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Riassunto

L’ozono troposferico € ritenuto uno degli inquinapbtenzialmente piu dannosi per la
vegetazione a causa del suo alto potere ossidamteccedenze rispetto ai valori standard
definiti dall'Unione Europea per la protezione dellegetazione sono piuttosto elevate e
diffuse, cosicché ampie parti della superficieival e delle foreste europee risultano esposte
a livelli di ozono potenzialmente dannosi.

L'impatto dellozono sulle piante € il risultato dinolteplici fattori quali la sua
concentrazione in atmosfera, I'assorbimento staroathe a sua volta dipende da condizioni
ambientali e fisiologiche, le capacita di detossifione dell'individuo. La complessita di tali
fattori e le loro interazioni possono rendere difé stabilire una chiara relazione tra ozono e
risposta dell’organismo, in condizioni reali di gam L'uso di specie vegetali come
bioindicatori puo rappresentare una soluzione oiessi riflettono e sintetizzano i processi
metabolici che avvengono in conseguenza dell’egmrg all'inquinante.

Scopo della tesi € esplorare le potenzialita dizat della specie arbustiveiburnum
lantanacome bioindicatoren situ per valutare i potenziali effetti dell’'ozono swlagetazione
spontanea. | motivi di questa scelta risiedonoanslla nota e documentata sensibilita nei
confronti dell’'ozono, nella specificita di rispogsntomi fogliari consistenti in punteggiature
internervali adassiali, da rosso-scuro a brunojnemell’ampia distribuzione territoriale.
Tuttavia non € completamente noto se tale speddisotutti i requisiti per essere utilizzata
come bioindicatorén situ. In particolare occorre verificare I'effettiva eajta di risposta delle
piante spontanee #i. lantanaall'ozono in condizioni di campo e la relazioreltintensita di
tali risposte ed i livelli di esposizione allozanA tale scopo sono stati svolti due studi in
campo, uno a scala locale (1) e uno su larga §2alaul territorio della provincia di Trento;
inoltre ne e stato svolto uno studio in ambienteticdlato (3), allo scopo di approfondire le
conoscenze relativamente agli effetti dell'ozonkvello biochimico, fisiologico e genico su
V. lantana

(1) Il primo studio, realizzato nel 2009, miravavexificare I'andamento temporale delle
risposte delle piante all'ozono durante il periadgetativo. A tal fine sono state considerate
due aree 1x1 km, distanti tra loro ca. 3 km, caraitate da diversi livelli di inquinante.
L’adozione di un disegno sperimentale completameamidomizzato ha garantito la presenza
di repliche in ciascuna area e la selezione dédietp spontanee 8. lantana Sulle queste é
stato monitorato lo sviluppo dei sintomi fogliarzano-specifici, il contenuto di clorofilla
(SPAD) e la fluorescenza diretta della clorofdldurante tutta una stagione vegetativa.

(2) Il secondo studio, realizzato nel 2010, miraveomprendere Sé. lantanarisponde in
maniera quantitativa in relazione a livelli diffemati di esposizione all'ozono. A tal fine e
stato adottato un disegno stratificato (quota xnozocompletamente randomizzato per la
selezione di 30 celle 1 x 1 km sulle quali valuteEreisposta della specie. Su tutte le celle




unichilometriche, classificate per i diversi likali esposizione all'ozono e di quota, sono
dunque stati effettuati i rilievi della frequenzapiante sintomatiche. Questo secondo studio
in campo ha avuto come dominio spaziale I'intenaesficie della provincia di Trento (6200
km?).

(3) Per lo studio in ambiente controllato, 9 piactdtivate diV. lantana sono state
sottoposte a fumigazione con concentrazioni notezdno (60 ppb per 45 giorni consecutivi,
5 ore al giorno) (trattato); altrettante piante s@bate mantenute alle medesime condizioni
ambientali ad esclusione del contaminante (cowmfyolle analisi hanno riguardato presenza e
sviluppo temporale dei sintomi fogliari, contenutoclorofilla (SPAD), fluorescenza della
clorofilla a, livelli fogliari di pigmenti fotosintetici e cadddrati (HPLC) ed espressione
genica.

Complessivamente, i risultati in campo hanno cotitgerdi verificare uno sviluppo
temporale delle risposte M. lantanacoerente con I'andamento dei livelli di esposizon
all’ozono. E stata riscontrata una maggior proligbdi trovare elevate percentuali di piante
sintomatiche dove le concentrazioni di ozono soraggiori, anche se la frequenza dei
sintomi non €& sempre risultata proporzionata akllliv di esposizione all'ozono. In
concomitanza con la comparsa e la diffusione aosii fogliari, si € rilevata la diminuzione
del contenuto di clorofilla nelle foglie e un calella performance fotosintetica. Nell’analisi
del transientdi fluorescenza della clorofilla, un segnale precoce di risposta all'ozono & dato
dal parametra\V,p che indica la capacita dell'accettore finale @tbni d’essere ridotto. A
parita di livello di esposizione all'ozono, le piansintomatiche sono risultate sempre piu
frequenti alle quote piu elevate (sopra i 700 nmms)| facendo supporre che esse siano
sottoposte a condizioni ambientali piu favorevoliaasorbimento stomatico di ozono
(maggiore umidita relativa e temperatura meno ¢édgveonché ad un possibile maggior stress
ossidativo (dovuto ad esempio alla radiazione slar

Le analisi ecofisiologiche e metaboliche svoltdmstudio in ambiente controllato hanno
permesso di confermare la ridotta capacita foteso# e il minore contenuto di clorofilla,
nonché un sistema non completamente efficace teziome dalla fotoinibizione, delle piante
trattate con ozono. Cio sembra costituire la baska densibilita di tale specie nei confronti
dell'inquinante.

La specie arbustivdl. lantanalL. - della quale é stata verificata la sensibifigd confronti
dell'ozono e la specificita di risposta anche indirioni reali campo - risulta dunque adatta
come bioindicatorén situ per valutare in maniera qualitativa I'impatto patele di questo
inquinante in aree remote. | sintomi fogliari suesia specie si confermano quindi validi
indicatori di risposta all'ozono anche se la lanterpretazione in termini di potenziale danno
alla vegetazione necessita sempre di grande cautela




Abstract

Because its oxidative power, tropospheric ozoreoissidered, at the large scale, the most
harmful pollutant to vegetation. The exceedancesritital levels set to protect vegetation
are quite high and widespread, so that large értsops and forests in Europe are exposed
to potentially harmful levels of ozone.

The impact of ozone on vegetation is the resultnailtiple factors such as the
concentration in the atmosphere, the stomatal eptakhich depends on environmental and
physiological factors -, and the detoxification grtial of plants. The complexity of these
factors and their interactions can make it difficid establish a clear relationship between
ozone and plant response under field conditions. dde of plants as bioindicators may be a
solution because they reflect and summarize atigeges that occur between ozone exposure
and the response of the plant.

The aim of this research is to explore the potéofidhe shrub speciégiburnum lantana
L. as a bioindicatoim situ to assess the potential effects of ozone on naggetation. This
species is known to be sensitive to ozone, haseaifgpresponse (visible foliar injuries,
consisting in red stipples on the upper leaf s@fa@nd a wide spatial distribution. However
it is not fully known ifV. lantanameets all the requirements to be used as a bazitadi In
particular, the actual responsiveness to ozonatfeplants and the relationship between the
intensity of responses and the levels of exposutee pollutant under field conditions remain
to be evaluated. For these purposes, two fieldiesudbere carried out in the Province of
Trento (North Italy) at local (1) and large scal®.(Moreover, a study under controlled
conditions (3) was carried out in order to deegenknowledge about the effects of ozone on
V. lantanaat biochemical, physiological and genetic level.

(1) The first study was carried out in 2009 andesdmat assessing the time course of plant
responses to ozone during the growing season. & two 1x1 km quadrates were
considered. The two quadrates, located 3 km apare characterized by different levels of
ozone. The adoption of a completely randomized exy@atal design ensured replication in
each area and the selection of plants. Plants meretored for the development of ozone-
specific foliar symptoms, the chlorophyll conteBPAD) and the fluorescence of chlorophyll
a during the entire growing season.

(2) The second study was carried out in 2010 antediat verifying the response of
lantanato different levels of ozone exposure. To this,ensdtratified random sampling design
(elevation x ozone) was adopted to select 30 1x1 ckradrates. On all quadrates, the
assessment of symptomatic plants was carried autttis second field study, the spatial
domain was the entire surface of the province ehio (6.200 krf).

(3) For the study in controlled environment, 9 pdtplants o¥. lantanawere subjected to
fumigation with known concentrations of ozone (68bpfor 45 days, 5 hours per day)




(treated), while other 9 plants were maintainedenritde same environmental conditions with
the exception of ozone (control). Plants were aedyfor the presence and development of
foliar symptoms, chlorophyll content (SPAD), fluscence of chlorophylh, leaf content of
photosynthetic pigments and carbohydrate (HPLC)gergk expression.

Overall, the results of the two field studies aléalto verify (1) a temporal development of
the responses df. lantanaconsistent with the trend of ozone exposure; &)dag higher
frequency of symptomatic plants where ozone leweése also higher. However, the
frequency of symptoms was not always proportionatde level of ozone exposure. At the
same time of the onset and spread of foliar symptandecrease in the foliar chlorophyll
content and in photosynthetic performance occurfBte analysis of the fluorescence
transient of chlorophyla showed an early response to ozone for the param¥tg,, that
indicates the ability of the final electron accepto be reduced. Interestingly, when
comparing similar ranges of ozone exposures, symgtic plants were always more frequent
at higher altitudes (above 700 m a.s.l.): this msaggests that they are subjected to an
additional oxidative stress (e.g. due to solarathoin), and/or that environmental conditions
are more favourable to ozone uptake (high reldtivaidity and relative lower temperature).

The physiological and metabolic analysis carried oo plants treated with ozone,
confirmed their reduced photosynthetic capacity dredr lower content of chlorophyll, as
well as a not completely effective system to prbtglants against photo-inhibition. This
behavior is probably the cause of the sensitivitihis species in relation to the ozone.

V. lantana- whose sensitivity and specificity of responseotmne were verified also in
real field conditions - seems suitable as a biaaidr in situ to qualitatively assess the
potential impact of ozone, for large-scale survagd in remote areas. Foliar symptoms on
this species are also confirmed as valid responsécators of ozone, although their
interpretation in terms of potential damage to vatyen always requires great caution.




1. PREMESSA

PREMESSA

L’argomento affrontato nelllambito di questa tegjuarda gli effetti sulla vegetazione
dell'ozono troposferico (€), che attualmente é ritenuto uno dei piu peridoinguinanti
gassosi in Europa (EEA, 2009). Elevati livelli diomo possono causare problemi alla salute
umana (WHO, 2008) ed aumento di mortalita (Stafaggial, 2010), danni alla vegetazione
(UN/ECE, 2004; Ashmore, 2005; Wittig et al., 2008)erazioni quali - quantitative delle
produzioni agrarie (Millset al, 2007; Bookeret al, 2009), variazioni nella composizione
delle specie vegetali (Pfleeger al, 2010; Paynest al, 2011), danni ad infrastrutture e beni
culturali (Screpanti & De Marco, 2009; Varotsoskt 2009).

Nonostante gli sforzi messi in atto dai Paesi eeirdm dagli anni '90 per mitigare
linquinamento da ozono attraverso la riduzione ledeémissioni antropogeniche dei
precursori, le concentrazioni di tale inquinantdenaree urbane e rurali del’Europa non
mostrano alcun trend di diminuzione. In tale sitoae, le eccedenze rispetto ai valori
standard definiti dal’'Unione Europea per la pradee della vegetazione e della salute umana
(Directive 2008/50/EU) restano elevate e diffusalj the ampia parte della superficie
coltivata e delle foreste in Europa risulta espadigelli potenzialmente dannosi (EEA, 2009)
(Figura 1.1).

| |ozone —AoT40
protection of crops

Ozone — AOT40
protection of forests
2| |Reference year: 1995-2005 average
-] |EMEP model output

B < < 000 wa.mh

6 000-12 000 pg.m>.h

Reference years: 1995-2005 average
EMEP model output
I - 10 000 o

10 000-20 000 pg.m=.h
9 000-18 000 pg.m>h

=1 I 15 000-27 000 pg.m*.h
Il > 27 000 pg.m=h

20 000-30 000 wg.mh
Al | M 30 000-50 000 pg.m=h
I > 50 000 pg.m=h

| countries excluded from study

[ | Countries excluded from study

Figura 1.1. Valori medi modellati di AOT40 per colure e foreste per il periodo 1995-2005
(Fonte: EEA Technical report No 7/2009).

Gli effetti fitotossici dellQ sono principalmente connessi al suo elevato p@kenz
ossidoriduttivo (pari a +2,07 V). | danni alla vémone possono essere determinati da una
reazione diretta con le biomolecole, che subiscosgidazione, oppure dall’induzione alla
formazione di radicali liberi, in particolare diespe reattive dell’'ossigeno (ROS, Reactive
Oxygen Substances).
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Nel determinare il reale impatto dellozono sullagetazione entrano in gioco diversi
fattori quali i livelli dell'inquinante in atmosfar(UN/ECE, 2004), I'assorbimento stomatico
(che a sua volta dipende da condizioni ambientéBielogiche) (Embersoet al, 2000), le
capacita di detossificazione della pianta (Gravetnal, 2004; Castagna & Ranieri, 2009). Le
piante sono generalmente soggette a numerosi fipstess ambientali. Diagnosi e
interpretazione degli effetti di tali stress sopesso difficoltose per la carenza di conoscenze
relative a come il soggetto reagisca alla variaziatei fattori (Niinemets, 2010). La
complessita di essi e le loro interazioni possomoqde rendere difficoltosa la possibilita di
stabilire una chiara e non ambigua relazione t@oze risposta della pianta in condizioni
reali di campo. L'uso di bioindicatori pud rappretee una soluzione adatta a superare tali
difficolta. Questi forniscono informazioni sul reatffetto del fattore di stress, sintetizzando la
complessita di tutti i processi che agiscono trasposizione ad esso e la risposta
dell’organismo. In particolare, quest'ultima riietsia I'azione dell'insieme dei parametri
ambientali che influiscono sull'assorbimento stapmt- cioé sulla quantita di ozono
fitotossicamente disponibile - sia il risultato ldedtrategie di difesa messe in atto per limitare
el/o riparare il danno. Pertanto I'uso di un biotadore non va visto come strumento per
conoscere i livelli dellinquinante, ma come oppoita per ottenere informazioni
complessive sul reale impatto dell'ozono sulla vagene (Coulstort al, 2003; Cristofolini
et al, 2011). Il suo impiego per valutare I'effetto detono pud essere particolarmente utile
in aree remote e in ambiente montano, dove le cdrac@oni tendono a essere piu elevate e
dungue € maggiore il potenziale rischio per la t@&gene.

Scopo di questa tesi &€ esplorare le potenzialitéiliizo della specie arbustiva lantana
L. come bioindicatorén situ per valutare gli effetti del’'ozono sulla vegetaze spontanea.

1.1 L’ozono troposferico

L’'ozono () € un gas formato da tre atomi di ossigeno, dothtan elevato potere
ossidante. Per la maggior parte (circa il 90%jJaia nella stratosfera, lo strato di atmosfera
che si estende tra i 15 ed i 50 km di altezza daliperficie terrestre. Qui si forma per
scissione fotolitica dell’ossigeno biatomico ad mpeelle radiazioni ultraviolette ad onda
corta (. < 242 nm) emesse dal sole e successiva ricombimaziell’ossigeno atomico con
I'ossigeno molecolare (meccanismo di Chapman). arae stratosferico ha la funzione
importante di proteggere la superficie terrestiéedadiazioni ultraviolette emesse dal Sole,
altrimenti dannose per gli esseri viventi per lalazione mutagena.

Nella troposfera, lo strato basso dell'atmosfergresenza dell'ozono e dovuta in parte al
naturale scambio che avviene con la stratosfetbe es@ariche elettriche durante i temporali,
ma prevalentemente & determinata da processi diafbone dell'inquinante, attraverso
complesse reazioni fotochimiche che coinvolgono tammanti primari - detti anche




1. PREMESSA

precursori - quali gli ossidi di azoto (NOed i composti organici volatili (COV) o
idrocarburi, le cui sorgenti sono per lo piu diurat antropica. Per azione delle radiazioni
ultraviolette, nella troposfera avviene una serieedzioni indicata come ciclo fotolitico
del’NO; durante la quale si ha continua produzione e sgoce degradazione dell’ozono. In
particolare il biossido d’azoto si riduce a mondedili azoto liberando ossigeno atomico:

NO; + hv—NO + O

dovehv = energia ceduta da fotoni di luce

L’ossigeno atomico si ricombina con I'ossigeno neolare:

O+ +M—>03+M

dove M = specie capace di assorbire I'energia ¥ibrale in eccesso prodotta dalla
reazione e di stabilizzare la molecola dif@rmatasi.

I monossido di azoto reagisce quindi con I'ozoiiormando biossido di azoto e ossigeno
biatomico:

NO +O;— NO; + O,

Il risultato netto di questo ciclo & percid esselmente un rapido ricambio di NG
livello della troposfera; tale ricambio e favoritta elevate concentrazioni di NO (Figura
1.2A). Quando nella troposfera sono presenti asgeeie chimicamente molto attive quali
gli idrocarburi (HC), il suddetto equilibrio vienspostato verso lI'aumento dell’'ozono
attraverso la sottrazione diretta di NO e la forimae di altri composti inquinanti (Figura
1.2B).

NO, NO &
o, 5/03 ‘__/‘—“--...02

NO, NO o
/ —_—
/ HC 03/ 02

CH,-C-0-0-NO, (PAN), ecc.
[}
o

Figura 1.2. A) Ciclo fotolitico indisturbato del biossido di azoto; B) interazione con gli
idrocarburi a formare lo smog fotochimico (da Lorenzini e Nali, 2005).

Oltre ai processi descritti, possono contribuita &rmazione di @la fotossidazione del
monossido di carbonio (CO), la formaldeide ed aftostanze organiche non metaniche,
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(Fishmanet al, 1985). Nonostante la sua produzione avvenga rake urbane, dove
prevalentemente si ha I'emissione degli inquingmiimari, € ampiamente accertata la
presenza di elevate concentrazioni dii® zone rurali e forestali (Stockwedit al, 1997,
Hunovaet al, 2011). Il trasporto a lunga distanza dell’ozondeg suoi precursori sembra
essere la causa principale di questo fenomeno €ChlB Harrison, 1985). In particolare
nelle aree rurali si verifica un accumulo di j@onseguente a movimenti orizzontali delle
masse d’aria, in condizioni di assenza o scarsiQl Cio determina un’elevata produzione
di ozono il quale pero non viene consumato, poiahe avviene la reazione tras ©® NO. Di
conseguenza i valori piu elevati di questo inquieas raggiungono normalmente nelle zone
meno interessate dalle attivita umane e dove ingareggiormente presente la vegetazione,
sia coltivata che spontanea.

La concentrazione di{'al suolo” & ad un livello dbackgroundé pari a circa 20-40 ppb
(1 ppb = 1,96:g m* a 20 °C e 101,325 kPa). La presenza sua & variabil'arco dell’anno e
della giornata. Il periodo piu critico per la foramane di tale inquinante € tipicamente quello
estivo. La Figura 1.3 riporta i valori medi mensili ozono rilevati da due centraline
automatiche della rete di monitoraggio degli inquith aerei dell’Agenzia Provinciale per la
Protezione dellAmbiente di Trento (APPA TN, htfpsvw.appa.provincia.tn.it/aria/).
Sebbene le due stazioni di misura si trovino in iamtb diversi, per quota e uso del suolo, i
profili giornalieri sono analoghi ed evidenziangitco delle concentrazioni centrato sui mesi
estivi.

® Trento, Parco Santa Chiara - 203 m s.l.m.
140 A Monte Gaza (TN) - 1601 m s.l.m.
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Figura 1.3. Andamento annuale delle concentraziomnedie di ozono registrate in due stazioni
della rete di misura degli inquinanti dell’aria della provincia di Trento poste a differenti quote
(APPA TN). I valori medi mensili si riferiscono al periodo 1999 - 2009.

Anche I'andamento giornaliero delle concentrazidniozono € variabile (Figura 1.4): i
valori massimi sono raggiunti generalmente nel payg®, durante le ore piu calde della
giornata, per poi scendere durante le ore nottermattutine; alle quote piu elevate il profilo
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giornaliero tende ad appiattirsi e le concentrazrestano costantemente elevate nel corso
delle 24 ore, con un leggero calo durante il mattin

@ Trento, Parco Santa Chiara - 203 m s.l.m.
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Figura 1.4. Andamento giornaliero delle concentrazini medie di ozono registrate in due stazioni
della rete di misura degli inquinanti dell’aria della provincia di Trento poste a differenti quote
(APPA TN). | valori si riferiscono al mese di giugm 2011.

Appare evidente che, oltre ad una variabilita r@ihgo (andamento giornaliero e
stagionale), l'ozono in ambiente montano mostrahanana variabilita nello spazio
strettamente dipendente dalla quota (Labhl, 1994; Bytnerowiczt al, 2004). Hunovaet
al. (2011) hanno riscontrato un gradiente altitudirailé,0 - 5,4 ppb ogni 100 m di quota fino
acirca 1.000 m s.I.m..

Nel corso dell'ultimo secolo le concentrazioni dzooo troposferico sono pressoché
raddoppiate (Vingarzan, 2004; Derwegital, 2007) e I'incremento appare particolarmente
rilevante dagli anni '50. Scenari di emissione miediti dallintergovernmental Panel on
Climate Change(http://www.ipcc.ch/publications_and_data/ar4/vegilfs.html) prevedono
per il futuro un ulteriore aumento dei valori. Ungiioramento della qualita dell’aria é
previsto per il futuro solo nel caso in cui vengamesse in atto le previste misure di controllo
delle emissioni degli inquinanti precursori (Gianhet al, 2011).
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1.2 Meccanismi di fitotossicita dell'ozono ed effet  ti sulla vegetazione

Come gia accennato, gli effetti fitotossici def’®@ono principalmente connessi al suo
elevato potere ossidante, conseguente al valorsutepotenziale di ossidoriduzione, pari a
+2,07 V. La tossicita dellozono puo essere deteata da una reazione diretta con le
biomolecole, che subiscono ossidazione, oppuréirghlzione alla formazione di radicali
liberi, in particolare di ROS. Il danno ¢ il risalib di reazioni biochimiche e fisiologiche che
avvengono nel mesofillo fogliare, con ripercussiontutto I'organismo vegetale. Le tipiche
reazioni da 0zono consistono in:

- diminuzione del contenuto di clorofilla e delgadotosintetico;

- cambiamenti nell’allocazione del carbonio;

- aumento dell’attivita antiossidante;

- riduzione della biomassa.

Inoltre, I'ozono appare indebolire la resilienzdlelespecie vegetali nei confronti di un
ampio range di stress biotici ed abiotici (Skastyal, 1998). Il fattore che incide sulla
fitotossicita dell'Q é la quantita effettiva d’'inquinante che raggiungéi reattivi all'interno
della foglia. L'ozono penetra principalmente ataeso gli stomi e tale flusso - regolato dalle
condizioni chimiche e fisiche che esso incontraadte la transizione dalla fase gassosa a
quella liquida - puo essere espresso dalla relazimficata come legge di Fick:

F=9*(G-0)

dove “F” rappresenta il flusso, “g” la conduttanZ&a” € la concentrazione di ozono
all'esterno della foglia e “Cquella all'interno, assunta uguale a zero. E diengvidente che
i fattori che maggiormente influenzano il flussdl'deono all'interno del mesofillo sono la
concentrazione esterna del gas e la conduttanzeatta.

Date le modalita di assorbimento dell'ozono e i ca@ismi con i quali si esplica la sua
fitotossicita, le piante possono adottare fondaaiergnte due strategie difensive per
proteggersi da questo inquinante: (i) esclusionko d&ress attraverso la chiusura delle
aperture stomatiche (Moldaat al, 2011); la riduzione della conduttanza stomatiga pero
comportare una diminuzione nell’assorbimento andbda CQ e quindi, se prolungata,
compromettere il processo fotosintetico; (ii) tadleza allo stress attraverso l'attivazione di
sistemi di detossificazione nei confronti delle @paeattive dell’ossigeno (Sharma & Davis,
1997; Plochlet al, 2000). A livello ultrastrutturale i cambiamentndotti dall’ozono
riguardano la perdita dell'integrita della membrae#iulare e la conseguente riduzione nella
capacita di trasportare sostanze chimiche e di enant I'omeostasi. Le membrane degli
organelli, in particolare quelle dei cloroplastne considerate particolarmente suscettibili al
danno da ozono. Come conseguenza del danneggiadwrtioroplasti si verifica il collasso
delle cellule del mesofillo secondo un tipico medsmo di risposta ipersensibile (HR)
generato dallaccumulo di ROS nel citoplasma (Wehigth et al, 2002). Recenti studi
hanno dimostrato che I'attivazione di un burssidativo e I'induzione di un meccanismo di
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risposta ipersensibile da parte dell’ozono sondlisanmeccanismi di difesa delle piante da
altri fattori sia biotici - come I'attacco di pateg (Kangasjarviet al, 2005) - sia abiotici
(eccesso di luce, deficit idrico). Gli effetti fttwssici dell’'Q si esprimono anche a livello
fisiologico. L’attacco della membrana del cloroptascomporta, infatti, la riduzione
dell’attivita fotosintetica e l'inibizione dell'attita della Rubisco (enzima Ribulosio bifosfato
carbossilasi), riducendo in tal modo la fissaziolela CQ. Secondo alcuni autori questa
riduzione € imputabile alla diminuzione della cantcazione di Rubisco nelle foglie piuttosto
che ad un decremento del suo stato di attivazidnscys et al, 2005). La riduzione
dell’attivita fotosintetica determina un decremengla produzione di zuccheri solubili ed
amido. Cio causa una riduzione della crescita coomseguenza del fatto che tali importanti
risorse sono sottratte al processo stesso di taestiutilizzate in processi di detossificazione
(Guderianet al, 1985).

Gli effetti sulla vegetazione si manifestano a Viaelli di organizzazione biologica ed in
diversi modi: come lesioni fogliari, riduzione dtalita e produttivita, aumentata suscettibilita
a stress di varia natura, sia biotici che abidcupaet al, 2001). Danni visibili sulle foglie
sono ritenuti la prima - e facilmente riconoscibieindicazione di stress ossidativo
determinato dalla presenza di livelli fitotossiciodono. La rilevazione dei sintomi fogliari &
frequentemente utilizzata per monitorare I'effettio questo inquinante sulla vegetazione
(UN/ECE, 2004; Hunovat al, 2011). L'ozono pud anche causare riduzioni netkscita
delle piante arboree con importanti ripercussionra- I'altro - sul sequestro di carbonio
dall’'atmosfera (Wittiget al, 2009). La perdita economica in seguito alla t@@roduzione di
biomassa legnosa causata dall’'ozono in Sveziangatti essere di 56 milioni € allanno
(Karlsson et al, 2005). Gli effetti dellozono si possono mostraaache a livello di
popolamento: gli individui piu sensibili, sui quéitbzono ha conseguenze negative maggiori,
hanno minori capacita di competere per I'approvnigimento delle risorse e dunque sono
destinati ed essere eliminati (Bussotti, 2008).

11
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1.3 Valutazione del rischio ozono per la vegetazion e

Per valutare il rischio che I'ozono pone sulla wagmne si fa comunemente riferimento al
concetto di livello critico, inteso coméa“concentrazione atmosferica dell'inquinante al di
sopra della quale possono verificarsi effetti n@gadui recettori, come gli esseri umani, le
piante, gli ecosistemi ed i materiali, sulla basdlel conoscenze attualfUN/ECE, 1996). Il
livello critico adottato per 'ozono e basato dulilice di esposizione cumulativa chiamato
AOT40 (Accumulated Ozone exposure Over a Thresholttentration of 40 ppb) e viene
calcolato secondo la seguente formula:

AOT 40 =%([Ogz]i— 40)
per [Gs]i > 40 ppb

Secondo la direttiva 2008/50/EU relativa alla gaalell’aria, questo indice rappresenta la
sommatoria delle eccedenze delle concentrazioniemadrie di Q al di sopra del valore di
80 ug m (circa 40 ppb) tra le ore 8.00 e le ore 20.00,mdmgio a luglio. La direttiva
stabilisce i valori di AOT40 per la protezione dellegetazione; in particolare, fissa un livello
critico di 18.000ug m>h (circa 9.000 ppb h) come media di 5 anni da rauggre nel 2010 e
un obiettivo di lungo periodo, non definito comadenza, di 6.00Qg ni* h (circa 3.000 ppb
h) da calcolare sul periodo maggio - luglio. In @mdJN/ECE (UN/ECE, 2004) il livello
critico per la protezione delle foreste e statdita pari a 5.000 ppb h per il periodo
compreso tra I'1 aprile e il 30 settembre per le diurne (radiazione luminosa maggiore o
uguale a 50 W ). Ad esso & associato convenzionalmente un daanalita riduzione di
biomassa del 5%, riferito a latifoglie ozono-seiisiffaggio e betulla) e in condizioni
ambientali sensibili (favorevoli all'assorbimentomatico di ozono) (Karlssoet al, 2004).

