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Riassunto

I medicinali utilizzati per curare gli animali diewamento possono conservare la loro
funzionalita anche quando sono liberati nell’amtaen

L'uso delle deiezioni zootecniche come fertilizzagt la via principale d’ingresso
nellambiente di questi medicinali e, una voltaeliati nel’ambiente, possono entrare in
contatto con microorganismi, piante e animali pnésed interagire con loro, ma le
interazioni sono ancora poco note e studiate.

In questa tesi e stata studiata la risposta dit@iah Corylus avellanalL. a varie
concentrazioni iniziali di sulfadiazina (SDZ).

Trenta piante diCorylus avellanalL. sono state cresciute su suolo per 70 giorni, in
ambiente controllato a concentrazioni di 0, 0.01, @, 10 e 100 ppm di SDZ somministrate
in soluzione acquosa ad inizio trattamento.

Nessuna evidente differenza morfologica é statamisata nella parte epigea delle piante
a fine trattamento; tutte hanno dimostrato unougyib paragonabile, inteso come crescita in
lunghezza, numero di foglie e area fogliare.

La biomassa della parte ipogea a fine trattamesitbsee un andamento di tipo ormetico,
con una crescita lievemente stimolata alle basseertdrazioni di SDZ ed inibita alle
concentrazioni piu alte. Un effetto negativo, trml & stato osservato nella morfologia delle
radici delle piante cresciute a piu alto dosaggime mostrano ramificazioni secondarie e
segni di sofferenza.

Le analisi degli scambi gassosi dimostrano cheteentrazioni piu alte di SDZ inducono
un generale abbassamento della velocita con cuermono sia la fotosintesi che la
traspirazione, mentre quelli relativi alla fluoresea delle clorofille, sembrano indicare che
la fase luminosa della fotosintesi € meno influgmzdella velocita di fissazione della O
dalla presenza di SDZ nel terreno.

Alcuni studi hanno dimostrato che gli antibioticogsono influenzare le comunita
microbiche presenti nel suolo; per questo motiaiada analizzata la risposta degli endofiti
dei picciolo. Dosi basse di sulfamidici appaionmsilare la traslocazione dei batteri verso le
parti aeree della pianta, mentre dosi alte probadite rendono non praticabile tale strategia

di rifugio.






Abstract

Medicinal products used to treat farm animals again their functionality even when
they are released into the external environment.

The use of manure as fertilizer is the main routgut into the environment of these
medicines and, once released into the environmeat aome into contact with micro-
organisms, plants and animals and interact witmiHeowever the interactions are still little
known and studied.

In this study it was investigated the developmédmdlants of Corylus avellana L., and the
presence of microorganisms endophytes in the petiol response to various initial
concentrations of sulfadiazine (SDZ).

Thirty plants of Corylus avellana L. were grown sail for 70 days, in a controlled
environment at concentrations of 0, 0.01, 0.1, ,ahd 100 ppm of SDZ administered in
agueous solution at the start of treatment.

No noticeable morphological difference was obsenvedboveground part of the plants
at the end of treatment; every treatment have shawevelopment comparable in term of
growth in length, number of leaves and leaf area.

At the end of treatment, the root morphology wagdicaly changed: 10 and 100 ppm
treatments having root tips smaller and more brad¢han the control.

The analysis of gas exchange and fluorescence hawaver, highlighted the symptoms
of premature leaf aging induced by higher dosesSBZ (10 and 100 ppm), as all
measurements showed a small reduction over tintleeofarious processes analyzed. Data of
®PSIl and ETR show that the light phase of photdsssis is less influenced by the rate of
CQO; fixation, by the presence of SDZ in the ground.

Some studies have shown that antibiotics can affecvironmental microbial
communities; therefore, we investigated the resparighe endophyte in the petioles. Their
numerical presence very varied between plants grawaow initial doses of SDZ and those
grown at high initial doses. SDZ at low doses appeatimulate the translocation of bacteria
towards the aerial parts of the plant, while athhdpses their toxicity probably render

impracticable this strategy of refuge.






