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Lattuale norma applicata nel monitorag-
gio aerobiologico (UNI 11108:2004)
prevede il riconoscimento e il conteggio
al microscopio ottico dei granuli pollini-
ci aerodispersi. I costi connessi all’appli-
cazione di tale metodica di analisi, sia in
termini di tempo che di personale spe-
cializzato, rappresentano spesso un fat-
tore limitante per I'ampliamento delle
reti territoriali di campionamento, ne-
cessarie per la produzione di informazio-
ni dettagliate relative al carico pollinico
di specifiche aree. Il presente studio va-
luta le potenzialita delle metodiche bio-
molecolari di PCR quantitativa in tempo
reale per l'identificazione e la quantifica-
zione dei granuli pollinici raccolti attra-
verso la rete di campionatori volumetrici
tipo-Hirst diffusi sul territorio, allo sco-
po di sviluppare un sistema rapido e affi-
dabile da poter applicare al monitoraggio
aerobiologico.

Materiali e metodi

Campioni di polline e foglie sono stati
raccolti in provincia di Trento da un set di
piante selezionate in base al loro potenzia-
le a]lergenico; per la verifica della quanti-
ficazione, sono state allestite sospensioni a
diverse concentrazioni di uno o due taxa
pollinici. Lo sviluppo delle metodiche di
riconoscimento e quantiﬁcazione dei pol—
lini attraverso 'analisi del DINA nucleare
ha richiesto i seguenti passaggi:
1. messa a punto di un protocollo di
estrazione del DNA da polline libero
o legato a nastro siliconato Melinex®;
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Conte microscopiche

Fig. 1 - Numero medio di granuli pollinici stimato attraverso conte microscopiche o PCR guantitativa.

Le barre rappresentano ['errore standard

2. identificazione ¢ sequenziamento di
regioni di DNA nucleare taxon-speci-
fiche per l'amplificazione in PCR;

3. costruzione di curve standard per la
quantificazione dei diversi taxa pollinici;

4. confronto tra numero di granuli polli-
nici stimati con conta microscopica
tradizionale e con PCR quantitativa.

Risultati

Lestrazione da polline libero e su nastro
ha fornito DNA di buona qualita per le
successive analisi di PCR. L'approccio
bioinformatico e la ricerca in letteratura
hanno permesso di individuare regioni di
DNA specifiche per tutte le specie polli-
niche analizzate. Sono state quindi dise-

154 G.E.A.

gnate opportune coppie di primer per
I'amplificazione del materiale genetico
nucleare e specifiche sonde per la quan-
tificazione del DNA. Attraverso l'utiliz-
zo delle curve standard taxon-specifiche
¢ stato possibile verificare la corretta
quantificazione del DNA pollinico an-
che in compresenza di due specie nello
stesso campione. La regressione lineare
applicata al numero di granuli di DNA
stimato con conta microscopica verso
PCR quantitativa mostra come esista
una forte concordanza tra i valori forniti
dalle due metodologie (Figura 1).

Lo studio & stato realizzato nell’ambito
del progetto CARPOL, finanziato dalla
Fondazione Cassa di Risparmio di Tren-
to Rovereto.