Negli ultimi anni nella comunita scientifica si empiamente discusso sulla possibilita di
sostituire, per la valutazione del rischio ozonojmglici di esposizione con modelli di flusso
stomatico cumulato (Millset al, 2011). Se l'uso dei flussi stomatici pud risudtar
concettualmente piu appropriato perché consentrabbstimare quanto ozono entra nella
pianta, va tuttavia tenuto in considerazione clmeodelli per stimare tali flussi richiedono
delle assunzioni e la necessita di stimare una separametri tali che I'errore associato alla
stima finale del flusso stomatico risulta sconori(Ferrettiet al, 2007b) e comunque di
difficile quantificazione (Gerosa & Anfodillo, 20D3

Il monitoraggio dell’ozono in 'Europa € stato aato con una certa sistematicita alla fine
degli anni ‘80 (Matyssek & Innes, 1999). Dal 2001ProgrammaEU and UN/ECE ICP
Forestsha lanciato una fase sperimentale per il monitaagigll'ozono nelle sue aree
forestali per ovviare al fatto che la maggior pads dati disponibili a livello europeo
riguardano aree urbane, suburbane ed industrialle de misure sono ottenute tramite
centraline automatiche. Tale fase sperimentale asabsu misure delle concentrazioni
atmosferiche di ozono con l'impiego di campionatoassivi e sulla valutazione dei danni
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visibili sulla vegetazione. Le concentrazioni réxgige in siti forestali italiani sono risultate
tali da determinare il superamento dei limiti sliigper la protezione delle foreste (Bussotti
& Ferretti, 2009).

1.4 1 livelli di ozono in Trentino: il contesto in cui si colloca lo studio

L’attivita sperimentale in campo é stata svoltatsuiitorio della provincia di Trento. Tale
studio si colloca all'interno di un progetto quimgunale piu ampio (zone EFFOR)T
(Gottardiniet al, 2011a) - svolto con il contributo e la collabocae del Servizio Foreste e
Fauna e dellAgenzia Provinciale per la protezide#’ Ambiente della Provincia Autonoma
di Trento - che ha l'obiettivo di comprendere deseélli di ozono in Trentino siano tali da
costituire un rischio potenziale per la vegetazienm caso affermativo, se siano riscontrabili
effetti sulla vegetazione (Figura 1.5).

Vegetazrione bersaglio
Bioindicatori | Yegetazione spontanea naturale e semi- | Alberi farestali
ad hoc naturale
: - Signfficativita
1 cono Modelli di .
dell'D, sulla defogliazione e proporzione
salute e la crescita degli vananza
crescita : Sp',EQatE
degi alberi? alberi dall'0y per
defogliazione
& crescita %
Ci sono Frequenza di |
L1H] into rri Rilievo dei — . o : -
w5 | Snem _ _ Rilievo del sintomi visibili HSEBIVAZONG | =g
specifici di sintomi . di sintarmi [14]
% 0j sulla visibili su su Viburnum lantana visibli dellO; | gy
vegetaz? S g relazione | =
£ Sono Nicotiana = — — : coniliveli di | ©2
O | correlati Rilievo dei sintomi visibili su vegetazione 0 Q
tabacum 3 Q.
Qf aror Be| W3 spontanea (diverse specie) @
Cta un Modelli di o |
rischio ) eccedenza
potenziale flusso dell'Cq delle soglie
per la s5U un sito di rischiT|
vegetazione i ozano nello
Soviito selezionato snazio e nei
all'oy? - — - - lrwelli
Misure e modelll di concentrazione di G5 e AOTAD ]
2007 2008 2009 2010 2011

Figura 1.5. Schema del progett®zone EFFORT nell’ambito del quale si colloca lo studio
specifico suV. lantana, oggetto della tesi.

Tre i quesiti ai quali si cerca di dare una rispasttraverso la realizzazione del progetto
Ozone EFFORT

1. C’e un rischio potenziale per la vegetazion€rentino dovuto all'ozono?

2. Ci sono sintomi specifici sulla vegetazione refabili all’'ozono?

13
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3. Ci sono effetti sulla salute e sugli accrescitngegli alberi imputabili al’'ozono?

Per rispondere alla prima domanda era necessanoscere i reali livelli di ozono
sull’intera superficie provinciale. | dati dispoiiibsi riferivano a quelli misurati dalle
centraline automatiche dellAgenzia Provinciale perProtezione delllAmbiente di Trento
(APPA TN, http://www.appa.provincia.tn.it/aria/pliocate prevalentemente in area urbana e
in fondovalle, tranne quella del Monte Gaza posfa6®1 m s.I.m.. | dati di quest’ultima e
quelli rilevati al Passo Lavazé nellambito del gmramma CONECOFOR (Ferrettit al,
2003) evidenziavano la presenza di concentraziewviagee di Q, ma non esistevano misure
sistematiche in aree forestali capaci di forniréorimazioni sull'effettiva distribuzione
territoriale di questo inquinante. Pertanto, ndd2@ stata avviata una serie di campagne di
misura delle concentrazioni di ozono installandang@mnatori passivi (PASSAM AG,
http://www.passam.ch/ozone.htm) presso i 15 sithdnitoraggio delle condizioni dei boschi
che ricadono sul territorio provinciale delle faeegrete UE-UN/ECE di Livello I; densita
nominale: 1 punto ogni 225 Kmcorrispondente ad una rete di circa 15x15 km)nisure
sono state estese nel 2009 ad altri 5 siti foliestlb scopo di rendere piu uniforme la
copertura del territorio provinciale (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Dislocazione dei siti di misura del’Qcon campionatori passivin provincia di Trento
per il progetto Ozone EFFORT.

| campionatori passivi per la misura dell’ozono caostituiti da fiale in polipropilene con
un filtro in fibra di vetro imbevuto con soluziom acido acetico e 1,2-di(4-piridil)-etilene,
che reagisce con 'ozono entrato nel campionateredgfusione. La reazione comporta la
formazione di un’aldeide, la cui determinazione mjilativa mediante spettrofotometria (a
442 nm) consente di risalire alla concentraziondimeraria settimanale di ozono, espressa
in pg m*. Le concentrazioni di ozono vengono convertiteudam® a ppb, applicando il
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coefficiente di conversione di 1,9632 riferito and@ioni di pressione e temperatura standard.
Per le stime dei valori di esposizione (AOT40)aautilizzata una funzione lineare applicata
ai valori medi settimanali di concentrazione dimad¢Ferrettiet al, in prep.).

Sulla base delle misure di ozono, ripetute dal 28102011 nei periodi maggio — luglio, e
stato possibile, attraverso approcci modellistici de geostatistica, spazializzare le
concentrazioni di ozono e 'AOT40 a livello proviale con risoluzione unichilometrica
(Bacaroet al, 2008). Questo lavoro ha evidenziato diffusi ej@ienti superamenti dei livelli
di ozono ritenuti potenzialmente dannosi per laetagione (Figura 1.7) (Gottardiet al,
2009; Gottardiniet al, 2010b; Gottardinet al, 2011b). Da una valutazione conservativa e
infatti emerso che, se si considera il valore ¢letper il 2010 della direttiva 2008/50/CE
dell’'Unione Europea per la protezione della vegetaz (9.000 ppb h), circa il 10% della
superficie forestale trentina € esposta a valoriozthno potenzialmente dannosi; questa
percentuale sale al 57% e all'83% se si consider@pettivamente i livelli critici UN/ECE
(5.000 ppb h) e la soglia di rischio stabilita d#tione Europea come obiettivo di lungo
termine per la protezione della vegetazione (3)i®h).

EU Target 2010: 9.000 ppb h UNECE LRTAP
Gothenbourg Protocol: 5.000 ppb h

100% -
[ |
80% -
60% -
40%
20% .
0%
EU Target  UN/ECE EU Long-
2010 term 2020
M Assenza rischio
Eccedenze tra 1 e 2 volte la soglia rischio

B Eccedenze maggiori di 2 volte
la soglia rischio

Superficie, %

Figura 1.7. Mappe di rischio ozono per la vegetazie del Trentino elaborate sulla base dei dati
di concentrazione di ozono misurati nel 2007 e moliati per tutta la provincia. | limiti presi a
riferimento sono quelli stabiliti dalla direttiva 2008/50/CE dell’Unione Europea e dallUN/ECE.

Conseguentemente sono stati intrapresi studi spiecifrati a verificare se tali livelli di
ozono erano in grado di provocare effetti misurahilla vegetazione. Si € dunque proceduto
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per passi successivi, prendendo inizialmente insidenazione una pianta notoriamente
supersensibile all'ozono, la cultivar di tabactbcptiana tabacuni.) Bel-W3 (Cristofolini
et al, 2011). Le piante di tabacco sono state espostende un disegno sperimentale basato
Su un approccio statistico che permette di esciudeori dovuti a criteri soggettivi di scelta
delle aree di studio e a controllare gli errori gégonari. Lo studio ha permesso di verificare
che i livelli di ozono in Trentino sono tali da cawe un danno alla vegetazione sensibile,
proporzionale alle concentrazioni misurate. Il passccessivo € stato quello di capire cosa
accade alla vegetazione spontanea. Pertanto, awegli2008-2011 sono state condotte una
serie di campagne di osservazione in siti forestatate a verificare se vi fossero sintomi
fogliari sulla vegetazione spontanea imputabilioathno; i rilievi sono stati effettuati
riferendosi alla metodica ICP Forests (Submanualtie Assessment of Ozone Injury on
European Forest Ecosystems - Intensive MonitoringlotsP Level I -
http://www.ozoneinjury.org). Nei siti di Livello ¢onsiderati nello studio e nel siti di Livello
Il di Passo Lavaze (TN), nessuna delle specie Egnitevate ha mostrato sintomi attribuibili
all'ozono. Al fine di valutare in maniera piu esaustiva i pbiis effetti dell’'ozono sulle
foreste in Trentino, e in corso uno studio corretasull’accrescimento e lo stato di salute
delle piante forestali in relazione ai livelli diquinante.

Il lavoro svolto con questa tesi sulla specie ozsamasibileV. lantanas’inserisce nella
serie di studi realizzati nellambito del progetzone EFFORTche hanno lo scopo di
comprendere i reali effetti dell’ozono sulla vegabae in Trentino.

1.5 Il biomonitoraggio dell’ozono

Sviluppo di sintomi fogliari, alterazioni nellaascimento e nella capacita riproduttiva,
ridotta vitalita sono alcune delle possibili consegze per le piante dell’esposizione
all'ozono. Tali effetti possono essere considecatne indicatori di risposta attraverso i quali
riconoscere e misurare I'azione dell’ozono sullgetazione. S’introduce cosi il concetto di
monitoraggio biologico, cioé l'uso di organismi pettenere informazioni sulla qualita
dellambiente attraverso I'osservazione e I'analisndicatori di risposta. || biomonitoraggio,
che si basa sulla sensibilita di un organismo meifronti di uno o piu inquinanti, € un
possibile approccio per stimare l'effetto complessdi tali fattori di stress su comunita
biologiche (Markert, 2007; Sawidis et al., 2011nlel sistema di analisi valuta gli effetti
integrati dell'inquinamento e dei fattori che passantervenire a modificare la risposta delle
piante agli inquinanti (fattori ambientali, statsidlogico). | requisiti per poter considerare un
organismo come buon bioindicatore sono (Doley, 2010

(i) ampia diffusione sul territorio;

(ii) elevata e documentata sensibilita all'inquiteg

(iii) specificita della risposta all'inquinante;
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(iv) capacita di rispondere all'inquinante duranitto il periodo vegetativo;
(v) risposta quantitativa in relazione con i livdi esposizione all’inquinante.

Vi sono specie che rispondono a tali requisiti sgomo dunque essere utilizzate come
indicatrici per ottenere informazioni sulla presgrezsugli effetti di livelli fitotossici di ozono.
Da quasi cinquant’anni il biomonitoraggio dell’ozowaiene realizzato impiegando la cultivar
ozono-sensibile di tabaccdlicotiana tabacuni.) Bel-W3 (Krupaet al, 1993; Klumppet
al., 2006; Naliet al, 2006): questa pianta sviluppa tipiche lesioniligzgche consistono in
necrosi bifacciali grigiastre distribuite sulla lema fogliare. La concentrazione soglia
necessaria per lo sviluppo di sintomi & di 40-5b per esposizioni di circa 5 ore, di 30 ppb
per 8 ore (Heggestad, 1991). Solitamente si uihpzpiante adulte che restano esposte per
circa 4 settimane. Personale ben addestrato rilevaercentuali di superficie fogliare
danneggiata per il calcolo ddleaf Injury Index (LII). Lintera procedura e stata
standardizzata ed & contenuta in una norma megsan@® da VDI (Verein Deutscher
Ingenieure) (VDI, 2003). Una metodica alternativ@gssa a punto dall’'Universita di Pisa
(Lorenzini, 1994), prevede l'uso di germinelli ¢ma foglia lunga 1 cm) al posto delle piante
adulte. | germinelli, organizzati in kit miniatueiati, vengono esposti all'aria ambiente per
brevi periodi (7 giorni). Utilizzando tali kit, sorstati svolti diversi studi ambientali su livelli
ed effetti dell'ozono (Lorenzingt al, 1995b, a).

Altro bioindicatore, diffuso a livello internaziolea € la cultivar di trifoglioTrifolium
repens cv Regal (http://icpvegetation.ceh.ac.uk/), condie cloni NC-S e NC-R,
rispettivamente ozono-sensibile ed ozono-resistéptesti, testati negli Stati Uniti, mostrano
differenze nella crescita in seguito ad esposizialiezono, mentre rispondono in modo
analogo ad altri fattori che influenzano la cresdelle piante. La crescita del clone ozono-
sensibile NC-S e inferiore a quella del clone ozm®istente NC-R quando le piante sono
esposte ad alti livelli di ozono. Tale metodicavdiutazione degli effetti del’ozono sembra
essere meno soggettiva di quella basata sulla stendanni fogliari. (Heaglet al, 1994).
Essa e stata adottata per studi sugli effetti @adho su coltivazioni e piante non legnose
nellambito del framework ICP-Vegetation del UN/ECHternational Cooperative
Programme (Convention on Long-Range Transboundar@lution).

La ricerca di un ulteriore bioindicatore per 'ozoha portato all’individuazione della
Solanaced.ycopersicon pimpinellifoliunglriti et al, 2006). Si tratta di una pianta selvatica
nativa del Sud America, che puo essere facilmenitevata.

Per quanto riguarda l'uso di piante arboree nembioitoraggio dell’'ozono, i cloni di
pioppo P. maximowicziiHenry x P. x berolinensisDippel (nome breveOxford clong e
Populus x euramericangdDode) Guinier cv. Dorskamp sono attualmente a#dti nel
progetto PO3PLAR (http://www.wsl.ch/fe/walddynanpidjekte/po3plar/index_EN) come
complemento del programma di valutazione dei ddanbzono presso i siti di monitoraggio
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delle foreste di Livello Il svolto dal gruppo dmviaro Ambient Air Qualitydell'ICP-Forests, |l
programma di monitoraggio delle foreste a livellorapeo (International Co-operative
Programme on Assessment and Monitoring of Air RiolfuEffects on Forests) istituito dalla
United Nations Economic Commission for Europe (UGIE.

Gli esempi di biomonitoraggio fino ad ora illustrai riferiscono ad un approccio
cosiddetto “attivo”, che prevede I'esposizioaé hocdi piante indicatrici nei siti dove si
intende monitorare gli effetti dell'inquinante. Neempre e pero possibile estendere i risultati
ottenuti con i bioindicatori attivi alla vegetazematurale e semi-naturale a causa delle
differenze genetiche, della composizione della autauma soprattutto degli adattamenti
ambientali. Inoltre il comportamento dei bioindmatattivi potrebbe essere influenzato anche
dal radicale cambiamento delle condizioni in segalt'esposizione. Pertanto, per monitorare
gli effetti dellozono sulla vegetazione spontareauni autori (Chappelkat al, 1999;
Manninget al, 2002; Davis & Orendovici, 2006; Paoletti al, 2009)suggeriscono 'uso di
piantein situ. Tale approccio potrebbe garantire una rispodta gente solo al verificarsi di
condizioni ambientali favorevoli all’'assorbimentmmatico di una quantita tale di ozono - e
per un tempo sufficientemente lungo - da determitarattivazione (o il superamento) dei
meccanismi di difesa delle piante (Mannigigal, 2002). Inoltre le piante spontanee sono gia
ben adattate allambiente e non dovrebbero quinblire stress aggiuntivi dovuti al trapianto
e/o alle variazioni delle condizioni ambientali.

Un esempio, a questo proposito, € rappresentata gpécie erbace@entaurea jacea
spontanea in gran parte d’Europa. Recentementg@ stiluppato dallUNECE International
Cooperative Programme on Vegetation un protocodo lfutilizzo di questa pianta per
valutare gli effetti dell'esposizione all'ozono (Miet al, 2005).

Programmi di biomonitoraggio basati sull'osservaeiadi specie spontanee sono stati
sviluppati in Europa e Stati Uniti (Coulstat al, 2003; Smithet al, 2007; Waldneeet al,
2007; Bussotti & Ferretti, 2009).

Rispetto al biomonitoraggio attivo, l'uso di specgpontanee come bioindicatori
(biomonitoraggio “passivo”) offre alcuni vantaggagici, ad esempio per studi in aree remote
e su larga scala, dove il mantenimento di pianfgos&e ad hoc sarebbe - tra laltro -
difficoltoso. Occorre pero tenere in consideraziche I'uso di specie spontanee introduce
anche alcuni elementi di “disturbo”, quali la védnildga genotipica e fenotipica allinterno
della specie, che possono comportare una certabiléd nella risposta del bioindicatore e
dunque difficolta nell’interpretazione dei risultéfallaet al, 2000). Tali fattori possono pero
essere in parte controllati adottando un apprapmigegno sperimentale (Ferretti & Cozzi,
2002; Bussottet al, 2005) ed implementando procedure&iality Assurancaegli studi di
biomonitoraggio (Ferrettet al, 2009; Ferretti, 2011); ci0 € necessario per poitenere dati
affidabili, comparabili e ripetibili, sulla baseidpiali trarre conclusioni sostenibili.
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D’altra parte, I'incorporazione della variabilit@lth risposta derivante dal bioindicatore e
coerente con il concetto che sta alla base delldisspecie spontanee, cioé la possibilita di
stimare le risposte della vegetazione effettivamgméesente. L'uso del bioindicatore passivo
non mira a conoscere i livelli di ozono ma piuttost comprendere il reale impatto sulla
vegetazione.

1.6 La specie ozono-sensibile Viburnum lantana L.: rispondenza ai
requisiti di un bioindicatore

Per la realizzazione della ricerca é stata scaltgpécie arbustive. lantanal. Il motivo
della scelta di questa specie risiede nella suaomdenza ai primi tre requisiti di un
bioindicatore.

Questa pianta appartiene alla Famiglia delle Calptee (Tabella 1.1), ha portamento
cespuglioso ed e alta 1 - 3 m. | rami giovani spabescenti per peli stellati; i rami terrestri
sono radicanti. Le foglie sono opposte, brevempiteolate con lamina ovale - lanceolata o
ellittica, appuntita, dentellata, rugosa e verderemella pagina superiore, piu chiara e con
fitta pubescenza in quella inferiore. | fiori soaomafroditi e riuniti in corimbi terminali di
circa 1 dm di diametro; il calice € verde a cingleati, la corolla bianca, campanulata, divisa
in cinque punte ovali; i cinque stami hanno filatndmanchi e antere gialle, i germogli sono
rosa. | frutti sono drupe ovali che racchiudononaeciolo marrone e piatto; a seconda del
grado di maturazione variano dal verde, al ros$opemo. Fiorisce tra aprile e maggio
(Pignatti, 1982) (Figura 1.8).

Tabella 1.1. Inquadramento tassonomico d¥. lantana L.

Regno Piante

Subregno Tracheobionta
Divisione Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Asteridae

Ordine Dipsacales
Famiglia Caprifoliaceae
Genere Viburnum L.
Specie Viburnum lantana L.
Nomi volgariit. | lantana, lentaggine, viburno
Nome volgare en|. wayfaring tree
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Figura 1.8. Fiori e frutti di V. lantana L.

Rispondenza al requisito (i): ampia diffusione suterritorio

V. lantana € piuttosto diffusa nel Nord America, dove €& cdasita specie aliena
potenzialmente invasiva
(http://carolinian.org/Documents/student_assistaigsprogram/Reports/Invasive%20Alien
%20Species%20Found%20in%20Carolinian%20Zong.pdf diffusa nelle regioni calde
dell'ovest, centro e sud Europa (Kollmann & GruBb0?2); in Italia & presente nelle regioni
centro settentrionali (Figura 1.9); vegeta sino.@0@ m s.l.m. su pendi rocciosi, in boschi
caducifogli termofili (soprattutt@uercetum pubescentispecialmente ai margini e in zone
assolate, su suoli magri e ricchi di calcio.

Figura 1.9. Distribuzione diV. lantana L. in USA (United States Department of Agriculture

Natural Resources Conservation Servicehttp://plants.usda.gov/java/), in Europa (Kollmann &

Grubb, 2002) e in Italia (Dipartimento di Scienze @lla Vita, Universita di Trieste - Progetto
Dryades; http://www.dryades.eu/homel.html).
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Anche in Trentino, territorio sul quale sono s&iolti gli studi in campo di questa tesi, la
specie e ampiamente presente (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Segnalazioni dV. lantana in Trentino (da: Cartografia Floristica del Trenti no,
Museo Civico di Rovereto).

Rispondenza ai requisiti (ii) e (iii): elevata e doumentata sensibilita all'inquinante e
specificita di risposta

V. lantana € una specie nota per la sua sensibilita alloztmposferico, verificata
attraverso numerosi studi svolti in ambiente cdlato (VanderHeydemt al, 2001; Zhanget
al., 2001; Novaket al, 2003; Orendovicet al, 2003; Gravancet al, 2004; Novaket al,
2008). In risposta all'esposizione a questo ingui@amanifesta un peculiare quadro
sintomatico fogliare che consiste in punteggiafistgples) internervali di colore da rosso-
scuro a bruno-nere che si sviluppano sulla factéssiale della lamina fogliare (Figura 1.11).
Le stipples corrispondono a gruppi di cellule néche nel parenchima a palizzata; tali
cellule tendono ad accumulare metaboliti ed a ssHlee, assumendo una tipica forma ad
“0ss0”. Spesso le punteggiature sono associatenadiffuso arrossamento; l'intensita dei
sintomi tende ad aumentare nel tempo ed interessalpntemente le foglie piu vecchie
(Inneset al, 2001).
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Figura 1.11. Tipici sintomi fogliari imputabili al 'ozono L. suV. lantana (a) e sezione al
microscopio ottico di mesofillo di foglia sintomatta (b).

In Tabella 1.2 sono riportati i principali studir@otti su questa specie in relazione alla sua
sensibilita all'ozono, specificando le condiziorpesmentali, i parametri analizzati e i
principali risultati ottenuti.
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Tabella 1.2. Rassegna dei principali studi condotg8u piante diV. lantana esposte a ozono. OTC
= Open Top Chamber; AA = aria ambiente.

Letteratura di Condizioni sperimentali Parametro Risultati principali

riferimento analizzato

Skelly et al, | Fumigazione di specie Sintomi fogliari Piante con sensibilita alkO

1998 autoctone (piantine) con decrescenteV. lantana>
0330, 60, 90, 120 ppb per Morus nigra> Betula pendula
7 ore/giorno, 5 = Rumex acetosa Prunus
gg/settimana, 5 settimane serotina

VanderHeyden | OTC: camere filtrate con | Percentuale di foglia | Comparsa di sintomi piu

et al, 2001 riduzione dell’GQ ambiente | sintomatica; precoce in camere non filtrate;
del 50%; camere non Percentuale di foglie | V. lantana(conPrunus
filtrate sintomatiche per pianta serotinae Rhamnus catartida

e una delle specie con magg
sensibilita

Zhang et al, | AA, OTC filtrate Sintomi fogliari (SF); V. lantanae tra le specie che

2001 (03=0,5xAA) e non Fotosintesi netta (FN); | mostra pit marcatamente SH
(03=0,96xAA); Scambi gassosi (SG); | riduzione di FN e CS
10 specie arboree e Conduttanza stomatica
arbustive (CS)

Remic et al, | 9 popolazioni dV. lantana | Sintomi fogliari; Assenza di sintomi sJ.

2002 raccolterandomin pigmenti fotosintetici; | lantana;

Slovenia e trapiantate in u
sito rurale ed in un sito
urbano

hacido ascorbico

Aumento di ac. ascorbico e
carotenoidi (indice di maggio
stress ossidativo) nel sito
rurale

Bussotti et al,
2003

AA;
piante spontanee

Sintomi fogliari

V. lantana(conFraxinus
excelsiore Populus nigra
sviluppa i danni piu intensi (%
di foglie danneggiate, % di
superficie fogliare
sintomatica)

Orendovici et | Fumigazione di specie Percentuale di V. lantanae una delle specie

al., 2003 spontanee con 30, 60, 90,| superficie fogliare pit sensibili all’ Q; AOT40
120 ppb Qper 7 danneggiata soglia per lo sviluppo di
ore/giorno, 5 sintomi = 1.189 ppb h
giorni/settimana

Novak et al, | AA, OTC filtrate Percentuale di V. lantanae una delle sp. piu

2003 (0s=0,5xAA) e non superficie fogliare sensibili con alta % individui

filtrate;
12 specie arboree e
arbustive

danneggiata per pianta
percentuale di foglie
sintomatiche per pianta

sintomatici;

i sintomi iniziano a fine mag
(2001) - meta lug (2000) con
4.000 e 12-14.000 ppb h
rispettivamente;

a fine stagione 15% di
superficie fogliare &

danneggiata
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Letteratura di
riferimento

Condizioni sperimentali

Parametro
analizzato

Risultati principali

Gravano et al,
2004

OTC filtrate (=0,5xAA)
e non (@=0,92xAA);

3 specie arboree e arbusti
(V. lantana, Fraxinus
excelsior, Prunus avium

Sintomi fogliari;
struttura anatomica dei
vesintomi;

fluorescenza della clat
scambi gassosi fogliari

V. lantanasviluppa
arrossamenti per accumulo d
antociani;

i sintomi appaiono a giugno €
raggiungono il picco in
agosto;

V. lantanaevidenzia
alterazione strutturale dei
cloroplasti e prematura
senescenza,;

I'efficienza fotosintetica
decresce progressivamente;
si ha diminuzione di Rs,

¢po, Vo, RC/CS e aumento di
VeV,

Bussotti et al, | AA con elevato @(media | Sintomi fogliari e V. lantanamostra sintomi a
2005 aprile-settembre: 57,8-73,8 microscopici; fine luglio (con valori di
ul1™; fluorescenza della cll | AOT40>livelli critici)

5 specie legnose (OJIP test); Allo sviluppo dei sintomiy.
microimmagini, lantanamostra riduzione djso
microspettrofluorimetrig

Bussotti et al, | Piante arboree, arbustive edintomi fogliari; Concordanza del 63,6% con
2006 erbacee in vivaio e in validazione e qualita deiteam di esperti

campo dati acquisiti nell’attribuzione dei sintomi
nell’ambito deldth da G perV. lantana
UN/ECE ICP-Forests
Intercalibration Course

Novak et al, | AA, OTC filtrate Anelli di accrescimento| In AA e OTC filtrataV.
2007 (03=0,36xAA) e non annuale; lantanasviluppa sintomi

(05=0,92xAA); 3°C negli anell;; fogliari a fine maggio-inizio

3 speciePopulus nigra scambi gassoi fogliari; | giugno;

V. lantana,Fraxinus sintomi In V. lantanaO; non riduce gli

excelsio) anelli di accrescimento

Novak et al, | AA, OTC (0;=0,47xAA); | Sintomi fogliari; V. lantanasviluppa sintomi
2008 2 specie fFagus sylvatica, | accrescimento e prima diF. sylvatica

V. lantang in monocoltura
e mix

biomassa

V. lantanamostra piu sintomi
in mix che non in monocoltur

Calatayudet al,
2010

OTC con aria filtrata (CF) ¢
non filtrata piu ozono 30
ppb (NF+) per 8 h al giorn
per 4 mesi;

2 coppie di specie arbustiv
sempreverdi e decidue
(Pistacia terebinthus vs. P
lentiscus; V. lantana vs. V.
tinus)

> Superficie fogliare;
sintomi fogliari;
D scambi gassosi;
contenuto clorofilla
eSPAD;
fluorescenza della clal

V. lantanasviluppa per prima
i sintomi, con AOT40=2755
ppb;

Nelle sp. caducifoglie\{.
lantanae P. terebinthugsi ha:
- signif. riduzione di
assimilazione di C&
conduttanza stomatica,
efficienza e capacita di
rigenerazione di Rubisco;

- alterazione precoce dei
parametri di fluorescenza:
riduzione di®rsie gqP;

O; non fa aumentare la

superossido dismutasi (SOD
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1.7 Obiettivo della ricerca e struttura del progett o

La presente ricerca mira a studiare le rispostefatomiche, fisiologiche, biochimiche e
geniche della specie arbustiValantanain relazione all’esposizione allo stress ossidata
ozono. L'obiettivo generale della ricerca € vedfie la possibilita di utilizzare tale specie in
programmi di biomonitoraggin situ per valutare I'effetto tossico dell'ozono tropaste
sulla vegetazione spontanea. A tale scopo occogl@nnarmente accertare I'esistenza dei
requisiti necessari ad un organismo affinché pessare considerato - e dunque utilizzato -
come bioindicatore (vedi capitolo 1.5). Sebbenequisiti (i) e (ii) e (iii) siano gia stati
largamente documentati (vedi capitolo 1.6) e durgjaeben nota la sensibilita @i lantana
nei confronti dell’ozono, accertata la specifiait@dlle manifestazioni sintomatiche in termini
di danno fogliare e verificata I'ampia diffusiona thle specie, occorre verificare la
rispondenza ai requisiti iv) e v): non esiste itifatcuna documentazione sull’evoluzione
temporale delle risposte della pianta nel corsbintelra stagione vegetativa e nemmeno sulla
relazione tra l'intensita delle risposte (morfoldue, biochimiche, fisiologiche e genetiche) ed
I livelli di esposizione allozono. Occorre inoltreerificare l'intero set di requisiti in
condizioni reali di campo e in un’area relativaneeaimpia, prendendo in considerazione
anche indicatori di risposta diversi dal sintomglifare.

