25°C) e di quelli sottoposti a stress (42,5°C) allo
stadio di terza foglia

E’ interessante sottolineare che, in genere, varie-
ta e mutanti rispondono allo stesso modo alle alte
temperature, indipendentemente dallo stadio in cui
interviene lo shock termico, ossia durante la ger-
minazione o allo stadio di terza foglia. In parti-
colare, emerge che 1la risposta specifica indotta
dal cambiamento dell’attivita perossidasica persi-
ste fino a 21 giorni dal trattamento termico dei
semi germinati.
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Fig. 12 - Attivita perossidasica delle piante della nuova li-

nea “Ni 14-88” e di due varieta parentali (stress esercitato

allo stadio di terza foglia)

L’ incremento dell’attivita perossidasica in rispo-
sta allo stress termico, osservato in varieta, mu-
tanti e linee, accompagnato da una minore riduzione
della germinazione, conforta 1’ipotesi del ruolo
determinate dei sistemi antiossidanti, quali le pe-
rossidasi, nel ridurre 1 danni indotti dalle eleva-
te temperature (Abha et al., 1990). Tali dati sug-
geriscono 1l’opportunita di impiegare, nella pratica
corrente, composti in grado di incrementare

1,25
o Lr2T

1,157
[aFRES

SR
51,057

0 5 7,5 10

l"attivita perossidasica, al fine di proteggere la
pianta dai danni conseguenti all’ossidazione, au-
mentarne la resistenza allo stress.
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Fig.13 - Attivita POD dei tessuti radicali dei semenzali te-
stimone e di quelli sottoposti a stress, appartenenti alla
varieta tollerante “Dajti”

Inoltre si potrebbe utilizzare questo parametro co-
me criterio nella selezione di linee e mutanti tol-
leranti allo shock termico ed allo stress ossidati-
VO.

Esperimento 3. Nella Fig. 13 sono riportati i dati
dell’attivita perossidasica della varieta tolleran-
te “Dajti”, sottoposta a stress utilizzando diffe-
renti concentrazioni di H0,.

I semenzali trattati con dosi maggiori, pari a 7.5
e 10% di H;0, mostrano un aumento dell’attivita pe-
rossidasica rispetto ai testimoni. Si sono riscon-
trate delle differenze significative (P<=0.05). Le
piante trattate con dosi inferiori, pari al 5% non
rivelano alcuna differenza.

Al contrario, nell’altra varieta sensibile “L8-76",
1"attivita perossidasica e ridotta durante il trat-
tamento con perossido d’idrogeno. Emergono delle
differenze significative per tutte le wvarianti

t PRy (De—0 07 De—0 ACN (T 140
+ o=+ + S =+ T

E=
T ToT 7 = B

0 5 7,5 10

Concentrazione H,0

1o

Fig. 14 - Attivita POD dei tessuti radicali dei semen-
zali testimone e di quelli sottoposti a stress, appar-
tenenti alla varieta sensibile “L8-76"
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Co 10 % H,0 42,5 10 %H,0 + 42,5 C
~
Varia

Fig.1l5 Attivita POD dei tessuti dei semenzali di “Dajti” in
condizioni di stress ossidativo e termico

Esperimento 4. Sottoponendo 1 semenzali all’azione
combinata dello stress ossidativo e shock termico,
si induce una risposta specifica delle diverse va-
rieta. La var. “Dajti” non denota alcun cambiamento
significativo dell’attivita perossidasica (Fig.15),
mentre “L 8-76"” subisce un notevole decremento
(Fig.16) . La var. “Dajti”, sottoposta sola a shock

termico produce un consistente incremento
1,2
14
o
<~ 08+
[aTRyE)
<0 064
044
0,2+
0 y y y
Co 10% HO 425C 10%HO +425C
Variants

dell’attivita perossidasica.

Fig.16 Attivita POD dei tessuti dei semenzali di “L8 -76” in
condizioni di stress ossidativo e termico

Prova 5. Un trattamento preliminare dei semenzali
con ioni calcio non modifica sostanzialmente le mo-
dalita di risposta dell’attivita perossidasica allo
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stress da H;0, nella var. “Dajti”. Ancora una volta
la suddetta varieta € caratterizzata da un aumento
dell’attivita perossidasica (Fig.1l7).

Nella var. “L8-76"la presenza di ioni calcio modi-
fica in grande misura la reazione delle perossida-
si, riducendo chiaramente 1’inibizione di tale at-

1 25 O Non trattaticon CaCl,
! o Trattati con CaCl,
1,2
1,15
o
~N 1,1
R
< b,05
=] 4
1
0,95
" Ko 5% H ,0, 7.5% H ;0, 10% H ,0,
Varianti

tivita (Fig. 16).

Fig.17 Attivita POD dei tessuti dei semenzali della var. “Da-
Jjti” in condizioni di stress ossidativo e con un trattamento
preliminare con ioni calcio

Fig.18 Attivita POD dei tessuti dei semenzali della var. “L8-
76” in condizioni di stress ossidativo e con un trattamento
preliminare con ioni calcio

I nostri esperimenti hanno dimostrato che, a segui-
to di uno stress ossidativo, viene attivato un ef-
ficiente sistema di difesa antiossidante. Tale si-
stema protegge 1le cellule dai danni derivanti
dall’ossidazione. Nelle piante in condizioni norma-
1i avviene la formazione continua di radicali libe-
ri, ma in stato di stress, 1l’intensita del processo
ossidativo  aumenta. L"H,0, agisce da segnale
d’induzione delle specifiche risposte di difesa. Le

= Non trattati con CaClI2
1,4 o Trattati con CaCl2

1,2+

m 80,4+

< 0
0,2+
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perossidasi sono i componenti necessari delle
pareti cellulari primarie ed operano l’eliminazione
dell’ H;0,, prevenendo percid i danni ossidativi
alle proteine, la formazione di legami intermoleco-
lari e la lignificazione. Questo tipo di enzima puod
agire da “predatore” di Hy;0, nelle piante (Asada,
1992) e negli animali. Il miglioramento
dell’attivita POD e la comparsa di nuove isoforme
sono ritenuti generalmente un importante criterio
per la senescenza, i1l monitoraggio e il rilevamento
dell’ inquinamento atmosferico (Gaspar, 1986; Ca-
stillo, 1986). Ne consegue che “risposte di difesa”
simili vengono indotte da varie forme di stress.

Le differenze d’espressione possono costituire una
delle ragioni della resistenza delle piante allo
stress ossidativo. Il nostro lavoro ha messo in lu-
ce che i1 funzionamento della difesa antiossidante
e diverso nelle specie sensibili ed in quelle tol-
leranti.

Appare evidente che 1’attivita perossidasica delle
varieta tolleranti non muta in modo significativo
sotto 1’azione contemporanea dello stress ossidati-
vo e termico, mentre risulta notevole 1’inibizione
di gquesto sistema di protezione nelle varieta sen-
sibili.

E’ stato dimostrato che il trattamento con ioni

calcio esercita un’influenza significativa
sull’attivita degli enzimi antiossidanti (Bakardje-
va et al., 1992). Nei nostri esperimenti, in parti-

colare, gli ioni calcio riducono in grande misura
1’'inibizione dell’attivita perossidasica, aumentan-
do guindi il ruolo protettivo svolto dall’enzima.

Sulla base di guanto innanzi esposto & possibile
avanzare 1l’ipotesi secondo la quale gli ioni calcio
sarebbero implicati nella trasduzione di stimoli
esterni nelle piante in qualita di secondi messag-
geri.
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