1. Introduzione

1.1 Antibiotici

1.1.1 Generalita

Si definisce antibiotico una sostanza di originéurede prodotta da un microorganismo
che ha la proprieta di inibire la crescita di bateealtri microorganismi (Rizzoli-Larousse,
1989).

Il termine nelluso comune attuale indica un farmadi origine naturaleaftibiotico in
senso stretfpo di sintesi ¢hemioterapich in grado di rallentare o fermare la proliferamo
dei batteri. Essi non hanno effetto contro i vifagarte una possibile attivita antivirale della
rifampicina nei Poxvirus) e i parassiti, sui quadiscono altri generi di chemioterapici.

Intuita da Pasteur e Joubert fin dal 1987, la nmzidi antibiotico si € venuta a poco a
poco precisando attraverso le osservazioni di @a(B85), Gosio (1896) e Fleming (1928).
Quest'ultimo, avendo notato che colture 8taphylococcus aureusu cui Si erano
incidentalmente sviluppate colonie di muffe, idBodéite poi come appartenenti al genere
Penicilium presentavano fenomeni di lisi attorno a questeno® ed aveva intuito la
possibilita di usare questi estratti di colturePdiniciliuma scopo antibatterico. La sostanza
filtrabile elaborata dalla muffa fu pero isolatdcsael 1940 da Florey, Chain e collaboratori,
che la chiamarono penicillina. Successivamententurigolati antibiotici da colture di muffe
(es. acido aspergillico), alghe (es. clorellinaghéni (es. acido rocellico) ed altri ancora
furono sintetizzati (es. cloramfenicolo) (Rizzokulousse, 1989).

| batteri piu sensibili allazione degli antibiotisono in linea di massima quelli Gram-
positivi mentre i Gram-negativi e gli acidoresigi€ps. batteri della tubercolosi, della labbra)
sono nettamente piu resistenti. Gli antibiotici @aaratterizzati dall’'azione specifica su un
certo numero di organismi (spettro di attivita) gmeo ridursi, nei confronti di un dato
microorganismo, per una specie di assuefazioneaa gi quest’ultimo (resistenza) (Rizzoli-
Larousse, 1989).

Gli antibiotici si dividono in battericidi e batiestatici: i primi causano la morte del
batterio agendo sulle strutture vitali, gli altnibiscono la moltiplicazione agendo su processi
che possono essere temporaneamente bloccati.

| vari antibiotici possono inibire la sintesi deflarete batterica (azione battericida), agire
direttamente sulle membrane cellulari dei microoig@i alterandone la permeabilita,

interferire con le funzioni delle sub-unita ribosimcausando l'inibizione della sintesi



proteica, interferire con il metabolismo degli aamlicleici, interferire con vie metaboliche

essenziali per i microorganismi.

1.1.2 Utilizzo degli antibiotici in zootecnia

Gli antibiotici nel settore veterinario, sin daginni 50, rappresentano un mezzo
fondamentale per il controllo delle malattie infedt La loro introduzione ha contribuito al
miglioramento del benessere animale e rappresentmarzo importante per garantire lo
standard delle produzioni di alimenti di origineraale (Min. Salute 2011).

Attualmente sono disponibili per gli animali humsgocategorie di antimicrobici, con
varie forme farmaceutiche e vie di somministraziohe diverse categorie disponibili
comprendono, per citarne solo alcune, amminoglitosiefalosporine, (fluoro)chinoloni,
macrolidi, penicilline, amfenicoli, pleuromutiline polipeptidi, ionofori, sulfamidici,
tetracicline (Min. Salute 2011).

Nella medicina umana, gli antibiotici si posizionaal terzo posto tra i grandi gruppi
farmacologici con oltre il 6% di tutte le prescami. Nella medicina veterinaria circa il 70%
di tutti i composti farmaceutici usati sono agemtiibiotici (Thiele-Bruhn, 2003).