Per cercare di chiarire questi aspetti fondamengaticerca e stata organizzata in due studi
osservazionali, svolti in condizioni reali di cam@au piante spontanee. Entrambi gli studi in
campo sono stati svolti in Trentino (nord ltalia).

(D I primo studio, realizzato nel 2009, miravaispondere al seguente quesko:lantana
risponde all'ozono durante tutto il periodo vegetz® A tal fine sono state effettuate
osservazioni e misure su piante spontanee natungdmesposte a due livelli di ozono,
corrispondenti a due aree di dimensioni limitatek(d?), ripetute regolarmente durante il
principale periodo vegetativo (maggio - settemb&eppo di questo primo studio era I'analisi
dell’andamento temporale delle risposte delle giasposte a due livelli di ozono.

(I 1l secondo studio, realizzato nel 2010, miraaraispondere al seguente quesNo:
lantanamanifesta una risposta quantitativa in relaziooe idivelli di esposizione all'ozono?
A tal fine sono stati effettuati rilievi di frequea di piante sintomatiche a diversi livelli di
esposizione allozono e di quota. Con questo stwli@ voluto verificare se esiste una
relazione significativa tra livelli di esposiziold’'ozono (causa) e sintomi fogliari (effetto),
in termini di percentuale di piante sintomaticheie®o secondo studio in campo ha avuto
come dominio spaziale l'intera superficie dellayncia di Trento.

Allo scopo di approfondire le conoscenze relativateeagli effetti dell’ozono a livello
biochimico, fisiologico e genico sulla specie ime®, e stato parallelamente realizzato anche
uno studio in ambiente controllato.
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(Il1) Piante coltivate dV. lantanasono state sottoposte a fumigazione con conceomiaz
note di ozono (trattato), mentre altrettante piast@io state mantenute alle medesime
condizioni ambientali ad esclusione dell’ozono (colio). Con questo approccio & possibile
verificare le risposte delle piante al solo fattatie stress indagato (ozono), escludendo
l'interferenza di altre variabili. Le piante sontate analizzate relativamente alle risposte
morfologiche (sintomi fogliari ed accrescimentigidlogiche (fluorescenza della clorofilla),
biochimiche (contenuto fogliare di pigmenti fotdsiici e carboidrati) e geniche (PCR-
select). L’ampliamento dello spettro di indicatdririsposta considerato mira non solo ad
approfondire le conoscenze circa gli effetti dedboo su tale specie, ma anche a capire se vi
sia la possibilita di ottenere indicazioni precsail’esistenza di situazioni di stress per la
pianta, prima della comparsa dei sintomi. Tale ojymita & sottolineata anche da altri Autori
(Scebbeet al, 2006): variazioni a livello molecolare, cellulardisiologico potrebbero infatti
essere considerate come biomarker utili ad evide®ziin maniera precoce - un rapporto di
causa-effetto tra I'inquinante e la risposta meliabalella pianta.

Lo studio in ambiente controllato € stato realiazatesso il Dipartimento Coltivazione e
Difesa delle Specie Legnose "G. Scaramuzzi" delVersita di Pisa, per quanto concerne sia
I'allevamento delle piante ed il trattamento dellesse con ozono in camera di fumigazione,
sia le analisi biochimiche. Le analisi biomolecotno state svolte presso il Dipartimento di
Genomica e Biologia delle Piante del Centro Riceedalnnovazione della Fondazione
Edmund Mach.
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2. STUDIO OSSERVAZIONALE IN CAMPO 2009

2.

PRIMO STUDIO OSSERVAZIONALE IN CAMPO: ANDAMENTO
TEMPORALE DEI SINTOMI FOGLIARI E DELLA RISPOSTA
FOTOSINTETICA

Verifica del requisito (iv):  Viburnum lantana risponde all'ozono durante tutto il
periodo vegetativo?

2.1 Introduzione

E’ accertato dalla letteratura clielantanaé una specie assai diffusa, sensibile all'ozono e
che i sintomi fogliari sviluppati in seguito ad esfione a tale inquinante sono piuttosto
specifici e facilmente riconoscibili (vedi capitolh6). La possibilita di impiegare questa
specie come bioindicatore & subordinata alla weriflella rispondenza ad altri due requisiti:
la capacita di rispondere allozono durante la istag di crescita e in maniera quantitativa
rispetto al livello di esposizione all’inquinant@oltre, nell’ottica di impiegare tale specie
come bioindicatorén sity, tutti i suddetti requisiti richiedono di essesxificati in condizioni
reali di campo.

Lo scopo di questo primo lavoro e verificare, imdizioni reali di campo, lo sviluppo
temporale delle risposte ¥i lantanaall’ozono. Gli indicatori di risposta consideratino (a)

il sintomo fogliare ozono-specifico, (b) il conteéaudi clorofilla e (c) la fluorescenza diretta
della clorofillaa.

(a) E’ nota la possibilita di ottenere rapidamegiggynomicamente e anche su ampie aree,
indicazioni sugli effetti d'inquinanti atmosferiaittraverso la valutazione dei sintomi fogliari
(Doley, 2010; Kivimaenpaat al, 2010; Hunovaet al, 2011; Millset al, 2011). In seguito ad
opportuno addestramento degli operatori e utilidpanna guida fotografica di riferimento, il
riconoscimento dei sintomi fogliari imputabili alono sw/. lantanaé piuttosto semplice e
non lascia dubbi d’interpretazione. Ci0 nonostasietratta sempre di una valutazione
soggettiva e pertanto i dati che si ottengono puossasentire di una variabilita legata
all'osservatore.

(b) Pur fornendo un indicatore di risposta aspeajfil contenuto fogliare di clorofilla
misurato dallo strumento SPAD e un’altra possitelenica per valutare in modo indiretto un
eventuale stato di sofferenza della pianta (Lawetoal, 2001; Bindiet al, 2002; Neufeldet
al., 2006). Lo strumento utilizzato & portatile e dé&rtica su cui si basa non é distruttiva e
dunque adatta per studi in campo ripetuti nel tesylle stesse piante. In questo lavoro i dati
sul contenuto di clorofilla sono messi in confronton gli altri indicatori analizzati —
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maggiormente specifici per 'ozono - al fine di @sziare eventuali relazioni tra essi e
dunque di verificare la possibilita di ottenereigadioni sull’impatto dell'ozono anche con un
indicatore non specifico.

(c) La misura della fluorescenza della clorofélanel fotosistema 1l (PSIl) e una tecnica
particolarmente adatta per studiare gli aspetiplogici della fotosintesi e per valutare
condizioni di stress nelle piante dovute a variesea(Maxwell & Johnson, 2000; Willits &
Peet, 2001; Redillast al, 2011). In particolare, I'analisi della cineticalece € ampiamente
usata per ottenere informazioni sull'efficienza Idegparati fotosintetici. Questa tecnica
consente di valutare lo stato fisiologico di canmpifotosintetici e dunque di analizzare gli
effetti di vari stress sulle piante, compreso quelbvuto all'ozono (Bussotiet al, 2007,
Goumenakiet al, 2010; Bussottet al, 2011a). Anche in questo caso si tratta di unai¢ac
non distruttiva, applicabile attraverso I'uso diustenti portatili e dunque potenzialmente
adatta per studi in campo ed in zone remote. Coestqustudio si vuole verificare
I'applicabilita dell'analisi della cinetica velocdella fluorescenza della clorofilla in
condizioni reali di campo, valutando: (i) aspetgtodologici relativi alla rappresentativita del
campione analizzato; (ii) la possibilita di ideit#re parametri di fluorescenza precoci, in
grado di evidenziare uno stato di sofferenza deitanta prima della comparsa di sintomi
visibili.

2.2 Materiali a Metodi
2.2.1 Disegno sperimentale

Lo studio e stato realizzato in due aree del Tnentcaratterizzate da due distinti livelli di
ozono troposferico e selezionate sulla base daltais ottenuti con un precedente lavoro
realizzato al fine di valutare gli effetti dell'o@o troposferico sulla vegetazione sensibile
(Nicotiana tabacumL. cv. Bel W3) (Gottardiniet al, 2010a; Cristofoliniet al, 2011).
Nell’ambito del suddetto lavoro, nel 2007 era stséezionata un’area delle dimensioni di
15x15 km, situata nella parte centrale della sugerprovinciale con I'obiettivo di “coprire”
un range di concentrazioni di ozono piu ampio pmlkesisu una superficie relativamente
ridotta (Figura 2.1). Tutte le N celle uni-chilomehe idonee (N=154) presenti nell'area e
ricadenti nella fascia altimetrica sotto i 1.000sthm. erano state classificate per il livello
stimato di ozono sulla base dei dati forniti dafladellistica Calgrid (TECHNE, 2006). Dei
154 valori medi di ozono predetti dal modello eratati calcolati il 10° e il 90° percentile,
risultati rispettivamente:

- 10° percentile = 77,4pg m>

- 90° percentile = 110,869 m”
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Questi valori sono stati assunti come limiti pefirdee le celle a basso ozono (n=16; con
valori inferiori al 10° percentile) ed alto ozono=(6; con valori superiori al 90° percentile).
Sei (3+3) celle 1x1 km erano state casualmenteiselate tra quelle classificate a basso (3) e
ad alto ozono (3) e monitorate per i livelli effetdell’inquinante (Figura 2.2).

Figura 2.1. Livelli medi di O3 stimati dalla modellistica Calgrid per 2004 su cét 1x1 km in
Trentino. Evidenziata in giallo I'area 15x15 km allinterno della quale sono stati selezionati i
quadrati 1x1 km considerati per lo studio.

Figura 2.2. Area di studio con celle ad alto (ros3@ basso (giallo) livello stimato di @ le celle
con il bordo evidenziato sono quelle selezionatestalmente dove sono state effettuate le misure
delle concentrazioni di ozono.
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Il quadrato con i valori pitu bassi (in localita ras) e quello con i valori piu alti (in
localita Margone) di concentrazione di ozono sotaii selezionati per il presente lavoro
(Tabella 2.1). | due quadrati distano tra loro &iBckm. Un’area di un chilometro quadrato &
considerata piuttosto omogenea per quanto riguardancentrazioni di ozono (Gottardigt
al., 2010a). All'interno di ogni quadrato, sono statdezionate in maniera casuale tre aree
aperte (= Repliche) tra quelle lungo il cui margana presente un numero minimo di piante di
V. lantana(N > 10). Per area aperta s’intende una radura neflataeione la cui ampiezza
minima sia almeno pari al doppio dell’altezza amtacolo piu prossimo. Per ciascun’area
aperta sono state selezionate casualmente n pimvie,n = N/100x20; se n<10, il numero di
piante considerate e stato arrotondato per ecee$60

Per ciascuno dei due quadrati & stata selezioratzabmente una delle tre repliche (L6,
M8; vedi Tabella 2.1); in ciascuna delle due rdmicsono state individuate casualmente 6
piante tra tutte quelle selezionate per lo stulioogni pianta sono state scelte casualmente 5
foglie ben sviluppate alla cui base é stata appliaan’etichetta in modo da marcarle
permanentemente. Queste piante sono state utdizzeit eseguire osservazioni e misure
approfondite: con cadenza bisettimanale, su ciaséoglia e stata osservata l'intensita del
danno fogliare da ozono (capitolo 2.2.3.1), misurabntenuto di clorofilla (capitolo 2.2.3.2)

e la fluorescenza diretta della clorofifldcapitolo 2.2.3.3).
Tutti i rilievi e le misure sono stati eseguiti pariodo maggio - settembre 2009.

Tabella 2.1. Siti, repliche e numero di piante momorate. Con 'asterisco sono indicate le due
Repliche dove sono state effettuate osservazioniegifiche sull’intensita dei sintomi e misure
fisiologiche su sei piante individuate casualmentea tutte quelle selezionate per lo studio.

Nome N. totale di N. di aree N. di aree Codice N. N. di piante
del sito aree aperte nel aperte id_onee aperte dell’area Quota tota_lle selezionate
1x1 km quadrato 1x1 (con N. piante selezionate (= aperta di
km >10) Repliche) Long. £ Lat. N m piante
s.l.m.
per area
aperta
L1 1653069 5098585 483 11 10
Lasino 13 6 3 L6* 1653924 5098140 517 30 10
L18 1653801 5098767 491 10 10
M3 1652173 5103667 919 77 16
Margone 11 9 3 M7 1652100 5103869 967 32 10
m8* 1652124 5103913 973 59 12

2.2.2 Misura dei parametri ambientali nel periodo d i studio

| rilievi in campo sono stati svolti dal 6 maggib3® settembre 2009. In ciascuna delle 6
repliche sono stati settimanalmente rilevati i pegtti meteorologici e le concentrazioni di
ozono. Le osservazioni sulle piante per il riliedella presenza di sintomi fogliari ozono-
specifici sono invece state effettuate con cadems&itimanale.
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2.2.2.1 Concentrazioni di ozono e stime di esposizione

Le concentrazioni di 0zono sono state misuratease Isettimanale per un periodo di 22
settimane. Le misure sono state effettuate utiideacampionatori passiiPassam ag
(Mannedorf, Swisserland - http://www.passam.ch/ezZmm); in ciascuna delle sei aree
aperte (repliche) ogni settimana venivano simuliamente esposti due campionatori, co-
locati allinterno dello stesso espositore, peritme la possibilita di perdita accidentale di
dati.

| campionatori passivi per la misura dell’ozono a@ostituiti da fiale in polipropilene con
un filtro in fibra di vetro imbevuto con soluziom acido acetico e 1,2-di(4-piridil)-etilene,
che reagisce con 'ozono entrato nel campionateredgfusione. La reazione comporta la
formazione di un’aldeide, la cui determinazione rjilativa mediante spettrofotometria (a
442 nm) consente di risalire alla concentraziondieeraria settimanale di ozono.

L’AOT40 e stato stimato secondo il metodo propadserosat al.(2007).

2.2.2.2 Dati meteorologici

Ogni replica e stata equipaggiata con un sensaria pemperatura dell’aria (T) e dell’'umidita
relativa (U.R.) (Tinytag Ultra, Gemini Data Loggdrl., Chichester, UK). Hata loggers
programmati per registrare un dato per parametno gy minuti per tutto il periodo di studio,
sono stati installati in prossimita dei margini tloisi in condizioni analoghe a quelle delle
piante di V. lantana ad un’altezza approssimativa di 1,5 m. Valoridmgettimanali di
temperatura ed umidita relativa sono stati calc@apartire dai dati grezzi acquisiti ed

utilizzati per le analisi statistiche.

2.2.3 Rilievo degli indicatori di risposta

2.2.3.1 Sintomi fogliari

Il rilievo dei sintomi fogliari e stato effettuatogni due settimane, dal 6 maggio al 15
settembre. A ogni rilievo, ciascuna pianta selegiare stata classificata come sintomatica o
non in base alla presenza o assenza di sintomiafoglnoltre a ciascuna delle 5 foglie
individuate sulle 6 + 6 piante - oggetto di studpprofondito - € stata attribuita la percentuale
di superficie fogliare interessata dalla presenzndomi fogliari, espressa in classi del 5%.

A tale scopo ogni pianta e stata attentamente weseper I'individuazione della presenza
di sintomi fogliari attribuibili al’lozono, esaminao le foglie con una lente d'ingrandimento
10x. Sono stati identificati come tipici sintomigi@ri attribuibili allozono le punteggiature
(stipples) bruno-scure, internervali, presentisgsliperficie adassiale (superiore) della foglia,
secondo quanto definito nel protocollo &ébrking Group on Air Qualt (UN/ECE, 2004) e
riferendosi alla guida fotografica di Innesal. (2001). I rilevatori avevano precedentemente
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effettuato specifici addestramenti attraverso legegpazione ai corsiUNECE/ICP-Forests
Intercalibration Course on the Assessment of O2adisile Injury’ (2007, 2008 e 2009). |
rilievi in campo sono stati validati mediante oss&ioni microscopiche seguendo la
metodica indicata da vari Autori (Vollenweidegt al, 2003; Gunthardt-Goerg &
Vollenweider, 2007). La tipica presenza di celldé tessuto a palizzata collassate a causa del
danno subito dall’ozono € stata verificata realimzadelle sezioni sottili di foglia (5Qm)
utilizzando un microtomo a lama vibrante (Vibrat@n®eries 1500St Louis, MO, USPed
effettuando osservazioni al microscopio ottico rgrandimento 400X (Leitz Diaplan optical
microscope, Ernst Leitz Wetzlar Gmbh, Wetzlar, Gany).

2.2.3.2 Contenuto di clorofilla (SPAD)

Il contenuto di clorofilla nelle foglie € stato miatoin vivo utilizzando il clorofillometro
portatile SPAD-502DL Plus, Minolta (Spectrum Teclugtes Ltd, Plainfield, IL, USA). Lo
strumento si basa sulla caratteristica della cibaodi avere due picchi di assorbanza, nella
regione del blu (400-500 nm) e del rosso (600-7®) & di non avere alcuna assorbanza nella
regione dell’infrarosso. Lo SPAD misura l'assorbarella foglia nelle regioni del rosso e
dell'infrarosso; usando queste due assorbanzésumento calcola un valore numerico SPAD
che e proporzionale alla quantita di clorofilla g@ete nella foglia; per questo motivo i dati
sono riportati come unita arbitrarie.

Per ogni foglia sono state acquisite 5 misure adj@ stato calcolato il valore medio.

2.2.3.3 Fluorescenza diretta della clorofilla a

L’energia luminosa assorbita dalle molecole deimegti fotosintetici pud avere tre
destini: una parte viene trasferita verso i cedtrreazione dei fotosistemi (PSIl e PSI) e
utilizzata nei processi fotochimici; una parte diegta energia non raggiunge i centri di
reazione ed e dissipata sotto forma di calore; ltra’parte viene riemessa sotto forma di
fluorescenza, che rappresenta un’altra forma dsighgione dell’energia. La quantita di
energia dissipata come fluorescenza durante Isgifdtsi € piccola e varia dal 3% al 5%; un
incremento dell’emissione di fluorescenza indicaa uriduzione dell'efficienza della
fotosintesi (Lichtenthaler & Rinderle, 1988). Tn#enl'analisi della fluorescenza della
clorofilla € pertanto possibile ottenere informamisull'efficienza degli apparati fotosintetici,
e quindi valutare lo stato fisiologico di campidoiosintetici.

La misura della fluorescenza diretta della clotafd viene eseguita dopo pre-adattamento
al buio (20-30 minuti) del campione fotosinteti€@uindi, il campione viene illuminato con
luce continua di lunghezza d’onda inferiore a 6% kn foto-rilevatore registra l'intensita
della fluorescenza della clorofilla che passa datlto minimo & (quando tutti i centri di
reazione del PSIl sono aperti, cioé quando il amnaccettore primario & completamente
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ossidato) allo stato massime Fquando l'intensita di eccitazione € sufficienteeeelevata
da assicurare la riduzione e dunque la chiusutati centri di reazione del PSII); dopo aver
raggiunto ky, in presenza di condizioni di luce saturantegdreale di fluorescenza decresce e
in alcuni minuti raggiunge un livello stabile JF Questo andamento nell’emissione della
fluorescenza € noto come “effetto Kautsky”. La miparte della curva di induzione di
fluorescenza (daoFa Ry) € detta “transiente di fluorescenzdlu¢rescenceransient FT)
(Strasseet al, 2004; Strasseat al, 2010) e rappresenta la “cinetica veloce”.

Il transient di fluorescenza viene registrato per 1 s a pad@elOpus dopo l'inizio
dell'illuminazione (ogni 10 us tra 0 e 0,3 ms; 100tra 0,3 e 3 ms; 1 mstra 3 e 30 ms; 10 ms
tra 30 e 300 ms; 100 ms tra 300 e 1.000 ms). Rapptato graficamente su una scala
temporale logaritmica, ransientdi fluorescenza mostra un andamento polifasiccagSer
& Govindjee, 1992; Strasset al, 1995); I'analisi detransient- chiamato JIP-test - prende
in considerazione i valori di fluorescenza a 80(F, step O), 10Qus, 300us, 2ms (step J),
30 ms (step 1) e la fluorescenza massima ffep P) (Figura 2.3; Tabella 2.2).
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Figura 2.3. Tipico andamento polifasico del transiete di fluorescenza della clorofillaa di piante
superiori. Il transiente e rappresentato su scaleolgaritmica temporale da 50us a 1 s. | segnali
sono le intensita di fluorescenza: §a 50us); F; (a 2 ms); k (a 30 ms); B=Fy (intensita di
fluorescenza massima al tempQ:tay)-

Le tre fasi di aumento della fluorescenza OJIP (@Je I-P) rappresentano tre differenti
processi di riduzione nella catena di trasportdidsgttroni (Schanskeet al, 2005). La fase
0-J, detta fotochimica, riflette gli eventi cheziasino con la dissociazione delle molecole di
acqua per opera debxygen Evolving ComplgOEC) fino al trasferimento di elettroni nella
catena di trasporto tra il PSIl e il PSI, cioerinpo ciclo di riduzione del plastochinonexQ
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(Strassert al, 2004). In questa fase, a circa 300 us, puo exidesi una banda (banda K)
come conseguenza di diversi fattori di stresscantliio una ridotta efficienza del donatore di
elettroni dellOxygen Evolving Systenie fasi J-I-P rappresentano la fase termica del
transiente riflettono le reazioni multiple di ossidoriduni, ovvero I'efficienza del trasporto
degli elettroni oltre il PSI, cioe la riduzione diegccettori finali quali la ferridossina e |l
NADP, che alimentano direttamente il Ciclo di Cahnella fase oscura della fotosintesi
(riduzione della CQ).

Nel presente lavoro sono stati presi in esame ainpetri analitici del OJIP-test [per una
rassegna completa si rimanda a Strassal.(2000)].

| valori dei punti estremi del transiente, (& Fy) consentono di calcolare la resa quantica
massima delle reazioni fotochimiche primarie; essprime la massima probabilita di
catturare I'energia dei fotoni assorbiti dall’amtarda parte dei centri di reazione del PSll ed e
espressa dalla formula:

QPpo= [FM'FO]/FM = F\//FM
dove K, esprime la fluorescenza variabile massimaxfy-Fo).

| processi fisiologici legati ai punti intermedi $8Dno essere evidenziati comparando le
traiettorie normalizzate delle curve del transietitduorescenza. | relativi parametri del JIP-
test sono:
- la fluorescenza relativa variabile a 100 us, esga dalla formula:

W 0ky100 = (Foous- Fo) / (Fsoous- Fo)

- la fluorescenza relativa variabile a 300 us, esga dalla formula:

W 03300 = (Foous- Fo) / (Fams)- Fo)

- la probabilita che un elettrone catturato daltcedi reazione del PSII entri nella catena di
trasporto degli elettroni e sia trasferito oltr@i’, espressa dalla formula:

Wo=1-Vi= (Fy2msy Fo) / (Fu- Fo)

dove V; indica la fluorescenza variabile relativa a 2nransiente normalizzato tra €
Fm);
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- eventi fotochimici attorno al PSI espressi compakametroAV,p , che indica I'ampiezza
della fase I-P, espressa dalla formula:

1-Vi = (R - REoms) / (Fu- Fo) =AVip

dove V indica la fluorescenza variabile relativa a 30tnansiente normalizzato tra E
Fv; Vi = (Fsoms —Fo)/(Fm —Fo).

Infine, gli indici di performance (Performancdndex; PI) sono espressioni
multiparametriche elaborate attraverso i vari gepra menzionati, ciascuno contribuendo
alla fotosintesi. Rbr € il performancendex che descrive la capacita di assorbimentadell
radiazione solare del fotosistema PStiaping capacity, l'efficienza del trasporto
elettronico e il flusso elettronico oltre il PSEjpulteriori dettagli e formule si veda Strasser
al. (2010)].

Il JIP-test presenta alcuni importanti vantaggilglaarapidita nell’acquisizione dei dati e
I'approccio non distruttivo, indispensabile perdstin cui € necessario ripetere le misure in
tempi diversi sugli stessi campioni.

Per questo studio le misure della fluorescenzdtdidella clorofillaa sono state effettuate
utilizzando un fluorimetro Handy-PEA (Hansatechtimsients, Pentney, Norfolk, UK); le
foglie sono state adattate al buio per 30 minulizaando leafclips. La maggior parte delle
misure € stata acquisita tra le 8.30 e le 12.00epiare le ore piu calde; solo in un caso (1
luglio 2009, DOY 182) sono state acquisite piuitéindl2.00 - 14.30). Le misure sono sempre
state effettuate prima nel sito a basso ozono estiitamente dopo nel sito ad alto ozono.
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Tabella 2.2. Parametri di fluorescenza ottenuti ddlanalisi del transiente (JIP-test).

Indica:

Fo = Fsous Fluorescenza a 55 la fluorescenza basale

FL=F>=Fioqs Fluorescenza a 1Qs lo stato della connettivita del
sistema tripartito LHCII —
Antenna — RC

Fk = F3 = Faoqss Fluorescenza a 3Q&s lo stato di attivazione deDxygen
Evolving System

Fi-Fs-Foms Fluorescenza a 2 ms la riduzione del Q

Fi = K5 =Fzoms Fluorescenza a 30 ms la riduzione del pool dei
plastochinoni — @e

Fe=FRy Fluorescenza massima

F:-=Fu-Fo Fluorescenza variabile

V ;= (FrFo)/ (Fu-Fo) Fluorescenza variabile relativa al

punto J (2 ms)

V, = (R-Fo)/(Fu-Fo) Fluorescenza variabile relativa al
punto | (30 ms)

W 0x)100 = (k-Fg)/(Fk- Fluorescenza relativa variabile a 100la banda L; riflette cambiamenti
Fo) us, nella fase ¥+, nel trasferimento dell’energia di
eccitazione fra le unita del PSII

W 03300 = (R-Fo)/(Fs- Fluorescenza relativa variabile a 300la banda K; indica l'inattivazione

Fo) us, nella fase ¥+, dell’Oxigen Evolving Complex
AVp = (Ru-F)/(Fu-Fo) = Ampiezza della fase I-P la diminuzione della cafgaci
(1-V) dell'accettore finale di elettroni di

essere ridotto

yo = ETo/TRy = (1-V)) la probabilitd che un elettrone
catturato dal centro di reazione sia
trasferito oltre il Q

opo = [1-(FR/Fu)] = R/Fu Resa quantica massima delle reazionia capacita del PSII di trattenere
fotochimiche primarie I'energia assorbita dalla
radiazione solare all'interno dei
centri di reazione del PSII

Phkot = [1-(R/F)J[M o/V J.[(Fum-Fo)/Fo].[(1-V ))/V 3. [(1-V)/(1- la capacita complessiva di cattura

V3] = Performance Index e conservazione dell’energia, dai
fotoni assorbiti dal PSII alla
riduzione degli accettori finali del
PSI
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2.2.4 Analisi dei dati

| parametri ambientali, la frequenza e la propareidelle piante sintomatiche, il contenuto
di clorofilla e i parametri di fluorescenza sonatstalcolati per ogni data, replica e sito. |
limiti di confidenza per le percentuali di pianiatematiche sono stati calcolati secondo Zar
(1999).

| singoli valori di fluorescenza registrati in oghata ai tempi 50 ps, 100 us, 300 us, 2 ms,
30 ms e la fluorescenza massimadeno stati analizzati per valutare la variabili@ foglie
della stessa pianta e tra piante. A tal fine esipplicato il coefficiente di variazione (CV):

CV =odlu

doveos € la deviazione standard.@ la media dei valori considerati.

La correlazione per ranghi Spearman é stata wdiiizper verificare eventuali relazioni tra
le variabili ambientali e tra queste e gli indicatali risposta (percentuale di piante
sintomatiche; contenuto di clorofilla SPAD; paraméel JIP-test).

Per le rappresentazioni grafiche, i parametri atesono stati relativizzati secondo la
formula:

(sito ad alto ozono / sito a basso ozono) - 1

Tutte le analisi statistiche sono state elaborate it programma Statistica 7.1 (Statsoft
2006, Tulsa, OK, USA).

2.3 Risultati
2.3.1 Parametri ambientali nel periodo di studio

In Tabella 2.3 sono riportati i valori medi di teemptura, umidita relativa, ozono e AOT40
rilevati nel periodo 6 maggio — 30 Settembre 2@&ncentrazioni di ozono, AOT40 e U.R.
sono piu bassi alle quote inferiori, mentre la i@ elevata. Questo pattern spaziale di
aumento delle concentrazioni di ozono con l'aunrendglla quota (e quindi con il diminuire
della T) e un comportamento gia verificato in posggi studi in Trentino (Cristofolingt al,
2011) La Figura 2.4 riporta la variazione temporale gadiera di T, U.R. e ozono

(concentrazione ed esposizione) nel periodo distndentrambi i siti.
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Tabella 2.3. Variabili ambientali (T e U.R.), concatrazioni medie di ozono ed esposizione finale
(AOT40) nel periodo 6.05.09 - 30.09.09 nei due ditii studio.

T media U.R. Media Q AOT40

Repliche °C % ug nie b opb h
L1 20,2 71,1 954 + 14,76 27880

L6 19,3 70,4 88,6 + 12,43 21523
L18 19,9 72,8 89,8 + 14,05 23358
Media Lasino 19,8 71,491,3 + 13,74 24254
M3 17,7 76,4106,4 + 17,86 30687

M7 16,2 78,3108,0 + 17,37 32081

M8 16,2 77,7111,1 + 17,06 35001

Media Margone 16,7 77,4108,5+ 17,43 32589

Valori piu dettagliati di temperatura registratii dataloggers (quattro dati all’ora) sono
rappresentati in Figura 2.5: e da notare che I@éeature hanno raggiungono valori > 30 °C a
Lasino ma non a Margone. Le correlazioni tra leaesegmporali delle variabili ambientali
sono riportate in Tabella 2.4. La concentrazionezdino e I'esposizione (AOT40) mostrano
una co-variazione positiva con la temperatura neendm sono state evidenziate correlazioni
positive con I'umidita relativa. Cio costituisceaunonferma che i livelli di ozono in Trentino
dipendono spazialmente dalla quota e temporalmagita temperatura. | valori di AOT40
sono rappresentati in Figura 2.4d: si nota cheelllicritici UN/ECE per la vegetazione semi-
naturale (5.000 ppb h) e i valori target e a lungonine dellEU (9.000 and 3.000 ppb h
rispettivamente) per la protezione della vegetazi®ono stati raggiunti tra I'inizio di giugno
(3.000 ppb h, entrambi i siti) e I'inizio di lugli®.000 ppb h, entrambi i siti).

Le concentrazioni di ozono (Fig. 2.4c) misurate cee siti hanno andamenti temporali
coerenti tra loro, ma a Margone — sito selezioraime ad “alto ozono” — sono sempre
superiori rispetto a Lasino — sito selezionato camébasso ozono” —, confermando la
correttezza della selezione delle aree di studio.
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Figura 2.4. Variazione temporale di temperatura (a)umidita relativa (b), concentrazioni di
ozono (c) ed esposizione all’ozono (d) registratatié maggio (DOY, Day Of Year=133) e il 30
settembre 2009 (DOY=273) nei due siti di studio. Liearre rappresentano |'errore standard.
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Tabella 2.4. Correlazioni per ranghi di Spearman ta le serie temporali dei parametri ambientali
(correlazioni significative in grassetto per p < @5).

L1 L6 L18 M3 M7 M8
(n=21) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21) (n=21)

T-RH -0.10 -0.15 0,04 -0.04 -0.06 0.06
T-0; 0,62 0,56 0,52 0,66 0,49 0,67
T-AOT40 0,66 0,57 0,51 0,66 0,49 0,67
RH-O; 0,02 -0,18 -0,06 0,12 0,20 0,11
RH-AOT40 0,00 -0,16 -0,08 0,11 0,20 0,11
0AOT40 0,99 0,99 0,99 0,99 1,00 1,00

2.3.2 Sintomi fogliari

| sintomi fogliari osservati in campo sono risultabrrispondenti a quelli riportati in
letteratura come indotti dall’ozono: le piante smatiche hanno infatti manifestato le tipiche
punteggiature internervali (stipple) sulla facaigeariore della lamina fogliare, con diffusione
iniziale prevalentemente sulle foglie piu vecclitg(ra 2.6).

Figure 2.6. Sintomi da ozono rilevati in campo suipnte spontanee dV. lantana.

Ulteriori conferme della corretta diagnosi dei emt sono state ottenute attraverso

osservazioni microscopiche effettuate su seziofoglie (Figura 2.7). Oltre ali tipici danni da
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~

ozono (stipple), a Margone e stata frequentemestereata anche la presenza di una
pigmentazione dovuta all'accumulo di antociani (Fay 2.8). L'accumulo di antociani &
considerato come una risposta aspecificd/dlantanaper proteggere i cloroplasti da un
eccesso di eccitazione attraverso l'attivazioneurliprocesso di dissipazione dell’energia

controllato (Gravanet al, 2004).

Figura 2.7. Sezioni di lamina fogliare divV. lantana al microscopio ottico; si notano i gruppi di
cellule del tessuto a palizzata collassate a cawdsl danno subito dall’ozono.

Figura 2.8. Arrossamenti sulla faccia adassiale dallamina fogliare di V. lantana (sinistra) e
corrispondente accumulo di antociani nel tessuto palizzata (destra).

La Figura 2.9 riporta lo sviluppo temporale dellaguenza di piante sintomatiche nelle sei
repliche. | sintomi sono comparsi piu precocemensesono sviluppati in maniera piu rapida
a Margone che a Lasino: nel primo sito - ad altonoz- i sintomi sono stati individuati per la

prima volta all'inizio di luglio, mentre nel sito laasso ozono i sintomi sono comparsi solo

allinizio di agosto. L’incremento maggiore delleerpentuale di piante sintomatiche si é
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verificato tra meta luglio e meta agosto in entranditi, con una tempistica analoga a quella
riportata da Bussottet al. (2005). A meta settembre (DOY 259), la frequenebedpiante
sintomatiche era 0,71 (intervallo di confidenza9&bo: 0,545 - 0,790) a Margone e 0,17
(intervallo di confidenza al 95%: 0,059 - 0,502).@sino. Nella seconda meta di settembre
non e stato piu possibile identificare chiaramangeatomi indotti dal’'ozono a causa della

senescenza fogliare.
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Figura 2.9. Sviluppo temporale della percentuale dbiante sintomatiche nelle sei repliche. |
simboli pieni rappresentano le tre aree aperte adlto ozono (Margone); i simboli vuoti
rappresentano le tre aree aperte a basso ozono (lLas).

2.3.3 Contenuto di clorofilla e fluorescenza dirett a della clorofilla a

2.3.3.1 Aspetti metodologici

In Figura 2.10 sono riportati i coefficienti di vazione calcolati tra i valori di fluorescenza
rilevati sulle 5 foglie di ciascuna pianta, ad oglaita e nei due siti. In Figura 2.11 sono
riportati i coefficienti di variazione calcolatiar valori di fluorescenza media delle 6 piante
per ciascun sito. La variabilita dei dati tra legglfe di ciascuna pianta € mediamente piu
elevata di quella tra le piante e tende ad aumetam il tempo; nella prima parte del periodo
di studio la variabilita dei dati di fluorescenzgper lo piu inferiore al 20%, nelle ultime
settimane di misure la variabilita raggiunge iruaiccasi anche il 30%. | valori piu elevati di
CV agli step J e P al DOY 182 per il sito con basgono potrebbero essere imputabili al
diverso orario in cui sono state effettuate le masuspetto alle altre date (tra le ore 12.00 -
13.00 anziché trale 8.30 - 9.30). A confermaat# tpotesi, in Figura 2.12 sono rappresentati
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i valori di fluorescenza massimay(Fin funzione dell’'ora di acquisizione; si nota dheange
di valori di Ry € piu ampio in prossimita delle ore centrali dejiarnata, con un picco
massimo verso le ore 12.30.

La variabilita tra i dati riferiti alle singole pi#e € nella maggior parte dei casi inferiore al
10%, comunque sempre inferiore al 20%, e piuttagistante nel tempo. Si nota una
variabilitd maggiore tra i valori di fluorescenzasorati a 30 ms e di fluorescenza massima
(Fu) sulle piante del sito ad alto ozono nella secand#a del periodo di studio (a partire dal
DOY 196).
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Fig. 2.10. Coefficienti di variazione tra foglie, pr pianta e data, dei valori di transiente di
fluorescenza registrati nei principali tempi; i simboli vuoti e pieni si riferiscono rispettivamente
alla situazione a basso ed alto ozono.
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Fig. 2.11. Coefficienti di variazione tra piante devalori di transiente di fluorescenza registrati
nei principali tempi; i simboli vuoti e pieni si riferiscono rispettivamente alla situazione a basso
ed alto ozono.
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Fig. 2.12. Valori di fluorescenza massima registrahei due siti di studio (simbolo vuoto = basso
0zono; simbolo pieno = alto 0zono) in relazione &ka di acquisizione dei dati.

2.3.3.2 Andamento temporale del contenuto di clorofilla e della fluorescenza diretta della

clorofilla a

In Figura 2.13a e riportato 'andamento temporaevalori medi (x deviazione standard)
del contenuto fogliare di clorofilla misurato cdnclorofilometro SPAD sulle piante dv.
lantanaa Lasino e Margone. Si nota che nella seconda paftperiodo di studio il contenuto
di clorofilla a Margone (alto ozono) tende a dimieumentre a Lasino resta piuttosto
costante. Questo comportamento € messo in evidialearappresentazione grafica dei dati
relativizzati (Figura 2.13b) da cui risulta benashi la variazione relativa del contenuto di
clorofilla a partire dalla seconda meta di luglio.
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Figura 2.13. Andamento temporale dei valori medi (¥fleviazione standard) del contenuto
fogliare di clorofilla misurato con il clorofilometro SPAD sulle piante diV. lantana a Lasino (=
basso 0zono, simbolo vuoto) e Margone (= alto ozqreimbolo pieno) (a); valori di clorofilla
relativizzati [(Margone / Lasino) - 1] (b).
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L’efficienza fotosintetica delle piante é statautata mediante I'analisi della fluorescenza
della clorofilla a. | valori medi (x deviazione standard) dei priradipparametri di
fluorescenza che descrivono la curva OJIP periiasibasso ed alto ozono nelle diverse
settimane di studio sono riportati in Tabella 2.5.

Tabella 2.5. Valori medi (+ deviazione standard) deprincipali parametri del JIP-test ottenuti
dai transienti di fluorescenza registrati con il fuorimetro HandyPEA nei siti a basso ed alto
ozono alle diverse date del periodo di studio.

Lasino, basso ozono Margone, alto ozono
Data DOY
media ds media ds
13/05/2009 133 479,828| + 24,17 490,967 24,14
27/05/2009 140 631,700 =+ 40,13 654,89 =+ 42,93
03/06/2009 154 704,567| =+ 74,60 675,638 =+ 52,92
17/06/2009 168 658,067 =+ 72,49 618,400 = 53,42
01/07/2009 182 687,000 =+ 84,61 631,46 = 28,87
Fo 15/07/2009 196 657,733| =+ 54,69 613,538 = 29,81
29/07/2009 210 602,533| + 38,91 619,400 =+ 48,49
12/08/2009 224 601,633| =+ 35,35 623,400 =+ 53,716
26/08/2009 238 620,267| =+ 48,86 636,76 = 56,96
16/09/2009 259 612,241 + 48,46 553,900 = 77,09
30/09/2009 273 603,533| =+ 37,49 761,964 =+ 124,14
13/05/2009 133 2566,517| + 222,44 2342,367 ¢ 324,63
27/05/2009 140 3400,333| * 367,62 3415,799 428,01
03/06/2009 154 3557,133| + 272,64 3518967 it 416,99
17/06/2009 168 3538,367| + 282,46 3720,533 256,71
01/07/2009 182 3095,893| + 564,34 3583,200 392,00
Fum 15/07/2009 196 3527,600| + 221,44 3564,733 282,90
29/07/2009 210 3307,000] + 284,82 3345,000 416,64
12/08/2009 224 3286,467| + 228,45 3205,100 478,p2
26/08/2009 238 3250,367| + 239,51 3169,500 427,15
16/09/2009 259 3322,966| + 290,93 2929433 ¢ 540,18
30/09/2009 273 3307,833| + 300,52 2610,429 ¢ 666,37
13/05/2009 133 0,764| = 0,02 0,738 H 0,08
27/05/2009 140 0,767| * 0,03 0,758 H 0,04
03/06/2009 154 0,755| = 0,04 0,760 H 0,04
17/06/2009 168 0,770| = 0,04 0,798 4 0,0p
01/07/2009 182 0,722| +* 0,07 0,782 H 0,0p
Ppo 15/07/2009 196 0,769| = 0,03 0,788 +H 0,0p
29/07/2009 210 0,779| = 0,02 0,771 H 0,08
12/08/2009 224 0,778 | = 0,02 0,768 +H 0,08
26/08/2009 238 0,771 # 0,03 0,758 H 0,08
16/09/2009 259 0,775| = 0,03 0,761 4 0,08
30/09/2009 273 0,775| = 0,02 0,641 H 0,08
13/05/2009 133 0,241| * 0,01 0,248 H 0,01
27/05/2009 140 0,242 * 0,01 0,236 H 0,01
03/06/2009 154 0,252| + 0,02 0,242 4 0,01
17/06/2009 168 0,254| = 0,02 0,224 4 0,0p
01/07/2009 182 0,270| * 0,02 0,232 H 0,01
W, 100 15/07/2009 196 0,250| * 0,02 0,231 H 0,01
29/07/2009 210 0,234| = 0,02 0,235 H 0,0p
12/08/2009 224 0,233 #* 0,02 0,241 4 0,0p
26/08/2009 238 0,244| #* 0,02 0,248 4 0,0p
16/09/2009 259 0,224| * 0,03 0,214 H 0,0p
30/09/2009 273 0,233| = 0,02 0,283 H 0,08
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Data DOY Lasino, basso ozono Margone, alto ozono
13/05/2009 133 0,487 + 0,02 0,493 4+ 0,08
27/05/2009 140 0,496 | + 0,03 0,486 + 0,08
03/06/2009 154 0,487 | + 0,04 0,479 + 0,02
17/06/2009 168 0,483| = 0,04 0,447 4 0,08
01/07/2009 182 0,518| = 0,05 0,449 4 0,08

W300 15/07/2009 196 0,488 | + 0,04 0,464 + 0,02
29/07/2009 210 0,442 | + 0,04 0,446 + 0,04

12/08/2009 224 0,439 + 0,04 0,455 + 0,08

26/08/2009 238 0,449| # 0,05 0,469 4 0,06

16/09/2009 259 0,412| #* 0,06 0,409 4 0,04

30/09/2009 273 0,434| + 0,04 0,53§ + 0,05

13/05/2009 133 0,457 + 0,05 0,445 + 0,07

27/05/2009 140 0,502 | + 0,08 0,479 + 0,08

03/06/2009 154 0,497| + 0,06 0,495 4 0,09

17/06/2009 168 0,534| = 0,08 0,540 4 0,06

01/07/2009 182 0,516| + 0,10 0,514 + 0,06

Yo 15/07/2009 196 0,518 | + 0,07 0,553 + 0,05
29/07/2009 210 0,531 # 0,07 0,557 4 0,06

12/08/2009 224 0,522| +* 0,08 0,563 4 0,06

26/08/2009 238 0,551| = 0,09 0,548 4 0,06

16/09/2009 259 0,464 | + 0,06 0,425 + 0,05

30/09/2009 273 0,480 + 0,06 0,408 + 0,08

13/05/2009 133 0,229| #* 0,03 0,231 4 0,08

27/05/2009 140 0,229| #* 0,05 0,240 4 0,04

03/06/2009 154 0,198| = 0,04 0,198 4 0,08

17/06/2009 168 0,205| + 0,04 0,209 + 0,04

01/07/2009 182 0,245 + 0,06 0,186 + 0,04

AV p 15/07/2009 196 0,220| #* 0,03 0,19 H 0,04
29/07/2009 210 0,227| #* 0,06 0,199 4 0,06

12/08/2009 224 0,224| #* 0,06 0,20 4 0,06

26/08/2009 238 0,233| + 0,07 0,181 + 0,04

16/09/2009 259 0,234 | + 0,04 0,220 + 0,08

30/09/2009 273 0,231 #* 0,04 0,159 4 0,04

13/05/2009 133 11,237 + 2,86 10,13% 4 3,57

27/05/2009 140 12,029| =+ 5,15 13,167 4 5,30

03/06/2009 154 8,887 | + 3,80 9,507 4+ 4,82

17/06/2009 168 11,586| + 6,10 14,256 + 6,401

01/07/2009 182 11,801| =+ 6,15 10,44% 4 5,08

Pltor 15/07/2009 196 11,777 + 4,78 11,424 4 4,44
29/07/2009 210 15374 + 9,30 12,326 # 7,70

12/08/2009 224 15,095| + 9,39 11,543 4 6,28

26/08/2009 238 16,640 + 12,34 8,311 4 3,25

16/09/2009 259 17,111 + 9,69 13,820 4 6,5P

30/09/2009 273 15,832 =+ 11,14 3,126 4 2,2b
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In Figura 2.14 gli stessi parametri del JIP-testsiderati in Tabella 2.5 sono rappresentati
in termini relativi [(alto ozono/basso ozono) - Topo un iniziale aumento, dai primi di
luglio in poi si osserva una tendenziale diminueiatei parametrippo ( = R/Fv) € Ry; |
parametri Woo € Wsgp mostrano invece una riduzione fino ai primi dillage poi tendono ad
aumentare. Il parametrm evidenzia un tendenziale incremento fino alla nigtagosto, poi
cala rapidamente\V .p presenta un andamento altalenante ma tendenzianreotlo. Con
la meta di giugno il performandedex tende a decrescere.
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Figura 2.14. Andamento temporale dei parametri delIP-test relativizzati [(Margone = alto
ozono/Lasino = basso ozono) - 1].
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2.3.4 Relazioni tra parametri ambientali e risposte morfo-fisiologiche delle
piante

Sintomi fogliari e AOT40

La Figura 2.15 riporta lo sviluppo temporale demntesmi nei due siti in relazione
all'andamento dei valori di AOT40. | sintomi inin@ a manifestarsi a differenti livelli di
AOT40: circa 13.000 ppb h a Margone e 16.000 ppd lbasino; la differenza maggiore
riguarda il successivo sviluppo temporale: cordiraente a quanto avviene a Margone, dalla
seconda meta di agosto in poi a Lasino i sintormi aomentano al crescere dei valori di
AOTA40.
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Figura 2.15. Sviluppo temporale della frequenza diiante sintomatiche e del’AOT40 nei due siti
(Lasino e Margone) nel 2009.

Confronti tra differenze cumulate
Data la stretta relazione tra i vari parametri @nfali considerati - in particolare tra ozono
(concentrazione ed esposizione) e temperatura &aBel) - e la struttura del disegno

sperimentale (due quadrati con tre repliche ciascwgni quadrato corrispondente a
specifiche condizioni di temperatura, umidita rekted ozono), non risulta possibile
applicare analisi statistiche formali per isoldneiolo dei singoli predittori sulle risposte delle
piante. Il possibile ruolo delle variabili ambielntaello sviluppo dei sintomi e le relazioni
temporali tra le diverse risposte morfologiche azionali delle piante sono stati indagati
sulla base delle differenze tra i due siti. La Feg@.16 riporta lo sviluppo temporale delle
differenze cumulate tra i dati rilevati nei due @ilargone - Lasino). In particolare, la Figura
2.16a rappresenta la percentuale delle piantemsattohe a confronto con i diversi parametri
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ambientali misurati (temperatura, umidita relatieaono); in Figura 2.16b sono messi a
confronto i dati relativi alla percentuale di piargintomatiche con quelli del contenuto di
clorofilla e dell'indice di performance (RJy); in Figura 2.16c la percentuale di piante
sintomatiche e rappresentata assieme ai valotivieddla resa quantica massima e alla banda
L. Si osserva che le differenze nei sintomi aumamtal’aumentare delle differenze delle
concentrazioni di ozono e di umidita relativa éaalnentare delle differenze di temperatura
in negativo (Figura 2.16a). Per quanto riguardeoiifronto con i parametri fisiologici delle
piante, si osserva che il maggior incremento daifferenze nei sintomi - fenomeno che si e
verificato verso la meta di luglio - si manifesta ¢orrispondenza della diminuzione del
contenuto di clorofilla, dell’indice di performaneedella resa quantica massima; I'incremento
dei sintomi e invece preceduto da una diminuzioslée dlifferenze dei valori del parametro
AV p; tali differenze tendono successivamente ad arsn(Figura 2.16b,c).
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Figura 2.16. Sviluppo temporale delle differenze guulate nella frequenza di piante
sintomatiche dei due siti (Margone — Lasino) e: d&gmperatura, umidita relativa, concentrazione
di ozono; b) contenuto di clorofilla (SPAD), Perfomance Index; C)AV p. @po.
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Correlazioni tra differenze cumulate

In Tabella 2.6 sono riportate le correlazioni pamghi di Spearman tra le serie temporali
delle differenze nei predittori e negli indicatali risposta. Le differenze nei predittori (T,
U.R., ) sono risultate significativamente correlate cendlfferenze nella percentuale di
piante sintomatiche, con il contenuto di clorofdaon gran parte dei parametri del JIP-test;
non sono risultate significative le relazioni can fluorescenza massimay), con la resa
guantica massimagy e con l'indice di performance.

Tabella 2.6. Correlazioni per ranghi di Spearman ta le serie temporali delle differenze nei
predittori (T, temperatura; U.R., umidita relativa; Os, concentrazioni di ozono) e negli
indicatori di risposta (percentuale di piante sintanatiche; contenuto di clorofilla SPAD (Chl);
parametri del JIP-test: Fo Fy, @po, W (0100, W (03,300, Wo, AV, Plror). In grassetto sono
evidenziate le correlazioni significative per P <,05.

Piante Chi
sintomati Fo FM [O=1 W100 W300 Vo AV|_p PITOT
(SPAD)
che, %
T,°C -0,966 0,929 0,818 -0,588 -0,612 0,794 0,661 -0,770 0,891 0,624
UR., % 0,966 -0,929 -0,818 0,588 0,612 -0,794 -0,661 0,770 -0,891-0,624
O3, ppb 0,966 -0,929 -0,818 0,588 0,612 -0,794 -0,661 0,770 -0,891-0,624

Le correlazioni tra i parametri ambientali T e U..gli indicatori di risposta sono
verosimilmente da ascrivere alla co-variazione es$iste tra tali parametri e le concentrazioni
di ozono (vedi Tabella 2.4); cid nonostante & daneoche la contemporanea presenza di alte
concentrazioni di ozono, elevata U.R. e temperatore eccessivamente elevate potrebbero
costituire la condizione ottimale per un maggiotalge di ozono: tale situazione si verifica a
Margone, in contrapposizione con Lasino dove siveho concentrazioni di ozono piu basse,
minor U.R. e temperature piu elevate (tali da sagpchiusura stomatica per limitare la
traspirazione).

Le differenze tra i siti in termini di concentramiodi ozono appaiono influenzare
positivamente la percentuale di piante sintomatemegativamente il contenuto di clorofilla
ed i parametri del JIP test (tranng
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2.4 Discussione

L’obiettivo di questo lavoro era verificare — inmzbzioni reali di campo — la capacita\di
lantanadi rispondere all’esposizione all'ozono durantpdtiodo vegetativo (uno dei requisiti
per considerare un organismo come bioindicatord; eapitolo 1.5). A tale scopo sono stati
rilevati alcuni indicatori di risposta (sintomi figyi, contenuto di clorofilla, fluorescenza
della clorofila a) su piante spontanee esposte a due differentillilidd ozono;
contemporaneamente sono stati misurati anche temopar umidita relativa e ozono.

E’ stato innanzitutto verificato che, su questacgge sintomi fogliari indotti dall’'ozono
sono di facile riconoscimento anche in campo e Ent@ spontanee. Quest'aspetto e
particolarmente importante poiché il rilievo daitsimi fogliari € sempre piu considerato una
tecnica rapida ed economica per valutare situazibnstress delle piante imputabili ad
inquinanti (Doley, 2010).

Le piante hanno sviluppato sintomi da luglio aesatire — periodo di massima presenza
dell'ozono nel corso dellanno. Le maggiori freqmendi piante sintomatiche sono state
rilevate dove l'esposizione allozono era piu etavaDa notare che in entrambi i siti
I'insorgenza dei sintomi si & verificata a valoii AIDT40 decisamente piu alti dei livelli
critici per la vegetazione.

Lo sviluppo temporale dei sintomi nei due siti ev@wto in modo differente, con un
ritardo nell'insorgenza ed un incremento della ifvae di piante sintomatiche piu lento nel
sito a basso ozono. Questo comportamento puo aésgauéabile a diversi fattori. E’ noto che
le concentrazioni di ozono in aree montane tendmhaumentare con la quota (Bacatal,
2008); data la riscontrata covariazione delle \mlii@mbientali (T e U.R.) con la quota, le
concentrazioni piu alte di ozono sono state risedatdove I'umidita relativa era piu alta e la
temperatura (relativamente) piu bassa: questazsito@ puo aver favorito un maggior
assorbimento stomatico di ozono a Margone (sit@léml 0zono). Se si considera lo stress
ossidativo complessivo (o0zono e radiazione solale,a Margone € plausibilmente maggiore
che a Lasino (sito a basso o0zono e quota inferipaegsiamo ragionevolmente aspettarci — a
parita di esposizione all'ozono — una maggiore degga di piante sintomatiche a Margone
rispetto a Lasino (situazione che e stata effatidte riscontrata). Ulteriore evidenza del
fatto che vi sia un’interazione di differenti faitadi stress ossidativo € la presenza di
pigmentazioni fogliari dovute all’accumulo di aniai, frequentemente osservate a Margone.
Come descritto da Bussott al. (2005), 'accumulo di antociani € una rispostacatiira di
V. lantanaper proteggere i cloroplasti da un eccesso di@one attraverso I'attivazione di
un processo di dissipazione dell’energia. Il défge comportamento tra i due siti potrebbe
essere spiegato anche con un “effetto diluiziotiesposizione all'ozono cumulato (AOT40)
avviene piu lentamente dove i livelli sono piu lhasssicche la pianta avrebbe il tempo per
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“preparare” le difese nei confronti di questo sres/o di sviluppare processi di
detossificazione (Gravarei al, 2004).

Le differenze tra i due siti in termini di frequendi sintomi fogliari hanno mostrato un
andamento analogo a quello delle differenze deterwrio di clorofilla: pur trattandosi di un
indicatore non specifico per I'ozono, il contendicclorofilla misurato con il clorofillometro
SPAD potrebbe comunque essere utilizzato comeatuatie - di facile e veloce acquisizione -
di un generico stato di sofferenza della pianta.

Considerando i parametri elaborati dal transientflabrescenza della clorofilla, le
differenze tra i due siti evidenziano variazioni pharcate del tratto di curva I-BR\{,.p) per il
sito ad alto ozono, ad indicare una compromissidegli eventi oltre il PSI. Tali eventi
includono una minor densita del PSI ed una ridedfzacita degli accettori finali (ferridossina,
NADP+) di gestire efficacemente il flusso di elettr. Gli elettroni liberi (quelli che
provengono dal PSI ma che non raggiungono gli &mtefinali) possono causare la
produzione di ROS Reactive Oxygen Specdieshe a loro volta inducono processi di
osssidazione del contenuto cellulare. Gli everitadase I-P sono gia stati individuati da altri
autori (Bussottet al, 2011a) come indicatori specifici di danno da azon

Relativamente all’analisi della fluorescenza dallarofilla a, € da notare che la quasi
totalita dei lavori riportati in letteratura si efisce ad esperimenti in ambiente controllato.
Con questo studio si sono voluti prendere in carszione aspetti metodologici connessi
all'intrinseca variabilita del materiale sperimdatgpiante spontanee) e delle condizioni
sperimentali (misure in campo) allo scopo di vaktBapplicabilita della tecnica anche in
condizioni reali di campo. Come si poteva suppoesste una certa variabilita tra i valori
misurati su diverse foglie della stessa piantaetante diverse, all'interno dello stesso sito.
In fase di pianificazione del disegno sperimentaenella definizione delle numerosita
campionarie, € importante tenere in considerazateela variabilita € maggiore tra le foglie
della stessa pianta che non tra piante dello stegso Un altro aspetto metodologico
importante emerso dal lavoro €& la variabilitd deti ddi fluorescenza legata all’'ora di
acquisizione. In generale, si conferma la nceskitiefinire rigorosi disegni sperimentali che
tengano in considerazione la variabilita del matersperimentale (Amoriellet al, 2003;
Ferretti, 2009; Bussotat al, 2011b).

| risultati ottenuti con questo lavoro hanno perseedi verificare ch&/. lantanae in grado
di rispondere all’'ozono durante il periodo vegetatcon sviluppo temporale dei sintomi,
contenuto di clorofilla e performance fotosintetiéga accordo con il trend dei valori di
esposizione all'ozono. Cido nonostante, le diffeeerira i due siti non sempre si sono
manifestate in maniera proporzionale alle diffeeedzesposizione all’ozono. | motivi di tali
differenze comprendono probabilmente anche linsiadei fattori ambientali che agiscono
sui due siti con differente intensita. Tali “faitdi disturbo” sono di fatto ineludibili nel caso
in cui si usino piante spontanee come bioindicattorsitu. La risposta del bioindicatore
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riflette I'influenza di tutti i parametri ambientaihe influenzano I'assorbimento stomatico di
ozono (ad es. luce, temperatura, umidita relatdigponibilita idrica del terreno, etc.) e
dungue non puo essere impiegato per conoscerelli kit 0zono ma piuttosto per capire il
reale impatto dell’ozono sulla vegetazione. Talpiego € particolarmente importante in aree
remote e a quote elevate dove le concentrazionozdino tendono ad essere piu alte e dove
dunque ¢ alto il rischio potenziale per la vegetazi
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3.

SECONDO STUDIO OSSERVAZIONALE IN CAMPO: ANDAMENTO
SPAZIALE DEI SINTOMI FOGLIARI

Verifica del requisito (v): Viburnum lantana manifesta una risposta quantitativa
in relazione con i livelli di esposizione all'ozono ?

3.1 Introduzione

Le attivita del secondo studio in campo sono staentate a verificare I'ultimo requisito
da considerare per poter qualificare come bioiridreaun determinato organismo: esiste una
relazione quantitativa tra livelli di esposizioriBireguinante e risposta del bioindicatore? Una
caratteristica auspicabile e, infatti, che vi g welazione chiara tra questo e il contaminante
atmosferico. La relazione tra l'attributo d’inteses(cioe una caratteristica misurabile del
bioindicatore, definita anche indicatore di risgdse il contaminante e statisticamente
rappresentabile attraverso i concetti di correlaai@l livello al quale due variabili sono tra
loro relazionate) e di regressione (possibilitpréivedere il valore di una variabile dipendente
da quello della variabile indipendente). Specialteequest’'ultimo aspetto € importante,
poiché rende possibile stimare, con margini d’itega piu 0 meno ampi, il livello di un
contaminante in una data zona a partire dai dittiveall’attributo dell’entita biologica di
interesse.

L’obiettivo dello studio era di valutare I'esistendi una relazione significativa tra livelli
di esposizione allozono (causa) e sintomi fogligeffetto), quest’ultimi espressi come
percentuale di piante sintomatiche. A tale scoptaéa impostata un’indagine in condizioni
reali di campo volta a stimare l'impatto dell’ozoattraverso la valutazione dell’effettiva
presenza di sintomi fogliari sulla specie ozonosggle V. lantanaesposta a livelli diversi di
ozono. L’area di studio ha interessato tutta lavim@a di Trento. Su tale superficie sono state
individuate, secondo un disegno sperimentale messpunto ad hoc, 30 celle uni-
chilometriche caratterizzate dalla presenza deflacie arbustivaV. lantana tali celle
risultavano appartenere a due classi altitudindliaetre classi di livelli di esposizione ad
ozono (AOT40). Per ciascuna cella é stata verdidat percentuale di piante sintomatiche
presenti.
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3.2 Materiali a Metodi

3.2.1 Disegno sperimentale

3.2.1.1 Fasi preliminari per l'individuazione delle celle uni-chilometriche

Al fine di individuare le aree idonee sulle qudfiettuare I'indagine, & stata innanzitutto
considerata la distribuzione Wi lantanain Trentino. A tale scopo € stata utilizzata lgopea
con le segnalazioni della presenza di piante spesetali viburno grazie all’elaborazione
ottenuta dal Museo Civico di Rovereto nellambitel gorogetto di Cartografia Floristica
(Figura 3.1). La mappa floristica e stata sovrafgpaia mappa di rischio potenziale da ozono
per la vegetazione della provincia di Trento (Feg3t2) (Bacarcet al, 2008). Tale mappa
rappresenta i valori di AOT40 stimati su tutte éle unichilometriche in cui risulta suddivisa
la provincia di Trento a partire dai dati di concamione di ozono misurati nel 2007.
Dall'intersezione delle due mappe sono stati eetedptutti i possibili quadrati 1x1 km
idonei, ovvero tutte le celle uni-chilometriche ¢ai ricadeva almeno una segnalazione di
presenza dV. lantana(Figura 3.3). Dal totale deghN = 1256 quadrati idonei, ne sono stati
estrattin = 30 (+ riserve) in maniera random, secondo uegtie stratificato per quota e
AOT40 (Tabella 3.1) (Figura 3.3). Il limite inferi® di AOT40 (9.00Qug m®) & stato scelto
come sottomultiplo del valore obiettivo della dinet europea (18.00Qug m®) e che
approssima anche i 10.0Q@ m*, valore fissato dal’lUN/ECE come livello criticcep la
protezione delle foreste.

|

A
vy

Figura 3.1. Segnalazioni dV. lantana nella provincia di Trento.
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Tabella 3.1. Disegno sperimentale: numero di quadtada selezionare in base alla stratificazione
delle celle 1x1 km secondo quota e valori di AOT40.

Categorie di rischio AOT40

Fasce altitudinal] < 9.000ug m®| 9.000 - 18.00Qug mi®| > 18.000ug m>
<700 ms.l.m. 5 5 5

> 700 ms.l.m. 5 5 5

3.2.1.2 Procedure per l'individuazione delle piante

Per ogni quadrato selezionato, €& stata localizzasggnalazione df. lantana In caso di
pil segnalazioni, ne € stata scelta una casualm@nte in caso di assenza di un numero
sufficiente di piante (vedi paragrafo successivjosstate considerate anche le eventuali altre
segnalazioni. Con l'ausilio di foto aeree, é stakentificato il centro della segnalazione; in
caso di segnalazioni lineari, il centro € alla niBa lunghezza, in caso di segnalazioni areali
(poligoni) il centro € il centroide del poligono.ul@di € stata localizzata I'area aperta
(ampiezza dell'area> altezza della vegetazione circostante) piu vicatacentro della
segnalazione, escludendo le aree in vicinanzarddetad elevato traffico. Le piante sono
state localizzate in campo ispezionando i margwschivi delle aree aperte individuate,
partendo dal punto di accesso dell’area apertappiortuno e procedendo in senso orario in

caso di segnalazioni areali, e da sinistra a destaso di segnalazioni lineari (Figura 3.4).

[ st [ 707 681 mencer |

Figura 3.4. Esempio di una parte di cella uni chilmetrica (rosa) con segnalazione areale .
lantana (giallo) e individuazione delle tre aree aperte (loi).
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3.2.2 Rilievi e numerosita

Lungo il margine boschivo ispezionato, per ogni dfato sono state prese in
considerazione tutte le piante idonee presenti Gwm state considerate piante con altezza
inferiore ai 50 cm) secondo i seguenti criteri dinerosita:

- presenti B10 piante di viburnoil rilevamento é stato effettuato sino ad un nmassdi
n=30 piante;

- presenti 10<n<3(iante di viburno:sono state ispezionate le eventuali altre due &pede
individuate sino a raggiungere un massimo di n=5aatp;

- presenti n<10 piante di viburnai sono ispezionate successivamente le eventuiai due
aree aperte piu vicine, procedendo per distanzecendi; ci si € comunque fermati al
raggiungimento di n=30 piante.

Il numero minimo di piante per quadrato € statedis in n=10, senza un numero minimo
di piante per singola area aperta. In assenzant@rad 10 piante dopo l'ispezione della terza
area aperta, si € proceduto come segue:

- in caso di altre segnalazioni nello stesso quadsae reiterato il processo precedente;
- in assenza di altre segnalazioni, si e sostitugaadrato.

Ad ogni pianta osservata sono stati attribuiti:

- un codice per i sintomi (0 = assenza sintomi; dselusivamente sintomi da ozono; 2 = altri
sintomi; 3 = 2+1);
- la percentuale di foglie sintomatiche secondselguenti classi:

- poco frequenti: < 5% di foglie sintomatiche

- mediamente frequenti: da 6% a 50% di foglie simdbche

- molto frequenti: > 50% di foglie sintomatiche;
- la dimensione della pianta secondo le seguetdgoaie: S = piccola (50-90 cm); M = media
(90-180 cm); L = grande (>180 cm ).

Limiti di tempa per standardizzare il rilevamento sono stati tatioalcuni accorgimenti.

Per I'individuazione del numero sufficiente di piare stata dedicata al massimo un’ora per
area aperta. Per 'osservazione di ogni piantandiViduazione di eventuali sintomi daz @
tempo dedicato é stato calibrato sulle dimensi@tiadpianta: un minuto per ogni pianta di
piccola (S = altezza inferiore a 90 cm) e medidida@/ = altezza tra i 90 e 180 cm); due
minuti per le piante con altezza superiore ai 80(lc). Un altro minuto € stato utilizzato per
eventuali discussioni e per lindividuazione deparcentuale di foglie sintomatiche per
pianta.

Sono inoltre state annotate: data di rilievo, @levi, numero del quadrato e della
segnalazione, numero dell’area aperta; 'esposiziel margine aperto su cui é stata rilevata
la pianta.
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Il suddetto protocollo e stato applicato nel codsb mese di agosto 2010, realizzando i
rilievi sulla vegetazione nei 30 quadrati seleztona

3.2.3 Analisi dei dati

| valori di AOT40 delle 30 celle selezionate somatisstimati per gli anni 2007 - 2010 a
partire dai dati di concentrazione media di ozamy 1fi°) riferiti ai periodi maggio-luglio di
ciascuno dei 4 anni di studio. A tali valori di centrazione e stata applicata una funzione di
regressione, sviluppata mettendo in relazione tdisg#ati di concentrazione media di ozono
misurati in siti forestali nellambito del progetEFFORT dal 2007 al 2009 e i corrispondenti
valori di AOT40 cumulati su periodi di 13 settimane

Le relazioni tra le variabili (percentuali di piansintomatiche e valori di AOT40 per
quadrato) sono state valutate con correlazionPetrson Le analisi statistiche sono state
realizzate con il programma Statistica 7.1 (Stat®006, Tulsa, OK, USA).

3.3 Risultati

In Tabella 3.2 e riportato I'elenco dei 30 quadm@dservati, con i rispettivi riferimenti
geografici, strato di appartenenza, data e numigpadte osservate, numero e percentuale di
piante sintomatiche. Complessivamente sono staervate 676 piante, per una media di 22,5
piante per quadrato. Solo un quadrato (n. 9267 sitenuto valido anche con 9 piante
anziché 10, come definito dalla procedura metodoégger I'impossibilita di sostituirlo.

62



3. STUDIO OSSERVAZIONALE IN CAMPO 2010

Tabella 3.2. Informazioni riguardanti i 30 quadrati osservati per la valutazione della percentuale
di piante di V. lantana con sintomi da ozono.

N C‘éﬂ?gﬁ LoNG y STRATO | STRATO | DATA oy | NPIANTE  NPIANTE % PIANTE
QuApRATQ ~ CENTRO. ' QUOTA  AOT40  RILIEVO OSSERV.  SINTOM. = SINTOM.
&7a 121 1620079 | BOA0035 =700 S1E000 | BmEm0 | 237 15 7 7
2034 578 1634029 5100025 <700 ~E000 | 19082010 231 0 7 2
2224 505 1636029 5100025 00 500018000 25082010 237 12 3 %
260 824 1640029 5098025 ~700 SE000 | 270802010 239 0 25 83
2730 £34 1641029 5131025 ~700 .00 0BOBADID 217 3 5 2
3059 50 1645029 500025 <700 .00 250BADI0 237 0 3 10
3387 1379 1648029 5123025 ~700 ~E000 | 19082010 231 15 7 47
3431 1208 1643029 5072025 5700 900018000 11082010 223 0 21 70
3440 BG4 1643029 501025 <700 ~8000 | 13082010 225 13 3 7
3561 504 1850029 | 5107025 700 9000-18000 09082010 221 0 20 57
317 545 1E51020 | 5068025 <700 S00O-8000 17AE2010 229 13 1 E
3707 1272 1652020 | 5063025 >700 O00O-18000 04082010 216 0 4 13
3607 542 1653020 | 5068025 <700 5000 230ER010 2% 10 3 I
3643 6 1653020 | 5104025 <700 <5000 100ER010 | 222 0 1 3
3678 590 1653029 | 5130025 <700 -5000 09mBADID 221 20 E 45
3915 500 1654029 | B0B1025 <700 SO00-8000 17082010 229 0 21 70
411 470 1B56029 | BORTOZ5 <700 18000 100800 222 10 1 10
4115 1042 1B56029 | 5091025 =700 18000 | 25080010 237 I 20 B7
4305 1001 1B56029 | 5091025 =700 18000 03092010 246 N 18 B0
4319 503 1656029 | 5105025 <700 <5000 19082010 231 2 18 78
4439 56 1650029 | 5130025 <700 <5000 09mBADID 221 0 1 3
4514 209 1660029 5110025 <700 <5000 10BA0I0 | 223 0 3 10
4536 714 1660029 | 5132025 =700 <5000 09mBADID 221 0 2 7
4760 769 163029 | 5071025 5700 S000-18000 17082010 229 0 0 100
5207 1562 1B67029 | 5138025 =700 18000 04080010 216 10 1 10
5479 H39 1680029 | 5124025 =700 <5000 ZB0BA0I0 238 20 16 &0
7449 724 1691020 5100025 =700 <5000 ZBMBA0I0 238 13 5 *
8309 1047 1700029 5105025 =700 <5000 200BA0I0 232 20 13 B5
9267 B4 1710029 5113006 <700 900018000 20082010 23 E] 4 4
9931 538 1717029 | 5112006 5700 S000-18000 19082010 231 gl 1 3

In Tabella 3.3 si riporta il numero di piante swadsh per classe di dimensione e per fascia
di AOT40 e di quota, come definito dal disegno spentale. Il numero totale di piante
riportato e inferiore di un’unita rispetto a quedifettivamente osservate (276); cio € dovuto
al fatto che, in fase di rilievi, ad una pianta reva stata attribuita la classe di dimensione.

Complessivamente, le piante sono distribuite nediee classi in modo abbastanza ben
bilanciato. Relativamente alla fascia di valoriAlDT40, nei siti esposti a valori inferiori a
9.000pg m* & stato osservato il gruppo piti numeroso di pié2it8). Considerando invece la
fascia di quota, le piante sono piu numerose rieldi alta quota (370) rispetto a quelli a
bassa quota (305). Secondo la suddivisione pesiadasliimensioni, la frazione prevalente di
piante osservate e di taglia media, classe alléequantribuiscono numericamente in modo
consistente (116) le piante esposte a valori di A@iRferiori a 9.00qug m>.
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Tabella 3.3. Numero di piante osservate suddiviseepclasse di dimensione (S, M, L), fascia di

AOT40 e quota.

Strato Classe di dimensione N. totale

AOT40 QUOTA S M L piante
pg m- m s.l.m. osservate
<9.000 <700 34 65 74 173

>700 33 51 21 105
<9.000 Totale 67 116 95 278
9.000-18.000 <700 21 22 21 64

>700 43 62 45 150
9.000-18.000 Totale 64 84 66 214
>18.000 <700 22 32 14 68

>700 36 36 43 115
>18.000 Totale 58 68 57 183
Totale complessivo 189 268 218 675

Sul totale delle piante osservate, 273 (40%) seuitate sintomatiche per la presenza di
sintomi fogliari ozono-specifici (Tabella 3.2). Delpiante sintomatiche, il 45% presentava
sintomi su meno del 5% delle foglie, il 33% most&rantomi su meno della meta delle foglie
(dal 6 al 50%) e il 22% delle piante presentavéosm su oltre il 50 % delle foglie.

In Figura 3.5 sono rappresentati i valori medirdglienza di piante sintomatiche suddivisi
secondo la stratificazione per quota e AOT40 w#ia come criterio di selezione delle celle
da osservare. Si nota che, a parita di classe di4@0le piante sintomatiche sono sempre piu
frequenti alle quote piu elevate. Per i quadrdg¢iveti sopra i 700 m s.l.m. si riscontra una
proporzionalita tra percentuale media di piantetosivatiche e fascia di AOT40, con
frequenze di piante sintomatiche piu alte in cpoiglenza dei valori piu elevati di

esposizione all'ozono.

80
70
60
50
40
30

Piante sintomatiche, %

20
10

O0<700 ms..m.
@ >700 ms.l.m.
<9000 9000 - 18000 > 18000
AOT40, ug m*

Figura 3.5. Percentuale di piante sintomatiche V. lantana per livello di quota e di AOT40
definiti dal disegno sperimentale. Le barre rappresntano I'errore standard.
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Considerando i dati suddivisi secondo le clasdlidiensioni, i tre valori di frequenza di
piante sintomatiche sono molto simili tra loro ¢airil 40%) (Tabella 3.4). Se si considera la
suddivisione per fascia di quota, le piante di pieaimensioni (S) poste alle quote piu alte
(>700 m s.l.m.) sono quelle che rispondono in nranu nettamente proporzionata ai livelli
di esposizione all'ozono; anche se in maniera mmaocata, questa osservazione e valida
anche per le piante di medie (M) e grandi (L) disieni. La proporzionalita tra frequenza di
piante sintomatiche e AOT40 non si riscontra inveeele piante alle basse quote, di tutte e
tre le classi di dimensione.

Tabella 3.4. Percentuali di piante sintomatiche peclasse di dimensione e fascia di AOT40 e

quota.
Strato Classe di dimensione
AOT40 QUOTA S M L
ug m3 m s.l.m.
<9.000 <700 14,7 12,3 33,8
>700 27,3 52,9 23,8
9.000-18.000 <700 33,3 40,9 61,9
>700 55,8 56,5 40,0
>18.000 <700 22,7 21,9 28,6
>700 77,8 55,6 53,5
Totale 41,3 39,6 40,4

In Figura 3.7 sono rappresentati i 30 quadrati colorazioni diverse, corrispondenti ai
valori percentuali delle piante sintomatiche rileyauddivisi in tre classi:
- presenza infrequente: <20% di piante sintomatiche
- presenza mediamente frequente: da 20 a 60% mepsantomatiche;
- presenza abbondante: >60% di piante sintomatiche.

Tendenzialmente non sembra esserci un’aggregasjpagale delle frequenze di piante
sintomatiche, tranne che nel settore nord-occideertalla provincia, dove si osservano solo
valori di frequenza medio - bassi (<60% di pianteosnatiche).
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Figura 3.7. Dislocazione dei 30 quadrati nei quaBono stati effettuati i rilievi dei sintomi da
0zono su piante dV. lantana; giallo: presenza infrequente (<20% di piante sintomatiche;
arancio: presenza mediamente frequente (da 20 a 6Q%i piante sintomatiche; rosso: presenza
abbondante (>60% di piante sintomatiche.

Per cercare di minimizzare la variabilita interaaleunella stima dellAOT40, sono stati
calcolati i valori medi di esposizione per ciascusa sul periodo 2007-2010. | valori
percentuali di piante sintomatiche rilevati su cias quadrato sono stati messi in relazione
con i rispettivi valori medi di AOT40 (Figura 3.8). questo livello di aggregazione dei dati,
non c’'é nessuna relazione significativa tra espas&z ad ozono e sintomi. Occorre pero
tenere presente che i dati stimati di AOT40 sirisfono al periodo maggio-luglio, ma che le
osservazioni in campo sono state svolte nel coesonése di agosto, e che dunque le piante
sono state esposte ad ulteriori dosi di ozono pmipoate alla data di rilievo, percid non
uguali per ciascun sito. E’ quindi interessantear®una correlazione significativax10,45;
P<0,05) tra la percentuale di piante sintomatichHa eorrispondente data di osservazione
(DOY) (Figura 3.9). Pertanto e plausibile ritenehe la data di osservazione possa riflettere
indirettamente il livello di esposizione delle giarall’ozono (AOT40), valore che - per
definizione - € cumulato e quindi strettamente dgente dal fattore tempo. Da notare che
risultati analoghi in termini di progressione temgle dei sintomi erano emersi anche dal
primo studio in campo.
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Figura 3.8. AOT40 medio sul periodo 2007-2010 in l&zione al corrispondente valore
percentuale di piante sintomatiche.
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Figura 3.9. Percentuale di piante sintomatiche inelazione ai rispettivi giorni di rilievo in campo
(DOY).

Discriminando i quadrati secondo il valore di AOTgari a 18.000ug m* - valore
stabilito dalla direttiva europea come livello @t per la protezione della vegetazione - sono
state calcolate le percentuali di quadrati chedooc® nelle seguenti tre classi:

- quadrati in cui la presenza di piante sintomatiehnfrequentes 20%;

- quadrati in cui la presenza di piante sintoma&iehmediamente frequente, compresa tra
20% e 60%;

- quadrati in cui la frequenza di piante sintontsié abbondante,60%.
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Dalla Figura 3.10 emerge una maggiore frequenzpmadrati con una percentuale bassa -
media di piante sintomatiche (20%; 20%-60%) in corrispondenza di valori di AOT40
inferiori a 18.000pg m®; al contrario, quelli con alta percentuale di péasintomatichex

60%) sono pitl frequenti in corrispondenza di vaithhOT40 maggiori di 18.00Qg m>.
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Figura 3.10. Percentuale di quadrati con frequenzdi piante sintomatiche suddivise in due classi
per valori di AOT40 medi 2007-2010, inferiori e magiori di 18.000 ppb h.

Le percentuali di piante sintomatiche rilevate 2@1.0 sono state messe in relazione con i
valori di AOT40 stimati sui 30 quadrati negli ar2007-2010, al fine di verificare Sé.
lantana ha un “effetto memoria” nei confronti dell'ozonocome ipotizzato da alcuni autori
per altre specie (Sandermann, 1996; ®bjal, 1997; Langebartelst al, 1998; Sandermann,
2000). In Figura 3.11 sono rappresentati i coedfitidi correlazione per ranghi di Spearman,
i quali mettono in evidenza una relazione tendémeate piu forte tra I'indicatore di risposta
e l'esposizione all'ozono degli anni precedentiilievi, anche se mai statisticamente

significativa.
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Figura 3.11. Coefficienti di correlazione per ranghdi Spearman tra percentuali di piante
sintomatiche rilevate nel 2010 sui 30 quadrati 1xkm ed i corrispondenti valori stimati di
AOT40 degli anni 2007-2010.

3.4 Discussione

Obiettivo di questo secondo studio in campo erafigare l'ultimo requisito per un
bioindicatore (vedi capitolo 1.5), ossia la capaditrispondere quantitativamente in relazione
ai livelli di inquinante. A tale scopo sono stagdezionate, secondo un disegno randomizzato
stratificato per quota e livello di AOT40, 30 celleichilometriche su tutta la provincia di
Trento. L'indicatore di risposta considerato éstatfrequenza di piante sintomatiche.

| risultati hanno evidenziato alcuni aspetti ings@nti. E stata verificata una maggior
probabilita di trovare elevate percentuali di pgasintomatiche (>60%) nei siti esposti ai
livelli piu alti di ozono (>18.00Qug mi®); viceversa, dove i valori medi di AOT40 erano
inferiori a 18.000ug m®, i quadrati con poche piante sintomatiche sonditsis nettamente
piu frequenti.

A parita di range di valori di AOT40, le piante tsimatiche sono state mediamente piu
frequenti alle quote piu elevate. Questo fenomenbe-conferma quanto gia osservato con |l
primo studio in campo - pud avere diverse causgatsibile che nei siti alle quote superiori
si verifichino condizioni piu favorevoli all'assdrbento stomatico delllozono (minor deficit
idrico, temperature meno elevate) e che nel contelapiante possano essere soggette ad
ulteriori fattori di stress ossidativo (elevataieaibne solare): tali condizioni potrebbero far si
che le piante non riescano a mettere in atto tetiwpes/o sufficienti strategie difensive nei
confronti dell'ozono e che dunque il danno si mestifpiu intensamente.
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Considerando i dati ottenuti sulle 30 celle osservaon é stata verificata una relazione
significativa tra il livello di esposizione all'ono (sia considerando il dato medio 2007-2010,
sia il dato annuale) e la percentuale di piant¢éosiatiche (indicatore di risposta). Merita
osservare che i valori di AOT40 sulle singole celtéchilometriche sono stati stimati dai dati
di concentrazione, misurati su una rete di 20 punmtiformemente distribuiti, e poi
spazializzati sull'intera provincia; sebbene laiahilita dei valori di 0zono su una superficie
unichilometrica possa essere ritenuta piuttostatdia (Gottardiniet al, 2010a), € invece
verosimile che i valori stimati abbiano un certorgiae di incertezza, come testimoniato dalle
varianze riportate da Bacaebal (2008).

Il fatto di trovare invece una correlazione sigrafiva tra la percentuale di piante
sintomatiche ed il giorno in cui é stato effettugtidlievo conferma quanto rilevato nel primo
studio in campo e puo trovare spiegazione nel fett, al trascorrere del tempo, le piante
restano comunque esposte a dosi via via maggidfindainante e dunque - in base
all'ipotesi di lavoro - & piu probabile che svilipp sintomi. Idealmente, tutti i rilievi in
campo si sarebbero dovuti realizzare contemporagei@ per garantire che tutte le piante
fossero rimaste esposte all'ozono per lo stessogmErnella pratica cio € impossibile, ed i
rilievi hanno richiesto l'intero mese di agosto, @i le concentrazioni di 0zono sono
solitamente piuttosto elevate. E' dunque probatiile alcuni risultati siano stati alterati dalla
tempistica del rilievo.

La relazione tendenzialmente piu forte riscontrata lindicatore di risposta e
I'esposizione allozono degli anni precedenti iiewi, anche se mai statisticamente
significativa, sembra comunque supportare l'ipotelse le piante posseggano un effetto
memoria nei confronti dell’ozono e che la loro dsta sia in parte determinata dai livelli di
esposizione allinquinante delle stagioni vegetatprecedenti a quella in cui si verifica la
risposta.

In sintesi, & possibile affermare che esiste ws@oEta qualitativa ma non quantitativavdi
lantanain relazione ai livelli di esposizione allozonbD.altra parte, come gia discusso in
precedenza (capitolo 2.4), linteresse ad utiliezan bioindicatorein situ non sta nella
possibilita di stimare i livelli dellinquinante maiuttosto nell'opportunitd di valutare
I'impatto potenziale dell’ozono su vaste aree eane remote.
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4.

SPERIMENTAZIONE IN AMBIENTE CONTROLLATO

4.1 Introduzione

Sebbene gli effetti dell'ozono 84 lantana— in termini di sintomi fogliari - siano ben noti,
verificati da studi sia in ambiente controllato sra campo (in questa tesi) e validati
microscopicamente, non altrettanto esaustive sermhoscenze relativamente a come tale
specie risponda all'esposizione all'ozono a livelimchimico, fisiologico e genetico. In
particolare non sono completamente chiare le mt@zra contenuto fogliare di clorofilla,
funzionalita dellapparato fotosintetico e ripersia®i sul metabolismo primario dei
carboidrati ed il ruolo dei pigmenti accessori agifotezione del sistema fotosintetico. Da un
punto di vista genetico, poi, non vi sono conoseesgecifiche relative a comé lantana
reagisca all’esposizione ad ozono, a quali genigaea repressi e/o indotti in seguito a
trattamento con I'inquinante.

E’ noto come un’esposizione di tipo cronico all'opg caratterizzata da concentrazioni
medio - basse d’inquinante per un periodo prolumgsitt in grado di determinare riduzioni
della fotosintesi e dell'accrescimento (Heath, 1)994li accelerare i processi di senescenza
fogliare (Castagna & Ranieri, 2009). Anche in pgadiV. lantanatrattate con ozono e stata
osservata una riduzione dell’efficienza fotosim®ted una riduzione dell'assimilazione di
CO, (Bussaottiet al, 2005; Calatayue@t al, 2010). Tale specie mostra inoltre alterazione dei
cloroplasti e senescenza precoce (Grawanal, 2004). La misura della fluorescenza della
clorofilla a puo fornire indicazioni utili sulla fisiologia darganismo vegetale in esame
poiché, seppur in modo complesso e limitatamentd@ll, essa pu0O essere indicativa
dell’attivita fotosintetica. Uno dei principali efti dell’'ozono riguarda, infatti, proprio il
processo fotosintetico e consiste nella riduziosléattivita e/o della quantita (Goumenadd
al., 2010) della Rubisco — enzima chiave del cicloCdilvin — a causa dell’alterazione
strutturale e funzionale della molecola provocas derivati ossidanti dellozono. Come
conseguenza si ha la riduzione della fissazionka d&® e dunque una diminuzione nella
produzione di carboidrati (zuccheri solubili ed do)i(Keutgeret al, 2005). La riduzione del
tasso fotosintetico ha una conseguente azione dekdlsulla capacita fotochimica
(Reichenaueet al, 1997) che a sua volta promuove un meccanismatdinibizione. La
fotoinibizione (inibizione luce-dipendente dellatdsintesi) comporta una diminuzione del
trasferimento dell’energia di eccitazione ai cemlrireazione del PSIlI e linnesco di un
processo che porta al danneggiamento del fotosiststesso (Adiret al, 2003). Nel
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contrastare tale sequenza di eventi dannosi € uliiate importanza il meccanismo di
dissipazione dell’eccesso d’energia luminosa athsy il ciclo delle xantofille (Adams &
Demmig-Adams, 1995; Ciomgit al, 1997; Ranieret al, 2001). Le xantofille rappresentano
uno dei principali gruppi di carotenoidi, normalnemresenti come pigmenti accessori nei
complessi antenna dei due fotosistemi (LHCI e LhiGlbve consentono di ampliare lo
spettro di assorbimento degli organismi fotosicteti carotenoidi assorbono la radiazione a
lunghezze d'onda diverse rispetto alle clorofileg agiscono sinergicamente con esse per
aumentare l'efficienza di assorbimento della luté’altra funzione importante dei
carotenoidi € di proteggere i lipidi dei cloroplaskalla fotossidazione (dovuta ad alte
radiazioni luminose). | carotenoidi possono cateirienergia in eccesso dalle molecole di
clorofilla eccitate impedendo la formazione di silggti di ossigeno e di ROS. Tra le
xantofille rivestono particolare importanza violakaa, anteraxantina e zeaxantina, coinvolte
in un processo di dissipazione termica dell’energiaeccesso, noto come ciclo delle
xantofille. Tale ciclo prevede la conversione delialaxantina a zeaxantina, attraverso
l'intermedio anteraxantina, tramite reazioni dief@ssidazione, e il cammino inverso per via
epossidativa (Figura 4.1).

2

Ascorbate Vlolaxanthm\ /' 2NADP +2H,0

DE-EPOXIDATION EPOXIDATION
high light low light
pH 5.1 pH 7.5

2 Zeaxanthin / \ 2NADPH+20,

Dehydroascorbate

Figura 4.1. Ciclo delle xantofille (http://www.plartstress.com/Articles/Oxidative%20Stress.htm).

Nel PSII la formazione di zeaxantina attraversoelgzioni di de-epossidazione del ciclo
delle xantofille & essenziale per la dissipazi@enica pH-dipendente dell’energia luminosa
assorbita (Niyoget al, 1998).

Da un punto di vista genetico, € noto che le pianéano sviluppato complicati
meccanismi di percezione e trasduzione del segdalstress abiotici che determinano
I'attivazione o la repressione di particolari gdhiirayama & Shinozaki, 2010). E stato
osservato che I'esposizione all'ozono provoca Linidne di geni coinvolti anche in sistemi di
difesa contro patogeni (Savenstraetdal, 2000; Rizzoet al, 2007) e di geni coinvolti nella
sintesi di molecole coinvolte nella struttura clelte (Olbrichet al, 2005).
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Il presente studio svolto in ambiente controllatst&to impostato con lo scopo di valutare
se, e in che misura, I'esposizione all'ozono alfespetto funzionale della pianta - inteso in
termini di efficienza fotosintetica, di sintesi da@gmenti fotosintetici e dei carboidrati — e
I'aspetto genico — inteso come differente espressidi geni in piante esposte ad ozono
rispetto a quelle di controllo.

Gli studi in ambiente controllato offrono il vantag di poter, per I'appunto, controllare i
diversi parametri ambientali in grado di influireil scomportamento delle piante quali
temperatura, luce, rifornimento idrico e nutriedtdottando tale approccio metodologico per
la realizzazione di questo studio, si mira a vakutdieffetto dellozono eliminando
I'interferenza dei fattori che potrebbero altermssorbimento stomatico di questo inquinante
e dunqgue la risposta della pianta. Le informazmttenute attraverso la realizzazione dello
studio in ambiente controllato consentono sia girafondire le conoscenze circa agli effetti
dellozono suV. lantanasia di acquisire elementi utili per interpretaeerisposte ottenute
attraverso gli studi in campo (capitoli 2 e 3).

Per la realizzazione di questa parte di studio,gwmppo di piante diV. lantana -
provenienti da vivaio e mantenute in vaso - é stattiato con ozono 60 ppb per 5 ore al
giorno, per 45 giorni consecutivi; tale dose di mzcé stata scelta sulla base di quanto
riportato in letteratura e considerando le condizi esposizione a livelli medi di ozono a
cui le piante sono sottoposte in condizioni reali,modo da simulare una situazione di
inquinamento cronico da 0zono.

Sui campioni vegetali, trattati con ozono e nomosstate eseguite una serie di analisi che
hanno riguardato alcuni indicatori, morfologicgiblogici, biochimici e genetici, coinvolti nei
meccanismi di risposta delle piante allo stres@ztano. L’attenzione e stata dunque rivolta
allo studio degli effetti dell'inquinante su:

- sviluppo temporale e intensita dei sintomi foglial fine di verificare la relazione
dose/risposta;

- apparato fotosintetico, attraverso misumnevivo del contenuto di clorofilla e della
fluorescenza della clorofilla e attraverso la valutazione tramite HPLC del coute fogliare
dei pigmenti fotosintetici e accessori, con patto® riferimento all’analisi del ciclo
fotoprotettivo delle xantofille; tali analisi sorfimalizzate a valutare Sé. lantanasia in grado
di rispondere al trattamento con ozono attivandccaaeismi di protezione contro la
fotoinibizione del PSII (riduzione del contenutopigmenti fotosintetici) e contro gli eventi
fotoossidativi (attraverso la riduzione del conteint-carotene);

- metabolismo primario, attraverso la valutaziorsmite HPLC del contenuto fogliare di
carboidrati;

- espressione genica, mediante l'applicazione d#lenica d’ibridazione sottrattiva
soppressiva che permette di costruire librerie @ANA dei geni indotti e repressi dal
trattamento in esame.
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4.2 Materiali a Metodi

4.2.1 Materiale vegetale e condizioni di crescita

Circa 30 piante dV. lantanaprovenienti dal vivaio forestale “Casteller” diefto sono
state portate alla fine di maggio 2009 presso patimento di Coltivazione e Difesa delle
Specie Legnose “Giovanni Scaramuzzi” dell'Univexrsidli Pisa. Le piante erano state
riprodotte per talea, cresciute in vasi del diameir30 cm ed avevano un’altezza di circa 50
cm.

Inizialmente tutte le piante sono state mantenutserra per una fase di acclimatazione;
successivamente ne sono state preferenzialmendégis®dte 18 per la loro particolare
rigogliosita e trasferite in cella climatica Bentég ad aria filtrata (Proclimatic s.r.l., Imola,
Italia). La cella climatica nella quale sono stallevate le piante ha una dimensione utile di
2,70 x 2,90 x 2,0 m; al suo interno i parametri sntali luce, temperatura e umidita relativa
possono essere controllati e mantenuti sui valmitisattraverso sistemi automatici. Per la
sperimentazione con le piante\di lantanale condizioni sono state le seguenti: temperatura
di 20+1 °C; 85+5% RH; 50fimol mi” s* di radiazione fotosinteticamente attiva (PAR0O-
700 nm); 15 ore di fotoperiodo. Le piante sonoestatantenute in condizioni ottimali di
rifornimento idrico ed edafico (fertirrigazione) @d presenza di aria filtrata attraverso
carbone attivo per 90 giorni.

4.2.2 Descrizione delle condizioni di fumigazione

Al termine del periodo di adattamento in cella @troa, nove piante scelte casualmente tra
le 18 sono state trasferite in un box presentateitno della cella climatica stessa per essere
fumigate con ozono; contemporaneamente le altre p@ante sono state lasciate nella cella e
usate come controllo.

La camera utilizzata per la fumigazione con ozoRguyra 4.2) consiste in un box di
Perspex® (Shenzhen Dongke Plastic Packing Co., Biggnzhen, P.R. China) con
dimensioni: 1,30 x 0,75 x 1,00 m, ventilato conimente con aria proveniente dalla cella
stessa immessa in continuo con un flusso di ricartdiale capace di garantire due cambi di
aria al minuto, previa filtrazione per carbonevatti L'ingresso dell’aria nel box avviene
attraverso 5 fori (0,05 m di diametro), dispostiwgw dei lati minori, ed € mediato dalla
presenza di una piastra di Perpex®, anch’essaafarhé, rompendo i filetti d’aria in ingresso,
ne assicura una sufficiente omogeneizzazione.d \agne aspirata attraverso un foro (0,1 m
di diametro) praticato nel lato opposto a quelloedirata, filtrata ed immessa all’'esterno
mediante un aspiratore-depuratore Maczero Toxigds (@eron S.r.l., Milano, Italia). Il
flusso e intercettato, ad una distanza di 0,4 npdato di ingresso nella camera, da un tubetto
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di teflon (0,005 m di diametro) che convoglia I'omo all'interno del box, permettendo
un’adeguata miscelazione con la massa di ariatnatan

L’O; e formato a partire da;@uro in bombola, attraverso una scarica eletproaotta da
uno specifico generatore Fisher 500 (Fisher Sdier8AS, lllkirch, France) raffreddato ad
aria; la sua quantita in uscita € funzione dektita della scarica elettrica e del flusso gi O
in entrata al generatore.

La concentrazione all'interno del box e misurataciontinuo; la miscela aria - 30
campionata mediante un tubetto in teflon postalidizza delle piante, & convogliata ad un
analizzatore automatico Mod. 8810 (Monitor Labs,lfmglewood,. CO, USA), funzionante
in base al principio dell’assorbimento della luc&.U.o strumento € connesso ad un
registratore su carta a due tracce Mod. 2210 Bromenarder (LKB Producter, Bromma,
Sweden) e ad un sistema computerizzato basato BC utotato di specifico software.

Le fumigazioni sono state effettuate con una cotmaeione di ozono di 60 ppb per 5 h al
di, per un periodo di 45 giorni (21 luglio - 4 setibre 2009).

Figura 4.2. Camera utilizzata per la fumigazione dée piante diV. lantana con ozono.

4.2.3 Disegno sperimentale, numerosita campionarie, campionamento

Su ciascuna delle 18 piante selezionate sono Btdieiduate casualmente, e marcate
permanentemente, 5 foglie ben sviluppate, escludeunelle giovani apicali. Tutte le foglie
contrassegnate sono state oggetto delle osserveziatelle analisi secondo lo schema
riportato in Tabella 4.1. A ciascuno dei quattrmpe sono dunque state effettuate le misure
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non distruttive del contenuto di clorofilla SPADdella fluorescenza diretta della clorofida
la fluorescenza modulata € stata misurata solerapit T = 0 e 30 giorni. Le analisi del
contenuto di pigmenti fotosintetici sono state gffate dopo 15, 30 e 45 giorni dall'inizio del
trattamento. La sperimentazione € iniziata il 20@9 e si e conclusa il 4.9.2009.

Tabella 4.1. Schema delle misure ed analisi effetite sulle piante utilizzate per la
sperimentazione in ambiente controllato. Per ciaseutempo (T = numero di giorni dall'inizio
della fumigazione) ed analisi € riportato il numeradi piante fumigate (F) e di controllo (C)
utilizzate.

Tempo, gg Sintomi  Clorofilla  Fluorescenza Fluorescenza  Pigmenti Carboidrati

fogliari (SPAD) diretta modulata  fotosintetici
T=0 9F+9C 9F+9C 9F+9C 9F+9C
T=15 9F+9C 9F+9( 9F+9C 3F+3C 8FC
T=30 6F+6C 6F+6C 6F+6C 6F+6C 8FC 3F+3C
T =45 93+3C 93+3( 93+3C 3F+3C 8FC

Ai tempi T = 15, 30 e 45 giorni sono state toltdalaperimentazione 3 piante del Trattato
(fumigate F) e 3 del Controllo (C), selezionatevdita in volta in maniera casuale tra quelle
restanti. Tali piante sono state utilizzate perlgware le foglie da destinare alle analisi
biochimiche. Per il campionamento delle foglie, pante sono state precedentemente
mantenute al buio per 30 minuti; subito dopo, dgglia marcata é stata staccata dalla pianta,
privata della nervatura centrale e suddivisa icqle porzioni con lama da bisturi in modo da
preparare campioni in triplicato con i seguentirgiativi:

- 0,3 g per l'analisi del contenuto in carboidrati;

- 0,03 g per I'analisi dei pigmenti fotosintetici.

Eventuale materiale in esubero é stato consenatee wampione composito a livello di
foglia.

Su ciascun campione é stato segnato il peso esatimpioni sono stati immediatamente
congelati in azoto liquido e conservati a -80 Ydfal momento dell’analisi .

Per la realizzazione delle analisi genetiche dddmione sottrattiva soppressiva si € reso
necessario installare una nuova prova sperimerdalfumigazione, poiché il materiale
vegetale conservato dalla prima prova non eracseiffie per I'estrazione dei quantitativi di
RNA necessari per effettuare I'analisi di PCR-sel€uindi nella primavera 2011 un gruppo
di 12 piante scelte tra quelle non utilizzate nphlecedente sperimentazione e mantenute fino
ad allora in serra, sono state dapprima acclimatatella climatica per 6 giorni e quindi una
parte di esse (n=6) e stata sottoposta al trattemoem ozono per 15 giorni (Trattamento) ed
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altrettante sono state mantenute in cella climafiCantrollo), adottando le medesime
condizioni descritte nel capitolo 4.2.2.

4.2.4 Metodologie analitiche

4.2.4.1 Sintomi fogliari

A ogni rilievo, ciascuna pianta e stata classiicabme sintomatica o non in base alla
presenza o assenza di sintomi fogliari. Inoltrdasauna delle 5 foglie individuate su ogni
pianta e stata attribuita la percentuale di sugierfinteressata dalla presenza di sintomi,
espressa in classi del 5%.

Per i dettagli sulla metodica utilizzata per ileylo dei sintomi fogliari si rimanda a quanto
gia descritto nel capitolo 2.2.3.1.

4.2.4.2 Contenuto di clorofilla (SPAD)

Il contenuto di clorofilla & stato misurato vivo su ciascuna delle 5 foglie individuate su
ogni pianta, e ad ogni tempo, utilizzando un cldichetro portatile SPAD.

Per i dettagli sulla metodica utilizzata per la ung del contenuto fogliare di clorofilla
SPAD si rimanda a quanto gia descritto nel capifofo3.2.

4.2.4.3 Fluorescenza diretta della clorofilla a

La fluorescenza diretta della clorofilla e stata misurata su ciascuna delle 5 foglie
individuate su ogni pianta, e ad ogni tempo, sedoda metodica descritta nel capitolo
2.2.3.3.

4.2.4.4 Fluorescenza modulata della clorofilla a

La fluorescenza modulata della clorofilea & stata misurata con la tecnica “Pulse —
Amplitude — Modulated” (PAM) usando il Diving-PAMA(alz Gmbh, Effeltrich. Germania).
Ad un campione adattato al buio viene dato un ispuli luce modulata (ML = modulated
light) molto debole, ma in grado di causare lafaszenza della clorofilla. ML € originata da
un sistema di diodi (LED) che emettono radiazioglimmspettro del rosso (di solitomax =
650 nm). La debole radiazione iniziale non ha #&ffed’induzione della fotosintesi, la
fluorescenza della clorofilla proviene principalteralla perdita di energia dall'antenna,
quindi il suo valore puo essere assunto come F

Successivamente viene somministrato un impulscatlirgzione (SP = saturation pulse)
per un tempo di circa 0,8 s. Si tratta di un imputsn intensita molto forte, fino a 16.000
mmol m? s (LED, » max = 665 nm), che causa la riduzione di tuttiagitettori del PSlI, il
blocco momentaneo delle reazioni fotochimiche emeo conseguenza, l'aumento
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dell'intensita della fluorescenza fino a raggiurgger valore massimo (). Dopo che
I'intensita della fluorescenza é tornata al livedlioF, viene nuovamente somministrata una
luce attinica con PPFCPhotosynthetic photon flux dengity 200-500 mmol M s* (LED ,
Amax = 665 nm). Questa luce consente alla fluorescensalire nuovamente fino @, Ehe
rappresenta il picco di fluorescenza relativo dllae attinica. Nei minuti successivi la
fluorescenza diminuisce nuovamente fino al livadlostante (stabile) di ~(steady, che
rappresenta I'equilibrio fra le diverse fasi ddbéosintesi.

Dopo che e stato raggiuntg Feirca 240 secondi dapf; viene somministrato il secondo
impulso che riduce nuovamente gli accettori ditedei del PSII. Questo impulso provoca un
nuovo aumento di fluorescenza fino al livellg;Fthe € sempre inferiore g FLa differenza
tra Fy e Fv € dovuta all’estinzione non fotochimica di enerdiiaseguito, un impulso di luce
nel rosso lontano (far red, FR) (30 pmol di foton2 s-1 a 720-730 nm), in assenza di luce
attinica (Maxwell e Johnson, 2000) consente di naisu F'O, che rappresenta il livello
minimo di fluorescenza quando i centri di reazide€PSIl sono massimamente aperti in una
foglia adattata alla luce. Si assume che in talon@ebole luce nel rosso lontano in assenza
di luce attinica) venga eccitato preferenzialmahtSl rispetto al PSII, rimuovendo in tal
modo gli elettroni dal sito degli accettori del P&issidazione del pool dei plastochinoni
associati al PSll) e favorendo I'apertura dei gatitreazione del PSII.

La fluorescenza modulata consente, in particol#emalisi del quenching, cioé dei
processi che portano all’estinzione della fluorezeestessa. Questa estinzione pud avvenire a
causa del trasporto degli elettroni fuori dal P8bin un meccanismo indotto dall’attivita degli
enzimi coinvolti nel metabolismo del carbonio, edclgiamata “estinzione fotochimica”
(photochemical quenching, PQ). Un processo paoallgliarda la conversione dell’energia in
calore, ed € denominato “estinzione non—fotochifnjoan photochemical quenching, NPQ).
Tipicamente le variazioni che avvengono a causgudsti due processi durano circa 15-20
min, prima che si raggiunga lo stato costanteutirscenza (FS).

L’analisi & stata effettuata utilizzando un fluorirned luce modulata (PAM-2000, Walz,
Effeltrich, Germania) dopo 2@i adattamento al buio delle foglie. La fluorestere stata

eccitata con luce rossa modulata=(650 nm); la foglia & stata quindi illuminata Pe8” con

luce a elevata intensita (8.00Mol m?s™) in modo da indurre la produzione dj.F
| parametri di fluorescenza modulata consideratiilpgresente studio — oltre ad E Ry -
sSono i seguenti:

- Rl Fu = (Fu-Fo) / Py
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Questo parametro rappresenta la massima resa cpatdlla fotochimica primaria in
campioni adattati al buio. Fornisce una stima d#ltienza fotochimica massima del PSIl ad
una data PPFD, che corrisponde all’efficienza dperadel PSIl quando tutti i centri di
reazione del PSIl sono aperti (QA ossidato). Laizidne del valore di questo parametro e
accompagnata dall’aumento della de-epossidazidiedmtofille.

- Yield (o effective quantum vyield) = (*Fs) / F'm = AF/IF'y = F'q/ Fy = ®pg)

Questo parametro consente di valutare la resa igaardffettiva delle reazioni
fotochimiche nel PSII, in foglie adattate alla lu&entyet al, 1989). L'effective quantum
yield misura la proporzione di luce assorbita cheusata per alimentare le reazioni
fotochimiche, quindi I'efficienza e influenzata ffaltro dal livello degli accettori di elettroni
disponibili presso il PSI (normalmente NADP

- Quenching fotochimico = PQ = ((=F's) / (F'w-F o)

Il quenching fotochimicce connesso allo stato di ossidoriduzione dir@l PSIl. Esso
equivale approssimativamente all'ossidazione ddl, RSpertanto esprime il decadimento
(quenching) della fluorescenza causato dal potEnAitochimico. In tal modo PQ da
informazioni sui centri di reazione aperti. Al carto, I'espressione 1-PQ indica i centri di
reazione chiusi.

- Quenching non fotochimico = NPQ =(f#'v) / F'y

Il quenching non fotochimicesprime l'estinzione della fluorescenza dovuta @ecessi
non fotochimici, in particolare la dissipazionetedbrma di calore. L’eccesso di eccitazione
energetica pud essere ridotto attraverso procesdissipazione termica. Il quenching non
fotochimico della fluorescenza della clorofilla edicativo del livello di dissipazione di
energia non radiativa che avviene nel sistema ttlirgadella luce del PSII. L'importanza di
NPQ consiste nel fatto che esso dimostra comesellldi di eccitazione energetica dell’antenna
puo essere regolato, prevenendo cosi un eccegsmeale riducente della catena di trasporto
degli elettroni e quindi provvedendo alla prote&aai danni conseguenti.

4.2.4.5 Analisi dei pigmenti fotosintetici

L’estrazione dei pigmenti fotosintetici & statagesta secondo il metodo di Ciomet al.
(1997) su campioni fogliari conservati a T = -8Q T tutti quelli conservati, € stato preso a
caso un campione di circa 30 mg per ogni fogliatahmodo per ogni pianta sono state
ottenute 5 repliche. | campioni fogliari sono istahogeneizzati in mortaio con acetone puro
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(grado HPLC). L'estratto e stato poi filtrato med un filtro satellite da 0,@m in PVDF,
portato al volume di 2 ml ed immediatamente anatizz

Il contenuto di clorofillaa e b e di carotenoidi &€ stato determinato mediante HPLC
(cromatografia liquida ad alta prestazione), regrgdo i picchi in uscita a = 445 nm. La
separazione e stata condotta utilizzando una cal@ionex (Acclaim 120, C18, Dionex,
Sunnyvale, California, USA) la cui fase mobile e stitnita da due soluzioni:
acetonitrile/metanolo 75/25 v/v (soluzione A) e ametlo/acetilato 68/32 v/v (soluzione B). Il
programma di eluizione prevede 12 minuti in 100%adsoluzione A, 3 minuti in gradiente
da 100% di soluzione A a 100% di soluzione B, 1Butiiin 100% di soluzione B ed infine 2
minuti in gradiente da 100% di soluzione B a 100Psa@uzione A. Durante la fase di
separazione il flusso delle soluzioni & mantenutb ral min* (Thayer & Bjorkman, 1990,
modificato). Il riconoscimento degli analiti di eresse € effettuato in corrispondenza dei
picchi di massimo assorbimento, per confronto eeigi di ritenzione degli spettri UV con gli
standard relativi. La quantificazione dei pigmestistata effettuata in base a rette di
calibrazione costruite per ogni standard utilizzatorofilla a e b, zeaxantinf;carotene). La
quantificazione di violaxantina e anteraxantindagasottenuta dalla retta di calibrazione della
zeaxantina. L'indice di depossidazione (DEPS) tvstalcolato in base alla formula:

[(A/2)+Z]/(V+A+Z)]

Le concentrazioni dei pigmenti sono state espresse microgrammi per milligrammo di
peso fresco di fogliadg mg?.

4.2.4.6 Analisi dei carboidrati
L’analisi dei carboidrati & stata effettuata seapildnetodo descritto da (Keutgest al,

2005), apportando opportune modifiche. || materisggetale (campioni fogliari di 300 mg,
conservati a -80 °C) e stato macinato in mortaio &oto liquido ed omogeneizzato con 5 ml
di acqua per HPLC e posto a bagnomaria per 60 mmu60 °C. Successivamente
'omogenato e stato centrifugato a 5.000 rpm pernfliuti a temperatura ambiente. |l
surnatante e stato recuperato per I'analisi di agdia; saccarosio e fruttosio (zuccheri non
strutturali). Il residuo (pellet) e stato utilizegber I'estrazione e I'analisi dell’amido. A questa
frazione sono stati aggiunti 4 ml di acqua demilezata; i campioni quindi sono stati messi
per 2 ore a 100 °C a bagnomaria. Successivamembessati aggiunti 4 ml di tampone acetato
(2,2 M, pH 3,8) e 0,00175 unita dell’enzima amilmgsidasi (Sigma-Aldrich S.r.l., Milano,
ltalia) daAspergillus niger 300 unita mif, (enzima che idrolizza l'ultimo legame glicosidico
della catena di amido formando glucosio) per comseta trasformazione dell’amido in
glucosio, che avviene nel corso delle 20 ore dilazione a 60 °C. La determinazione dei
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carboidrati e stata effettuata iniettandop2@i campione in un sistema HPLC utilizzando una
colonna per la separazione 300 x 8 mm Sugar SC1@Glilzuccheri eluiti vengono
riconosciuti da un detector a indice refrattometr{&C 30-RI, Perkin Elmer, Waltham,
Massachusetts, USA) a 35 °C. La temperatura dellanna é stata mantenuta a 80 °C e la
fase mobile era costituita da acqua per HPLC coftusso di 1 ml mift.

Il riconoscimento degli analiti di interesse e ataffettuato in corrispondenza dei picchi di
massimo assorbimento, per confronto dei tempiteinzione con gli standard relativi.

La somma di glucosio, fruttosio e saccarosio éastinsiderata come misura dei
carboidrati solubili e la somma dei carboidratiufili e dellamido come contenuto di
carboidrati totale. Le concentrazioni dei carbdidsano state espresse come microgrammi
per grammo di peso fresco di fogliag[g*].

4.2.4.7 lbridazione sottrattiva soppressiva (PCR-Select)

Preparazione del materiale di partenza per la PCR

a) Estrazione, purificazione e quantificazione’B8®lIA totale
L’estrazione del’RNA totale dalle foglie &i. lantanaé stata effettuata seguendo il metodo

descritto da Gambinet al. (2008), apportando opportune modifiche. Campiogliari di
150 mg, conservati a -80 °C, sono stati macinathortaio con azoto liquido. Alla polvere
cosi ottenuta sono stati aggiunti 5 ml di buffeesdirazione [CTAB 2% (w/v), 2 M di NacCl,
100 mM di Tris-HCI, pH 8, 25 mM di EDTA e PVP 2,5684/v)]. La miscela é stata messa in
agitazione per 10’ a 65 °C. In seguito, sono stggiunti 5 ml di cloroformio-isoamilalcool
[24:1 (v/v)], cosi da favorire I'eliminazione delpgoteine cellulari, che vengono inglobate in
una fase gelatinosa che si forma all'interfaseckoeoformio e acqua. Il lisato cellulare é stato
posto in centrifuga a 360Pper 5’ a temperatura ambiente. Il surnatante,ezatte gli acidi
nucleici, é stato recuperato e ad esso e stataraggiun ugual volume di cloroformio-
isoamilalcool [24:1 (v/v)]. Dopo aver centrifugaiiotutto a 3600g per 5 a temperatura
ambiente e recuperato il surnatante, ad essoeagdgtunto un ugual volume di LiCl 6 M per
precipitare preferenzialmente I'RNA. La sospensioasi ottenuta € stata conservata per 30’
in ghiaccio. Successivamente, il campione e stattvaamente centrifugato a 36QQoer 20’

(4 °C) ed al pellet sono stati aggiunti 500 pl &8T& buffer[SDS 20% (w/v), 5 M di NaCl,
10 mM di Tris-HCI, pH 8 e 1 mM di EDTA] e 500 pl dioroformio-isoamilalcool [24:1
(v/v)]. Una volta centrifugato il tutto a 136@Qper 5’ (4 °C), al pellet & stato aggiunto 1 ml di
isopropanolo. Il tutto e stato conservato per 3@@°C per precipitare gli acidi nucleici. Per
purificare 'RNA dal DNA residuo, il campione é &wianuovamente centrifugato a 136§0
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per 20’ (4 °C) ed il pelleé stato lavato con 5 ml di etanolo (75%) e cergafo a 1360Q
per 5’ (4 °C). Una volta eliminato I'etanolo al 70%opellet € stato, nuovamente, lavato con 5
ml di etanolo (100%) e, successivamente, centritugal360Qy per 5’ (4 °C). L'RNA, dopo
essere stato lasciato ad asciugare a temperatiniargmper circa 30’, & stato solubilizzato in
1 ml di acqua DEPC (DiEtilPiroCarbonato). La quiicaizione del’RNA é stata effettuata
misurando I'assorbanza a 230, 260 e 280 nm in taeiaktguarzo in cui é stato posto 1 ml di
soluzione ottenuta portando a volumgl Slel campione proveniente dall’estrazione dellRNA
totale con HO distillata. Ogni unita di assorbanza letta a 28® equivale a una
concentrazione di 40g m* in RNA, mentre I'assorbanza a 230 nm indica lat@minazione
di sali e di etanolo e quella a 280 nm la contamioree proteica: dal rapporto tra le coppie di
valori misurati (A260/A230 e A260/A280) si ottiemm indice di qualita del’RNA estratto
che, per essere altamente puro, deve avere urevaanpreso tra 1,8 e 2,0. Il controllo della
qualita del solo RNA estratto € stato effettuatdtie mediante elettroforesi su gel di agarosio
(1,5%, w/v) in TAE 0,5X. Gli acidi nucleici sonoasi visualizzati alla luce ultravioletta (312
nm), mediante legame con bromuro di etidio (10 mig)ndopo una corsa di 30’ applicando
una differenza di potenziale di 50 V. | parametmsiderati per la valutazione sono stati:

e presenza delle bande di RNA,

» separazione del’RNA in due bande principali diedsa dimensione (RNA ribosomale

28S e 18S),

* integrita del’lRNA (assenza di degradazione, vigzabile sul gel come smear).

b) Purificazione del’/RNA messaggero (mMRNA)

L’isolamento dellmRNA dal’RNA totale é stato effaato utilizzando il kit di purificazione
Absolutely mRNA Purification K{Agilent Technologies Italia S.p.A., Cernusco Naliglio,
MI, Italia) che prevede le seguenti fasi (Figurd)4.

* immobilizzazione dellmRNA: sfere magnetiche somgiante alla soluzione di RNA
totale cosi da far ibridare le code di poli(A) ctiascun mRNA contiene, con gli
oligonucleotidi [costituiti interamente da residliidesossitimina (dT)] presenti sulle
superfici delle microparticelle;

* rimozione di contaminanti: si applica un campo neipo allo scopo di isolare il
complesso mRNA-microparticelle dalla restante sohe, che si elimina;
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e eluizione dellmRNA: dopo un abbandonante lavaggpo una soluzione tampone a
bassa forza ionica, gli ibridi mMRNA-microparticeliedissociano e I'mRNA purificato
viene eluito in soluzione acquosa.

La quantificazione dellmRNA é stata effettuata mn@do I'assorbanza a 230, 260 e 280

nm in cuvette al quarzo in cui e stato posto 1 insiotlizione ottenuta portando a volumgl5
del campione, proveniente dalla purificazione deRNA a partire dal’RNA totale, con 4@

distillata (come sopra).

Immobilizzazione del’lmRNA  Rimozione di contaminanti Eluizione del’mRNA

Figura 4.3. Fasi principali del metodo per la purifcazione dellmRNA (da: Absolutely mRNA
Purification Kit, Agilent Technologies).

PCR-select

L’approccio di ibridazione sottrattiva, applicaterpverificare i geni differenzialmente
espressi dalle due popolazioni di piante di vibufmattato con ozono e controllo), & stato
realizzato utilizzando il kiPCR-Select! cDNA subtraction ki{Clontech, Mountain View,
CA, USA). Sono stati eseguiti i seguenti passagdiematizzati in Figura 4.4.
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| cDNA tester e driver vengono
preparati dai due campioni di mRNA |n
esame

l

| cDNA tester e driver vengono
separatamente digeriti per ottener
molecole piu corte

l

Il cDNA viene suddiviso in due
porzioni e ciascuna viene legata co
due differenti adattatori

l

Sequenze differenzialmente espresse
vengono arricchite

l

| templateger I'amplificazione PCR
vengono generati dalle sequenze
differenzialmente espresse

l

Solo le sequenze differenzialment
espresse vengono amplificate

l

Sequenze differenzialmente espresse
vengono ulteriormente arricchite

Figura 4.4. Sintesi delle procedure della PCR-Seledl cDNA nel quale vanno ricercati specifici
trascritti € definito come “tester” ed il cDNA di riferimento come “driver”.
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Retrotrascrizione da mRNA a cDNA per le due popolsiz questa fase é stata
realizzata mescolandod di mRNA con 1ul di cDNA synthesis primer (1QM). |
campioni sono stati incubati per 2’ a 70 °C e ssss@amente per 2’ in ghiaccio; alla
miscela cosi ottenuta sono stati poi addizionadi di ANTP mix 10 mM, 1ul di H,O
sterile, 1pl di 5x First strand buffer e {il di trascrittasi inversa AMV (20 unital™).
Dopo aver agitato e incubato per 90’ a 42 °C, &xiane € stata inattivata mettendo |l
tutto in ghiaccio. E stata quindi effettuata latesi della seconda catena di cDNA
(complementare alla prima): ai campioni di cDNAeotiti dalla retrotrascrizione sono
stati aggiunti 1,6l di dNTP mix 10 mM, 48,4 di H,O sterile, 16ul di 5x Second
strand buffer e 4u di Second-Strand Enzyme Cocktail (20X). Dopo aagitato e
incubato il tutto per 60’ a 16 °C, sono stati aggi2 ul di T4 DNA polimerasi. Dopo
un’incubazione di 30’ a 16 °C, sono stati addiztodaul di EDTA/ glicogeno e 10@l

di una miscela fenolo:cloroformio:isoamilalcool [28:1 (v/v)]. Una volta
centrifugata la miscela a 13600 g per 10’ (18 °§)no stati aggiunti 10QI di
cloroformio:isoamilalcool [24:1 (v/v)], 4@l di acetato di ammonio 4M e 3Q0 di
etanolo (95%). Il campione é stato huovamente fegato a 13600 g per 20’ (18 °C)
ed il pellet e stato lavato con 5Q0di etanolo (80%) e centrifugato per 10’ (18 °C).
Una volta eliminato I'etanolo all’'80%, il pelletpdo essere stato lasciato ad asciugare
a temperatura ambiente per circa 10, e stato s8aledto in 50ul di acqua DEPC. |
campioni di cDNA a doppia elica sono stati consea20 °C;

Digestione del cDNA per generare piccoli frammenoti estremita smussate: a 43,5
di ciascun campione di cDNA sono stati aggiungil 8li tampone di restrizione Rsa |
10X e 1,5ul di endonucleasi Rsa | (10 unii. Dopo aver miscelato e centrifugato
brevemente, i campioni sono stati incubati a 37p&C 1,5 h e quindi vi sono stati
aggiunti 2.5ul di miscela EDTA10X/glicogeno per terminare la zieme. Dopo
'aggiunta di 50 ul di miscela di fenolo:cloroformio:isoamilalcod5:24:1, i
campioni sono stati vorticati e centrifugati a DQ0pm per 10’ per separare le fasi.
Lo strato acquoso superiore € stato quindi rectipeedl € stato fatto un altro
passaggio nella miscela di alcoli. Sono stati aggiguindi 25ul di NH4AOAc 4 M e
187,5ul di etanolo 80 %, vorticati e centrifugati 14.0G@m per 10'. | pellets sono
stati quindi coperti con 200l di etanolo 80% e centrifugati a 14.000 rpm pet. 10
Dopo aver eliminato il surnatante, i pellet sonatidasciati asciugare all’aria per 5-

10’ e quindi sciolti in 5,5l di acqua e conservati a -20 °C;
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* Legame dell’adattatore: ogni cDNA deve essere tegatlue diversi adattatori (1 e
2R). A 2ul di cDNA sono stati aggiunti gl di adattatore, 3l di acqua sterile, 2l di
Ligation buffer 5X e 1ul di DNA ligasi T4 (400 unita{l) e dopo una breve centrifuga
la miscela e stata incubata a 16 °C tutta la néttenattino & stato aggiunto (dl di
miscela EDTA/glicogeno per bloccare la reazione;

» Ibridazione del cDNA: la prima ibridazione e staéalizzata mescolando 1,8 di
Rsa-| digested Driver cDNA (o C), 1ul di 4X Hybridization buffer a 1,5l di
Adaptor 1-ligated Tester (C11 e11) o 1,5ul di Adaptor 2R-ligated Tester (C12 e
0312). | campioni sono stati incubati a 98 °C per &,5uccessivamente a 68 °C per 8
h. Nella seconda ibridazione del cDNA, i due campidella prima ibridazione
vengono mescolati (C1x0C120G;; Os11C+Q12C) e viene aggiunto nuovo cDNA
non legato all'adattatore dell’altra popolazione; (d Cl1Q+C12QG; e C in
0311C+Q312C): questo e stato effettuato preparandd d@li Driver cDNA, 1 ul di
Hybridization buffer 4X e 2ul di H,O sterile e dopo incubazione a 98 °C per 2’
mescolati con i prodotti della prima ibridazioneodd un’incubazione per tutta la
notte a 68 °C, sono stati aggiunti 20Ddi tampone di diluizione, mescolati e la
reazione é stata inattivata mettendo il tutto &&®er 7’; i campioni sono stati quindi
conservati a -20 °C;

* Amplificazione del cDNA delle due popolazioni prdeatemente ibridato: la |
amplificazione e stata realizzata aggiungendo addL cDNA di ogni campione 19,5
ul di H,O sterile, 2,51 di 10X PCR reaction buffer, 04 di dNTP mix (10 mM), 1
ul di PCR Primer 1 (1@M) e 0,5ul di 50X Advantage cDNA Polymerase Mix. La
miscela e stata sottoposta a PCR, il cui programiianaplificazione e schematizzato
in Tabella 4.2.

Tabella 4.2. Schema riassuntivo del primo programmai amplificazione utilizzato per I'analisi
molecolare di foglie diV. lantana.

Temperatura Durata

Estensione degli adattatori 75 °C 5
— Denaturazione 94 °C 30”
3 Appaiamento primer 66 °C 30”
N Estensione 72 °C 1’ 30”

86



4. STUDIO IN AMBIENTE CONTROLLATO

Per la Il amplificazione, ad [l di prodotto della | PCR diluito 1:10 in @ sterile sono stati
aggiunti 18,5ul di H,O sterile, 2,51l di 10X PCR reaction buffer, 0,8 di dNTP mix (10
mM), 1 ul di Nested PCR Primer 1 (10 mM)ul di Nested PCR Primer 2R (10 mM) e @J5
di 50X Advantage cDNA Polymerase Mix. La miscelastata sottoposta a PCR, il cui

programma d’amplificazione e schematizzato in Tiab&B.

Tabella 4.3. Schema riassuntivo del secondo prograna di amplificazione utilizzato per I'analisi
molecolare di foglie diV. lantana.

Temperatura Durata

_ Denaturazione 94 °C 30"
3 Appaiamento primer 68 °C 30”
o

- Estensione 72 °C 1' 30"

| prodotti della PCR sono stati analizzati, caraainsu gel di agarosio (1,5%, w/v) in
TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1ImM EDTA), utilizzandi® pl di campione e 21 di loading
buffer. E stata, quindi, applicata una differenz@atenziale di 100 V per 20'. Il gel & stato,
poi, illuminato con un transilluminatore e le baneMdenziate sono state confrontate con

quelle di riferimento (Step Ladder 50 bp, Sigma).

4.2.5 Analisi dei dati

Le piante assegnate a Trattamento e Controllo Beqelee, alle diverse date, sono state di
volta in volta prelevate dalla sperimentazione gféttuare le analisi biochimiche, sono state
tutte selezionate secondo criterio random.

| dati risultanti dalle analisi morfologiche, fistgiche e biochimiche sono stati mediati,
per ogni tempo, a livello di pianta.

La valutazione degli effetti del trattamento cogéstata eseguita tramite ANOVA a due
vie, considerando i fattori “ozono” e “tempo di esgione”. Dove l'interazione “0zono X
tempo di esposizione” e risultata significativaawwomparazione delle medie a posteriori €
stata svolta applicando il test Bonferroni al ligali significativita 0,05.

Prima di procedere con le analisi € stata verdidatnormalita della distribuzione dei dati
con il test di Kolmogorov-Smirnov; quando necessasi € proceduto alla trasformazione
Box-Cox dei dati.
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Per quanto riguarda i dati di fluorescenza moduatta clorofilla a, poiché le misure sono
state eseguite solo in due tempi (T=0 e 30 giotaigifferenze tra le medie delle piante di
controllo e di quelle sottoposte a trattamento c@ono sono state testate per la loro
significativita con il t-test di Student.

Tutte le analisi statistiche sono state elaborate it programma Statistica 7.1 (Statsoft
2006, Tulsa, OK, USA).

4.3 Risultati

4.3.1 Sintomi fogliari

Le piante diV. lantanatrattate con ozono hanno sviluppato i tipici smtdogliari, che
consistono in lesioni necrotiche puntiformi (stiggl localizzate nelle regioni internervali
della superficie adassiale della lamina fogliargFa 4.4). | sintomi sono stati confermati
attraverso analisi microscopica di sezioni del rfidsofogliare. Cid costituisce ulteriore
conferma di quanto osservato in campo su piantetapee.

Dopo 15 giorni dall'inizio della sperimentazionenau sola pianta trattata con ozono
risultava sintomatica, anche se i sintomi rilevain interessavano le foglie identificate per
I'attribuzione della percentuale di superficie deggiata.

Figura 4.4. Sintomi fogliari suV. lantana dopo 15 gg di trattamento con ozono (60 ppb, 5 h'}i

L’andamento temporale della percentuale media pedicie fogliare sintomatica (riferita
alle 5 foglie osservate per ciascuna pianta) ertapm in Figura 4.5. A 45 giorni dall'inizio
della sperimentazione, la percentuale di superfiogtiare sintomatica media delle piante
trattate ha raggiunto circa il 15%. Alla fine dgtleova anche piante di controllo presentavano
lievi sintomi ascrivibili alllozono: una possibilespiegazione pud essere individuata
nell'esposizione accidentale delle piante allozgmesente nell’aria ambiente durante fasi di
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acquisizione dei dati di fluorescenza, misurazire per motivi pratici venivano svolte al di
fuori della cella climatica; considerato il periodb realizzazione della sperimentazione
(luglio — agosto) é plausibile che nell'aria amléfossero presenti livelli di ozono tali da
provocare danno alle piante, anche se esposte@armperiodi.

< 25 -
g —e— Trattato
E 20 | | —o—controllo
o)
g
8
.,_8) 10 -
Q0
% | /
(]
Q.
)
? 0 O :
0 15 30 45
Giorni di fumigazione con O3

Figura 4.5. Andamento temporale della percentuale pdia di superficie fogliare sintomatica nel
trattato e controllo (le barre rappresentano I'errore standard).

4.3.2 Contenuto di clorofilla e fluorescenza dirett a della clorofilla a

In Figura 4.6a € rappresentato il contenuto mediglatofilla riscontrato nelle piante
trattate con ozono e in quelle di controllo; in g 4.6b gli stessi dati sono rappresentati in
modo relativizzato [(Trattato/Controllo)-1], per tteze in maggior evidenza le differenze.
Nelle piante di controllo si osserva un tendenziaemento nel tempo del contenuto di
clorofilla; tale incremento, anche se meno marcatesservabile inizialmente anche nelle
piante trattate, ma dopo 30 giorni di trattameitoontenuto medio decresce rapidamente.
Dopo 45 giorni di fumigazione con ozono, il contemmedio di clorofilla € circa il 20% in
meno rispetto alle piante di controllo.
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a b
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Figura 4.6. a): andamento temporale dei valori med{t deviazione standard) del contenuto
fogliare di clorofilla misurato con il clorofillometro SPAD sulle piante diV. lantana del
Controllo (simbolo vuoto) e del Trattato (simbolo feno); b): valori di clorofilla relativizzati
[(Trattato / Controllo) - 1].

In tabella 4.4.a e riportato il risultato dellatsttica ANOVA, realizzata al fine di valutare
gli effetti del trattamento con ozono, del tempo dsposizione all’inquinante e
dell'interazione tra i due fattori sul contenuta@liare di clorofilla misurato con la tecnica non
distruttiva SPAD. Entrambi i fattori e la loro iméione sono risultati significativi.

In Tabella 4.5 sono riportati i valori medi (+ dazione standard) per data e trattamento
dei parametri del JIP-test considerati per il pnésestudio. In Figura 4.7 gli stessi parametri
sono rappresentati in termini relativi [(Trattatof@rollo) - 1]. Da tali grafici si nota che, a 15
giorni dall'inizio del trattamento, la fluorescenmanima (F) relativa delle piante trattate con
ozono tende ad aumentare; i parametgc¥0 e W5;300 aumentano dopo 30 giorni di
fumigazione. La fluorescenza massimay)(Fnostra un’evidente diminuzione nelle piante
trattate a partire da 30 giorni dall'inizio deltteamento con ozono. L'ampiezza della fase I-P
(AV..p) ed il Performance Index presentano una diminuzioglativa dopo 15 giorni
dall'inizio della sperimentazione. L'efficienza nsama della fotochimica primariapgo 0
F/Fuv) € yo mostrano una diminuzione dei valori relativi finlldaizio del trattamento con
0zono.
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Tabella 4.5. Valori medi (+ deviazione standard) deprincipali parametri del JIP-test ottenuti
dai transienti di fluorescenza registrati con il fuorimetro HandyPEA al tempo zero e dopo 15,
30 e 45 giorni di fumigazione con ozono.

Giorni di Controllo Trattato

trattamento media ds media ds
0 745,911 + 44 807| 756,778| + 58,462
E 15 752,651 + 42,153| 758,489| + 74,467
0 30 704,533 + 44.856| 756,233| + 76,313
45 757,600 + 57,949| 860,400| + 66,880
0 3509,511 + | 176,656| 3606,956| + | 211,643
F 15 3612,651 + | 155,993| 3554,222| + | 236,021
M 30 3347,567 + | 275,077| 3381,767| £ | 251,053
45 3611,667 + | 239,501| 3339,533| + | 321,317
0 0,823| + 0,014 0,827 + 0,011
®PO 15 0,825| + 0,009 0,823| + 0,008
30 0,821| + 0,014 0,815 + 0,014
45 0,824| + 0,016 0,786 * 0,023
0 0,223| + 0,017 0,223 + 0,014
Wok 15 0,213| + 0,012 0,216| + 0,016
100 30 0,227| + 0,013 0,230 + 0,021
45 0,214| + 0,017 0,239 + 0,021
0 0,433| + 0,027 0,434 + 0,033
W 15 0,416| + 0,023 0,426| + 0,031
300 30 0,444| + 0,023 0,460| + 0,042
45 0,421| + 0,037 0,479 + 0,036
0 0,547| + 0,057 0,536 + 0,061
i 15 0,566| + 0,103 0,535]| + 0,047
0 30 0,603| + 0,046 0,535| + 0,040
45 0,533| + 0,042 0,471| £ 0,039
0 0,157| + 0,025 0,157 + 0,035
AVio 15 0,155| + 0,031 0,155] + 0,039
) 30 0,183| + 0,053 0,138| + 0,038
45 0,148| + 0,033 0,121| + 0,028
0 8,729| + 2,845 9,048 + 4,367
Plror 15 9,051| + 3,201 8,780 + 4,557
30 11,797 + 5,367 6,508 | + 3,385
45 8,706| + 4,145 3,668 + 1,719
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Figura 4.7. Andamento temporale dei parametri del [P-test relativizzati [(trattato/controllo)-1].
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In Tabella 4.4b sono riportati i risultati dellaasstica ANOVA, realizzata al fine di
valutare gli effetti del trattamento con ozono, dgeipo di esposizione all'inquinante e
dell'interazione tra i due fattori sulla rispostatdsintetica delle piante. Tutti i fattori sono
risultati influire in maniera significativa sui ganetri di fluorescenza, tranne il trattamento
con ozono sulla fluorescenza massimga) (F

Per i parametri che sembrano “rispondere” al tnatato con ozono in maniera piu
tempestiva, sono stati effettuati dei confrgmiist-hocper mettere in evidenza le differenze
significative tra i singoli valori; i risultati sanrappresentati in Figura 4.8. L’efficienza
massima della fotochimica primaria resta invarreghe piante di controllo per tutto il periodo
della sperimentazione; nelle piante trattate coonozl valore di questo parametro diventa
significativamente inferiore - rispetto al contmle rispetto ai valori del trattato delle
settimane precedenti - dopo 30 giorni di fumigaeiaon ozono. Per il Performance Index e
per yo le differenze tra Trattato e Controllo diventangngicative dopo 15 giorni di
trattamento.
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Tabella 4.4. Effetti del trattamento di ozono (Tratamento), del tempo di esposizione (Tempo) e
della loro interazione (Trattamento * Tempo) su: a)contenuto di clorofilla SPAD; b) parametri
di fluorescenza diretta della clorofillaa; c) contenuto fogliare di pigmenti fotosintetici;d)
contenuto fogliare di carboidrati in piante di V. lantana esposte a 0zono (60 ppb, 5 iger 45
giorni consecutivi). | valori numerici in tabella rappresentano F. Gli asterischi indicano
differenze statisticamente significative per: *** =P<0,001; ** = P<0,01; * = P<0,05; ns = P>0,05.

Trattamento Tempo Trattamento x
Tempo
F F F
a) Chl (SPAD) 33,87 rxk 7,34 rkk 3,70 *k
b) Fluorescenza diretta
Fo 23,95 Fokk 11,23 ok 5,99 rxk
Fu 2,00 ns 12,02 ok 5,76 ko
Opo 37,79 el 19,32 okok 20,82 ko
Plkot 35,19 rxk 7,78 ok 9,73 Fokk
W300 22,47 ok 13,82 Fkk 6,08 Fkk
Wok100 11,07 *k 10,57 ko 4,62 *k
AV p 16,36 ok 4,13 *k 5,46 *x
Wo 31,13 el 11,84 okok 5,36 *k
c) Pigmenti fotosintetici
Chl (a+b) 2,63 ns 17,95 rxk 1,11 ns
Chla/Chlb 4,17 *k 47,45 el 0,98 ns
Carotenoidi totali 7,90 *k 3,36 ko 8,65 *
Chl(a+b)/Carot. tot. 6,34 *x 3,88 * 8,89 *kk
VAZ 8,50 *x 3,08 * 0,73 ok
DEPS 9,43 *x 27,87 ns 3,62 ns
d) Carboidrati
Saccarosio 2,56 ns 2,64 ns 1,20 ns$
Glucosio 6,89 *x 1,88 ns 3,82 *k
Fruttosio 3,71 ns 0,25 ns 3,04 ns
Amido 1,10 ns 12,17 ko 0,49 ns
Carboidrati totali 6,44 *k 0,24 ns 2,33 ns
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Figura 4.8. Andamento temporale di parametri del JP-test (media + deviazione standard)
misurati su piante di V. lantana esposte ad ozono (60 ppb per 45 giorni consecutigiore al
giorno) (e) e in piante di controllo mantenute in aria filtrata (o). Lettere diverse indicano valori
significativamente diversi (<0,05) in base allANOVA a due vie (vedi Tab. 4.4peguita da test
Bonferroni.

In Figura 4.9a si riportano le curve medie dei ¢rant di fluorescenza registrati in diversi
momenti della sperimentazione. Si nota, con il gasslel tempo, un progressivo aumento
della fluorescenza minima dfdelle piante trattate con ozono rispetto a qulieontrollo; la
fluorescenza massima \JF mostra un comportamento contrario, risultandeeahine della
prova inferiore per le piante trattate rispettaaltg di controllo.

Le curve AW (Figura 4.9b) ottenute per sottrazione dei tramisidi fluorescenza
normalizzati tra (0,05 ms) e (2 ms) mostrano un andamento sempre piu marcadl co
passare del tempo, indicando una crescente pelidifficienza dellOxigen Evolving System
delle piante trattate con ozono rispetto a queltdtrollo.
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Figura 4.9. Transienti OJIP (a) e curveAW (b) ottenute per sottrazione detransient di
fluorescenza normalizzati tra i (0,05 ms) e (2 ms) e moltiplicati per 4.

96



4. STUDIO IN AMBIENTE CONTROLLATO

4.3.3 Fluorescenza modulata della clorofilla  a

La fluorescenza modulata della clorofilla € stata misurata prima dell'inizio della
sperimentazione sull'intero pool di piante al fidiecaratterizzare la situazione di partenza
(Tabella 4.6). Le misure sono state ripetute dop@i8rni dall'inizio della fumigazione con
ozono, sia sulle piante trattate sia su quelle aditrollo (Tabella 4.7). Le differenze tra
Trattato e Controllo al tempo T=30 giorni (t-testpno risultate significative per la
fluorescenza basale JJi- per la massima efficienza del PSH,/Ey) e per la resa quantica
effettiva (Yield. Benché l'estinzione fotochimica (QP) sia ristdtanferiore nel trattato
rispetto al controllo, le differenze non sono siigative; anche per l'estinzione non

fotochimica (NPQ) le differenze non sono signifieat anche se - come atteso - il valore era
piu elevato nel trattato rispetto al controllo.

Tabella 4.6. Valori medi e deviazioni standard deprincipali parametri della fluorescenza
modulata registrati con il fluorimetro PAM al tempo zero (TO) sull'intero pool di piante
destinate alla sperimentazione.

Fo | Fu | R/Fy | Yield| QP | QNP
Media| 0,247| 0,994 0,746 0,422 0,765 0,105
ds 0,031] 0,166 0,054 0,085 0,084 0,075

Tabella 4.7. Valori medi e deviazioni standard deprincipali parametri della fluorescenza
modulata registrati con il fluorimetro PAM dopo 30 giorni di fumigazione con ozono. La
significativita delle differenze tra controllo e trattato (t-test) & indicata con: * = P<0,05; ** =
P<0,01; *** = P<0,001.

Controllo Trattato

Parametrg Media Ds Media ds

Fo 0,202 | #| 0,013 0,224 + 0,016 **F
Fu 1,035| #| 0,089 1,050 #+ 0,083 ns
Fu/Fu 0,804 | +| 0,012 0,786 *+ 0,011 *¥
Yield 0,341| #| 0,074 0,283 * 0,063 *
QP 0,603| # 0,115 0,524 ¢ 0,100 ns
QNP 0,792| # 0,044 0,799 ¢ 0,027 ns

Come gia riscontrato attraverso le misure di flsoemza diretta della clorofilla, anche
con la fluorescenza modulata si confermano unadkaenza minima (- piu elevata ed una
resa quantica massima/{Fy ) inferiori nel trattato rispetto al controllo.

97



4. STUDIO IN AMBIENTE CONTROLLATO

4.3.4 Contenuto fogliare di pigmenti fotosintetici

In Tabella 4.8 sono riportati i dati relativi aléalisi del contenuto fogliare di pigmenti
fotosintetici effettuate sulle piante Wi lantanaprima dell’inizio del trattamento con 0zono;
in Tabella 4.9 per gli stessi parametri si ripogtawalori analizzati dopo 15, 30, 45 giorni di
trattamento con ozono, ed i corrispondenti valideriti alle piante di controllo. Per I'analisi
ANOVA, i cui risultati sono riportati nella Tabelld.4.c, sono stati considerati i seguenti
parametri: il contenuto totale di clorofilla ¢ b), il rapporto tra clorofillaa e clorofillab; il
contenuto totale di carotenoidi, il rapporto trarofilla totale e carotenoidi totali, la somma di
viola-, antera- e zeaxantina, I'indice di de-epdazione. | valori di tali parametri, registrati
prima dell'inizio del trattamento con ozono e avatsi tempi della sperimentazione nelle
piante trattate ed in quelle di controllo, soncoripti in Figura 4.10; con differenti lettere
sono evidenziati i valori significativamente divie(Bonferroni) per quei parametri risultati
significativamente influenzati dall'interazione dattori “ozono x tempo”.

Il contenuto di clorofilla totale ed il rapportoaticlorofilla a e b nel trattato tendono a
diminuire nel tempo e sono inferiori al controlima le differenze non sono significative.
Anche il livello dei carotenoidi del trattato diniisce nel tempo, e le differenze sono
significative dopo 30 giorni di fumigazione. Ilmoportamento di VAZ é particolare: i valori
del trattato sono significativamente inferiori abntrollo a 30 giorni dall'inizio della
fumigazione; successivamente aumentano ed a 4Bigono significativamente superiori.
Per quanto riguarda i valori di DEPS, questi noaspntano variazioni significative per
nessuno dei fattori analizzati e neppure per la loterazione, benché siano sempre maggiori
nel trattato rispetto al controllo.

Tabella 4.8. Contenuto fogliare medio di pigmentidtosintetici in piante di V. lantana al tempo

Zero.
Media DS
ug mg*
Clorofilla a 26,16 + 1,363
Clorofilla b 10,44 + 0,222
a-Carotene 2,55+ 0,354
B-Carotene 8,16 + 0,273
Luteina 0,28 + 0,005
Neoxantina 0,91+ 0,064
Violaxantina 1,48 + 0,104
Anteraxantina 0,19+ 0,015
Zeaxantina 0,21+ 0,006
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Tabella 4.9. Contenuto fogliare medio di pigmentiri piante di V. lantana dopo 15, 30 e 45 giorni
di esposizione ad ozono (60 ppb per 5 ore al giomo

Controllo, pg mg* | Trattato, pug mg*
Giorni
di trattamento | Media ds | Media ds

15 25,01 £ | 3,733| 23,18 + | 3,996

Clorofilla a 30 24,14| £ | 2,585| 21,82 +| 3,274
45 17,30 + | 3,750| 17,13 + | 4,507

15 11,21 + | 1,890| 10,36 + | 1,946

Clorofilla b 30 10,85/ + | 1,295| 10,09 +| 1,629
45 9,12| + | 1,857 9,73 + | 1,849

15 2,73| £ | 0,758 2,80 + | 0,973

a-Carotene 30 3,38| = | 0,999 2,33 £ | 0,941
45 2,76| = | 0,864 1,14 + | 0,483

15 7,70 £ | 2,536 8,08 + | 1,282

p-Carotene 30 8,15/ £ | 1,131 6,46 £ | 1,946
45 482 + | 1,858 435 +| 1,324

15 0,29| + | 0,054 0,24 +| 0,040

Luteina 30 0,26/ + | 0,031 0,26/ + | 0,033
45 0,25| + | 0,043 0,28 + | 0,056

15 0,92| + | 0,224 0,85 + | 0,162

Neoxantina 30 0,86| = | 0,153 0,86 = | 0,160
45 0,95| + | 0,170 0,92 +| 0,258

15 1,41 £ | 0,272 1,36 = | 0,457

Violaxantina 30 1,24| + | 0,206 1,11 + | 0,301
45 1,25| + | 0,315 1,24 + | 0,372

15 0,18/ + | 0,053 0,21 +| 0,067

Anteraxantina 30 0,18| £ | 0,042 0,21 + | 0,085
45 0,20| + | 0,064 0,24 + | 0,094

15 0,16/ + | 0,073 0,15 + | 0,033

Zeaxantina 30 0,17| = | 0,040 0,16 = | 0,028
45 0,10/ + | 0,047 0,15 + | 0,061
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Figura 4.10. Andamento temporale medio (= deviaziastandard) del contenuto fogliare di
pigmenti in piante di V. lantana esposte ad ozono (60 ppb per 45 giorni consecutisiore al
giorno) (e) e in piante di controllo mantenute in aria filtrata (o). Lettere diverse indicano valori
significativamente diversi (0,05) in base al’ANOVA a due vie (vedi Tab. 4.4geguita da test
Bonferroni. La linea tratteggiata rappresenta il vdore medio analizzato al tempo zero.
Abbreviazioni: DEPS = indice di depossidazione; VAZ
violaxantina+anteraxantina+zeaxantina.
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4.3.5 Contenuto fogliare di carboidrati

Il contenuto fogliare di carboidrati e riportato Tabella 4.10. L'analisi ANOVA (Tabella
4.4d) ha evidenziato un effetto significativo dattbre Trattamento (ozono) sul contenuto
fogliare di glucosio e dei carboidrati totali. Lierazione dei due fattori (Trattamento X
Tempo) e risultata significativa solo per il glumngFigura 4.11); il contenuto di questo
zucchero nei campioni trattati con ozono e inferiarquello delle piante di controllo in tutti e
tre i tempi analizzati. Purtroppo, per i carboidradn € stato possibile effettuare I'analisi al
tempo zero e quindi non esiste un valore di rifento, prima dell'inizio del trattamento.
Inoltre, i valori di deviazione standard sono quasmpre piuttosto elevati e questo fa
supporre che vi sia stato qualche problema dulantesi analitiche e/o di conservazione dei
campioni.

Tabella 4.10. Contenuto fogliare medio di carboidri in piante di V. lantana dopo 15, 30 e 45

giorni di esposizione ad ozono (60 ppb per 5 ore giorno).

Giorni di Controllo, pg g* Trattato, pg g*
trattamento media Ds Media ds
15 2807,17 £ | 650,505| 2127,86| + | 1165,756
Saccarosio 30 2985,00 £ | 530,099 3104,13| + | 452,775
45 3365,02 + | 1183,838| 3254,89| £ | 481,960
15 1685,03 £ | 638,016| 1275,72| £ | 664,663
Glucosio 30 2156,56 + | 553,330| 2002,55| + | 412,520
45 1811,44 + | 771,406| 1678,50| £ | 309,959
15 905,76| £ | 517,747| 500,77| £ | 336,483
Fruttosio 30 693,45 + | 273,280 773,20 £ | 340,536
45 875,62 £+ | 456,045 721,64| +| 206,403
15 1,67| £ 0,024 1,62 + 0,155
Amido 30 1,60| £ 0,065 1,65| + 0,077
45 1,77 £ 0,137 1,76| £ 0,115
15 5397,96 * | 1780,659| 3744,88| + | 1959,406
Carboidrati solubili 30 5835,01] + | 1244,314| 5879,88| + | 949,657
45 6052,08 + | 2280,046| 5655,03| + | 971,894
15 5399,22 + | 1780,570| 3746,10| + | 1959,231
Carboidrati total 30 5836,32 + | 1244,340| 5881,53| £ | 949,690
45 6053,85 * | 2280,059| 5656,79| + | 971,966
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Figura 4.11. Andamento temporale medio del contenatfogliare di glucosio in piante div.
lantana esposte ad ozono (60 ppb per 45 giorni consecutiSiore al giorno) @) e in piante di
controllo mantenute in aria filtrata (o).

4.3.6 PCR-select

L’isolamento dellRNA e stato effettuato su fogtieV. lantana,prelevate dopo 15 giorni
di esposizione all’'ozono. La purezza e la conceidre di RNA totale - isolato da piante
trattate e non — sono state valutate determindadsdrbanza spettrofotometrica dei campioni
a 230, 260 e 280 ed i loro rapporti (Tabella 4.12)

Tabella 4.12. RNA totale gg ml™) isolato da foglie diV. lantana al termine dell’esposizione con
ozono (60 ppb, 5 h d-1 per 15 giorni consecutiviY(attato) a confronto con quello isolato da
piante non sottoposte a trattamento (Controllo)

ABS 280| ABS 260| ABS 230| Rapporto| Rapporto| RNA totale
260/280 | 260/230 | (ug ml™)

Trattato 0,123 0,208 0,074 1,69 2,81 832
Controllo| 0,204 0,317 0,115 1,55 2,76 1268

Come € possibile osservare dai rapporti 260/2860£230, la qualita del’/RNA estratto
elevata e, come riportato in Figura 4.12, ne e et l'integrita. Infatti, i 10ug di RNA
caricati su un gel di agarosio 1% con bromuro dii@t mostrano la totale assenza di bande
degradate per gli RNA ribosomali 28S e 18S.
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Figura 4.12.Gel di agarosio (1%) colorato con bromuro di etidio evisualizzato sotto luce
ultravioletta, su cui sono state fatte correre repthe di RNA totale isolato da foglie dV. lantana
dopo 15 giorni di esposizione con ozono (60 ppbhSi™ per 45 giorni consecutivi) (T1-T3) e non
sottoposto a trattamento (C1-C4). Il bromuro di etdio permette di visualizzare sul gel le bande

di rRNA 28S e 18S, che non mostrano degradazione.

Dall'analisi delle fotografie scattate, infatti, @0 affermare che I'RNA e stato estratto in
buone condizioni di integrita, poiché e possibilstidguere chiaramente le bande dovute
al’RNA appartenente alle subunita ribosomali 28%8&. Considerando dal’RNA totale di
una popolazione si ottiene circa il 10% di mRNAuantitativi di RNA totale a disposizione
sono tali da consentire la purificazione dellRNA&ssaggero necessario per le fasi successive
di analisi.

| risultati della valutazione spettrofotometricadl@eRNA isolato da piante di controllo e
trattate sono riportati in Tabella 4.13.

Tabella 4.13. RNA messaggerqu ml™) isolato dal’RNA totale estratto dalle foglie diV. lantana
al termine dell’esposizione con ozono (60 ppb, 5dil per 15 giorni consecutivi) (Trattato) a
confronto con quello isolato da piante non sottopés a trattamento (Controllo)

ABS 280| ABS 260| ABS 230| Rapporto| Rapporto] mRNA

260/280 | 260/230 | (ug mh
Trattato 0.25 0.522 0.497 2.09 1.05 0.02
Controllo| 0.213 0.462 0.476 2.17 0.97 0.01

Com’e possibile osservare dal rapporto 260/28@uialita del’'mRNA estratto e elevata
rispetto alla quantita di proteine contaminantnelre la concentrazione e sufficiente per poter
procedere per ottenere la quantita di mRNA richigmr la PCRselect(come riportato da
protocollo, 2ug di mMRNA).

Dopo la prima fase di ibridazione sottrattiva, I€ERP effettuate hanno consentito di
amplificare i cDNA repressi ed indotti da trattartteeoon ozono, che sono stati visualizzati
tramite una corsa elettroforetica gal d’agarosio (Figura 4.13). La prima banda di sraist
rappresenta il ladder utilizzato come riferimentbonper stabilire la grandezza dei frammenti

di cDNA. La banda contrassegnata con “C” e indi@atilelle sequenze specificatamente
espresse solo nel controllo, e che dunque risultepeesse nel campione trattato con ozono.
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La banda contrassegnata cons™@ppresenta i geni specificatamente espresscatapione
trattato con ozono — ma che sono repressi nehtoatPer questa seconda libreria il segnale e
piuttosto debole, come evidenziato dalla scarsanasita della banda.

Figura 4.13. Sequenze differenzialmente espressefaglie di V. lantana dopo 15 giorni di
esposizione con 0zono (60 ppb, 5 A(Os) a confronto con quella di piante non sottoposte a
trattamento (C).

Sono dunque state effettuate ulteriori PCR, vaoaqdantitativi e numero di cicli, per
amplificare il cDNA di entrambi i campioni, al findi ottenere sufficiente materiale per il
successivo sequenziamento.

Portando il numero di cicli della prima PCR a 32quello della seconda PCR dai 10
originali a 15, 16, 17 e 18 cicli, si pu0 osservemene il cDNA corrispondente alle sequenze
indotte nel campione trattato con ozono raggiunggoantitativi comparabili a quelle
represse (C) (Figura 4.14), e quindi utilizzabér pe fasi future di identificazione dei geni a
cui appartengono le sequenze differenzialmentessser

Campione C O, C O, C O; C O
Cicli Il PCR 15 16 17 18

Figura 4.14. Prodotti di PCR dopo un numero diversdli cicli della PCR secondaria. E possibile
osservare come con i nuovi cicli, il campione comtente le sequenze indotte nel trattato (€)
abbia raggiunto quantitativi comparabili a quello delle sequenze represse (C).
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Sviluppi futuri

Poiché la tecnica d’ibridazione sottrattiva semévalenziare differenze tra le sequenze di
MRNA estratti da esemplari 8. lantanasottoposti per 15 giorni a trattamento cof(&D
ppb, 5 h &), rispetto agli esemplari non esposti allinquiteanle prospettive future di
approfondimento riguarderanno l'identificazione deni repressi/indotti a cui corrispondono
i tratti di RNA amplificati. Specificamente, cio wa realizzato attraverso il sequenziamento
ad alta resa (mediante la tecnica 4Séquencing del DNA relativo ai trascritti
differenzialmente presenti nei campioni delle do@glazioni in esame e, successivamente
I'identificazione, con l'analisi bioinformatica, dgeni differenzialmente espressi -indotti e
repressi dal trattamento con ozono. Questo perraatievalutare le risposte della pianta al

trattamento in termini di espressione genica.
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4.4 Discussione

E’ noto dalla letteratura ché lantanaé una specie sensibile all’'ozono (Skeltyal, 1998;
Novak et al, 2003; Orendovickt al, 2003); esposta a tale inquinante, sviluppa urdigua
sintomatico fogliare specifico (Innest al, 2001), mostra una riduzione dell’efficienza
fotosintetica (Gravanet al, 2004), dell'assimilazione di G della conduttanza stomatica e
un’alterazione di efficienza della Rubisco (Calathgt al, 2010). Orendovici et al. (2003)
riportano un valore di AOT40 di circa 1200 ppb lmeosoglia per lo sviluppo di sintomi in
ambiente controllato.

Con il presente lavoro € stato possibile integeaa@profondire le conoscenze esistenti con
dati sul contenuto fogliare di clorofilla, sullanzionalita dell'apparato fotosintetico e sulle
ripercussioni sul metabolismo primario dei carbaigr nonché sul ruolo dei pigmenti
accessori nella protezione del sistema fotosirdetic

Nella sperimentazione i primi sintomi sono stagcantrati dopo 15 giorni di trattamento
con ozono, quando 'AOT40 aveva raggiunto circaQlppb h. Contemporaneamente, il
contenuto di clorofilla SPAD (misuratm vivo) nelle piante trattate con ozono risultava
inferiore del 5% rispetto a quelle di controlloadet differenza aumentava significativamente
all'8% e al 18%, rispettivamente dopo 30 e 45 gidrtrattamento.

Seppur non statisticamente significativa, € stataha verificata una riduzione del
contenuto totale di clorofillaaftb) e del rapporto clorofillaa/clorofilla b (HPLC): la
riduzione dei pigmenti pud rappresentare un mesocami di protezione del PSII dalla
fotoinibizione attraverso la riduzione del numer@autenndight-harvesting Un altro sistema
di protezione dell'apparato fotosintetico verso ftaoinibizione provocata dallozono e
rappresentato dall’attivazione del ciclo delle xditle (Pellegriniet al, 2011b; Pellegrinet
al.,, 2011a): i dati di questo lavoro evidenziano peadazioni non significative dell'indice di
de-epossidazione (DEPS), facendo supporre che padeesso di dissipazione termica
dell’energia in eccesso non sia stato attivateenathnte trattate df. lantana Dopo 30 giorni
di trattamento con ozono, quando le piante risahavessere state esposte ad una dose di
AOT40 di circa 3.000 ppb h, si é rilevata una ridoe significativa del contenuto di
carotenoidi, probabilmente come risultato di ungrddazione ossidativa da parte di radicali
dell'ossigeno.

Nelle piante trattate la diminuzione di/Fy (= ¢pg) - 0sservata sia con la fluorescenza
diretta sia con la modulata - € indicativa di umma fotoinibitorio ai centri di reazione del
PSII; responsabili di questo declino sono 'aumed#&dla fluorescenza minima dfFe la
concomitante diminuzione della fluorescenza mass(fg durante tutto il periodo di
trattamento. L’aumento digfe considerato espressione di danno irreversibRSH ed indica
che la dissipazione termica avviene in maniera ayguropriata, con conseguente eccesso di
eccitazione nelle foglie (Bussot#t al, 2011a). Le piante trattate hanno fatto rilevaaon
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piu bassi di¥Wgq, il che significa un rallentamento della riduzigm&maria di Q. Sempre per
le piante trattate, la comparsa della banda K -emv{aumento di fluorescenza relativa a 300
Hs — testimonia che lo stress ossidativo da ozonprbgocato I'inattivazione delbxigen
evolving complex Benché le variazioni di questi parametri confeniche importanti
cambiamenti in piante trattate con ozono avvengoelta regione O-J deransient della
fluorescenza (Gravanet al, 2004), quella che corrisponde agli eventi fotouhi, un
significativo aumento € stato registrato anche’araliezza della fase I-P. La fase I-P &
connessa al trasferimento di elettroni al PSI edaumento della fluorescenza variabile
relativa in questa fase e da attribuire al bloccaatettori di elettroni oltre il PSI. Anche
qguesta parte di curva si € dimostrata sensibifezalho perV. lantana Una sintesi del
comportamento fotosintetico complessivo € dataR#aformancdndex totale: la riduzione
significativa di questo parametro dopo 30 giorni tdattamento con ozono definisce
chiaramente una situazione di ridotta capacita ¢esspva di cattura e conservazione
dell’energia, dall'assorbimento dei fotoni nel P&l riduzione degli accettori finali del PSI.
Per quanto concerne i carboidrati totali, i datetiti non sono sempre tali da consentire
una chiara interpretazione di quanto avvenuto @lldvdi metabolismo primario. La
significativa riduzione del contenuto di glucosiei rtampioni trattati con ozono potrebbe
rientrare nel quadro generale di un ridotto metab@ primario diV. lantanain seguito ad
esposizione all'ozono: cio sarebbe, in sintesi, clanseguenza della ridotta capacita
fotosintetica, del minore contenuto di clorofilladel sistema non completamente efficace di
protezione dalla fotoinibizione riscontrati nellame trattate con ozono attraverso le analisi
ecofisiologiche e metaboliche effettuate in questalio.

107



4. STUDIO IN AMBIENTE CONTROLLATO

108



5. CONCLUSIONI GENERALI

5.

CONCLUSIONI GENERALI

Con questo lavoro si e voluta verificare la podisébdi usareV. lantana— pianta arbustiva
di ampia diffusione - come bioindicatore situ per valutare I'effetto fitotossico dell'ozono
troposferico sulla vegetazione spontanea. Per gquasiposito occorreva preliminarmente
verificare la rispondenza di tale specie ad aleequisiti, ritenuti essenziali per considerare
un organismo come bioindicatore affidabile (Dol2§10). Ampia distribuzione sul territorio
(i), elevata sensibilita (ii) e specificita di rizgta all'inquinante (iii) erano i requisiti che in
letteratura risultavano gia verificati p&f. lantana tali caratteristiche erano alla base
dell'attenzione rivolta proprio a tale specie. Rgano da verificare due requisiti importanti:
(iv) I'evoluzione temporale della risposta, ovvdeo capacita di rispondere all’inquinante
durante il periodo vegetativo e (v) la relazioreeititensita di risposta e livello di esposizione
all'inquinante. Era inoltre importante poter verdre l'intero set di requisiti in condizioni di
campo e verificare le risposte delle piante in cdodi controllate, situazione in cui ogni
variazione di risposta possa essere attribuitalal fattore di stress “0zono”. Per perseguire
tali obiettivi sono stati svolti due specifici stud campo ed uno in ambiente controllato. Per
guanto riguarda la valutazione delle risposte dplente all'ozono, l'indicatore preso in
considerazione in tutti gli studi & stato il sintmrfogliare, noto per la sua specificita nei
confronti dell'ozono e la facilita d’identificazien Sono stati inoltre introdotti anche altri
indicatori di risposta, in modo da ottenere infommai aggiuntive sulla fisiologia, sul
metabolismo primario e sul comportamento a livgkmico delle piante sottoposte a stress da
ozono; tali indicatori di risposta sono stati ditadn volta adottati nei casi in cui il disegno e
le condizioni sperimentali lo consentivano.

| principali risultati ottenuti sono di seguito sgunti, suddivisi per specifici obiettivi.

1) Verifica delle potenzialita di utilizzo diV. lantana come bioindicatore

Il primo studio realizzato in campo ha consentitwadutare la rispondenza ¥i lantanaal
requisito (iv) - la capacita di rispondere all’opodurante il periodo vegetativo - effettuando
regolarmente, da maggio a settembre, misure eavagseni su gruppi di piante spontanee
esposte a due differenti livelli di ozono.

| sintomi fogliari osservati in campo corrispondaaquelli riportati in letteratura (Innes
al., 2001) e sono di facile riconoscimento. La com@alai primi sintomi fogliari in campo si
e verificata all'inizio del mese di luglio (2009)incremento maggiore della frequenza di

109



5. CONCLUSIONI GENERALI

piante sintomatiche € stato in seguito registregold meta di luglio e la meta di agosto,
periodo interessato dalla presenza di elevate otrazoni di ozono. Le piante esposte ai
livelli piu elevati di ozono hanno sviluppato simtopiu precocemente e la loro frequenza é
aumentata piu rapidamente rispetto alle piantestsolivelli di ozono piu bassi.

In concomitanza con la comparsa e la diffusione sieiomi fogliari, si e rilevata la
diminuzione del contenuto di clorofilla nelle fogle un calo della performance fotosintetica.
Un indicatore precoce di risposta allozono € stitparametro che indica la capacita
dell'accettore finale di elettroni d’essere ridoftd/,.p); tale parametro ha mostrato valori piu
bassi nelle piante esposte ai livelli piu alti dooo nella seconda meta di giugno, quindi circa
due - tre settimane prima della comparsa dei sinfogtiari. Il parametroAV,p € gia stato
indicato da altri autori (Bussotét al, 2011a) come specifico nella risposta all’'ozonmn ¢
questo lavoro si conferma tale specificita, ancké gaso di misure effettuate su piante
spontanee e in condizioni reali di campo, oltra albssibilita di ottenere indicazioni precoci
di uno stato di stress della pianta.

La comparsa dei primi sintomi € avvenuta, in enbiansiti, per valori di AOT40 superiori
alla soglia critica di 9.000 ppb h, raggiunta gire la fine di giugno.

Il secondo studio in campo ha consentito di afomtl requisito (v) — I'esistenza di una
relazione tra intensita di risposta\di lantanae livello di esposizione all'ozono - attraverso
I'osservazione di 10-30 piante sui 30 quadrati hitoenetrici, stratificati per quota e livello di
AOTA40, selezionati secondo un criteramdomsui circa 6.000 kidella provincia di Trento.

Da questo studio € emerso che, a parita di livdil@sposizione allozono, le piante
sintomatiche sono sempre piu frequenti alle quaieefevate (sopra i 700 m s.I.m.). Questo
dato, che conferma quanto osservato con il primdigtin campo, puo essere spiegato da un
maggior stress ossidativo, dovuto ad esempio atleazione solare, a cui sono sottoposte le
piante che si trovano alle quote piu elevate, nénda condizioni ambientali che possono
essere maggiormente favorevoli all’assorbimentmateco di ozono.

Anche se non e stata verificata una relazionetdimagjnificativa dose/risposta, ovvero tra
livelli di esposizione all’ozono e percentuale darge sintomatiche, e stata riscontrata una
maggior probabilita di trovare piante sintomatiata siti con i livelli piu alti di ozono.
Questo aspetto € da ritenersi in linea con l'infazrmane che si vuole trarre dal bioindicatore
in situ che mira a valutare I'impatto reale dell'inquinargulla vegetazione presente in una
certa zone e soggetta alle effettive condizioniiamthli della zona stessa. Questo approccio
comporta, peraltro, che i risultati siano piu diffinente interpretabili per la variabilita
genotipica e/o fenotipica delle piante.
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| due studi in campo hanno consentito di verifiaame sviluppo temporale delle risposte di
V. lantanacoerente con I'andamento dei livelli di esposieical’'ozono e i sintomi sono
risultati piu frequenti ai livelli piu elevati dizono.

| sintomi fogliari si sono confermati essere delidiaindicatori di risposta all'ozono; la
loro valutazione € piu soggettiva rispetto a miserefisiologiche strumentali, ma e rapida e
non richiede la presenza di un controllo: i date ch ottengono hanno, in sé, un valore
assoluto e, per la loro interpretazione, non oecarnetterli in relazione con dati acquisiti su
piante non sottoposte al fattore di stress.

2) Confronto dei risultati ottenuti in campo e in anbiente controllato

La sperimentazione in ambiente controllato ha catiteedi ottenere sia dati confrontabili
con quelli rilevati in campo - avendo adottato &b di misure ed osservazioni comune per
tipologia e per numerosita campionarie - sia déti per approfondire le conoscenze sul
comportamento metabolico della pianta in rispoltazano.

Per quanto riguarda i sintomi fogliari, il contemudi clorofilla SPAD e la fluorescenza
diretta della clorofillaa, i dati ottenuti in ambiente controllato conferroaguanto osservato
in campo.

| sintomi fogliari rilevati in campo sono stati eftormente convalidati con quelli osservati
in ambiente controllato; in entrambi i casi, il doa sintomatologico € stato validato mediante
analisi microscopica di sezioni del mesofillo ahdfidi attribuire con certezza la causa
all'ozono.

Le piante esposte all'ozono - sia in campo siamiviante controllato - hanno mostrato la
presenza di sintomi fogliari gia a livelli di esfmene all'ozono di circa 6.00Qg m>. I
successivo sviluppo temporale dei sintomi e risolioerente con 'aumento dei livelli di
esposizione all'inquinante. In entrambe le situazgperimentali, alla comparsa e diffusione
dei sintomi fogliari &€ corrisposta una riduzioné ctentenuto di clorofilla SPAD, significativa
in ambiente controllato dopo un’esposizione alllo@odi circa 9.000pg m°. Effetti
dell’ozono sono stati riscontrati, in campo e inb&nte controllato, anche sull’efficienza
fotosintetica con una riduzione progressiva delfdPerance Index e della capacita
dell'accettore finale di elettroni d’essere ridofto/.p).

Benché coerenti come direzione, le risposte alhozdelle piante trattate in ambiente
controllato e di quelle in campo si sono manifestain differente intensita.

Complessivamente, i dati acquisiti in campo e irbi@mte controllato fanno supporre che,
in seguito a stress da 0zonb,lantananon sia in grado di attivare un efficace meccanisin
dissipazione termica dell’energia e che questo patare alla base della sensibilita di tale
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specie nei confronti dell’inquinante: gli elettrdiiberi potrebbero provocare la formazione di
ROS e tali sostanze sarebbero la causa di prodiefgb-ossidazione del contenuto cellulare
che determinerebbero lo sviluppo dei sintomi faglia

| sintomi in campo si sono manifestati a valorAdT40 sia superiori che inferiori a quelli
fissati dalla direttiva europea per la proteziom#ladvegetazione (9.000 ppb h). Come gia
discusso da altri autori (Fuhret al, 1997; Ferrettet al, 2007a), I'indice AOT40 - derivato
da studi in ambiente controllato - non sempre sambiatto per stimare I'impatto dell’ozono
in condizioni di campo e su larga scala. Anchergsenza di valori di esposizione all'ozono
potenzialmente dannosi, non sempre si riscontrgprizsenza di sintomi sulle piante
(Baumgarteret al, 2009; Hunoveet al, 2011) e viceversa. Questo comportamento potrebbe
trovare una spiegazione nell'approccio dei flussimatici, considerando dunque la dose di
ozono assorbita piuttosto che i livelli dellingaimte in atmosfera. Tale approccio richiede
pero la conoscenza di una serie di parametri artddieed ecofisiologici, indispensabili per
stimare la conduttanza stomatica e Il'assorbimerttimatico, non sempre facilmente
disponibili e inoltre non considera le strategifedsive della pianta che potrebbero limitare il
reale impatto dell’inquinante.

La risposta del bioindicatore, invece, riflette quessivamente l'azione dei parametri
ambientali che influenzano I'assorbimento stoma&de difese della pianta, rispondendo in
tal modo all’esigenza di conoscere il reale impd#thozono sulla vegetazione.

Le risposte delle piante allozono comprendono mase variazioni fisiologiche e
biochimiche, che sono il risultato di variazioniliespressione genica. E’ noto, ad esempio,
che geni indotti dal trattamento con ozono sona@gssi indotti nei meccanismi di difesa nei
confronti di patogeni (Sharma & Davis, 1997). Ladib delle variazioni dell’espressione
genica in seguito a trattamento con ozono potr@a@Ewnella comprensione dei meccanismi di
difesa e tolleranza nei confronti dello stress d=sro. Queste caratteristiche possono
rivelarsi particolarmente importanti se si considérproblema ozono nella prospettiva che
€SS0 possa creare competizione tra specie, arovamndettere a rischio la sopravvivenza di
quelle particolarmente sensibili. Oltre all'effetsolla biodiversita, una ridotta vitalita della
pianta causata dall'ozono pud anche rendere lagistessa maggiormente suscettibile nei
confronti di patogeni (Eastbuet al, 2011).

In estrema sintesi, dai risultati ottenuti si pud@udere che la specie arbustialantana
L. sembra adatta per valutare in maniera qualddtimpatto potenziale dellozono in aree
remote; i sintomi fogliari si confermano essere daiidi indicatori di risposta all'ozono.
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