Le principali classi di antibiotici usati in vetearia sono (Thiele-Bruhn, 2003):

» Tetracicline (TCs)gruppo di antibiotici inibitori della sintesi peaca, efficaci contro

I batteri Gram-positivi, Gram-negativi aerobi e erabi;

» Sulfamidici (SAs):relativamente insolubili in acqua. Sono carattizda due diversi

valori di pK, che indicano la protonazione del gruppo amminoHa 23, e la
deprotonazione dell'altro azoto a pH 5-11;

* Aminoglicosidi: formati da un gruppo glicosidico ed uno amminitale struttura

fornisce loro proprieta basiche, elevata solubilitacqua e idrofilia, con conseguente
bassa capacita di diffusione attraverso le membcahaari;

» [-lattami: I'effetto € direttamente connesso con I'anello gkhttame, poiché questo

anello é facilmente scindibile nelle soluzioni &c&lbasiche.

Gli antibiotici sono destinati ad agire efficacerreeanche a concentrazioni basse e, nei
casi di somministrazioni intra-corporali, ad essespulsi dal corpo dopo brevi tempi di
residenza e di conseguenza queste sostanze saswatie nellambiente e in alcuni casi sono
stati trovati i loro residui nellambiente.

Molti vengono parzialmente metabolizzati nel cogpana di essere espulsi ma alcuni

metaboliti prodotti possono essere riconvertiti fegb composti di origine, anche se le



condizioni che guidano questa riconversione dietale non sono ancora del tutto chiare
(Jjemba, 2001).

L'uso di deizioni zootecniche come fertilizzante la via principale dingresso
nellambiente degli antibiotici. Inoltre, questisidui possono essere lisciviati dal suolo
attraverso I'acqua e raggiungere i vari corsi diecgia di superficie che di falda (Thiele-
Bruhn, 2003).

Ad esempio, sono state ritrovate concentrazioniadiibiotici sulla superficie e in
profondita dei corsi d’acqua, nellacqua potabilej sedimenti acquatici e nel suolo (Thiele-
Bruhn, 2003).

Queste sostanze non sono molto differenti dagii @tmposti chimici, come pesticidi ed
erbicidi, che raggiungono il terreno, ma non sors stati sufficientemente studiati.

1.1.3 Antibiotici nelllambiente

La maggior parte degli antibiotici veterinari soespulsi dopo la terapia intracorporale o
sono risciacquati con acqua se applicati sull'epui@e. Conseguentemente, gli antibiotici
raggiungono i suoli agricoli direttamente attraeeifpascolo o con I'utilizzo dei letami come
fertilizzanti. La percentuale di SAs e TCs chea® a superare il tratto gastro-intestinale e
tra il 40 e il 90% di quello ingerito ( Thiele-Bml2003).

Le principali vie d’ ingresso di questi farmaci iragati in zootecnia nell'ambiente sono
(Sukul and Spiteller, 2006):

e attraverso i sedimenti degli impianti di acquac@tulopo la somministrazione di

antibiotici nel cibo;

» attraverso I'applicazione di fertilizzante sul &ro che hanno origine dal letame degli

animali trattati;

La degradazione fotochimica e considerata una dgiiecipali vie di degradazione
abiotica dei SAs. Essa da luogo alla degradazioneddti antibiotici, che pud avvenire
attraverso la luce diretta o con la formazioneicie con elettroni spaiati@,) , radicale
ossidrile (OH) e altre specie reattive formate nell'acquacst luce del sole (Sukul and
Spiteller, 2006).

In riferimento alla luce solare diretta, i compasie non assorbono i raggi UV al di sopra
dei 290nm non si rompono direttamente con i mesecaindi fotochimici poiche lo strato di

0zono assorbe tutta la radiazione solare al do st 290 nm (Sukul and Spiteller, 2006).



Le sostanze umiche possono assorbire molta irraaisolare nella regione UV e possono
agire come iniziatore dei processi di degradazidngueste sostanze che non subiscono
direttamente la fotolisi (Sukul and Spiteller, 2D06

La fotodegradazione in acqua di ogni composto dimste con la profondita, mentre, nel
suolo, il processo interessa una piccola porzionendlecole, poiché agisce solo sulla
superficie del terreno; una parte degli antibiofiginetra nei pori del terreno e ricevere
protezione dai raggi solari, specialmente in pregesi acqua allo stato liquido (Sukul and
Spiteller, 2006).

Un altro fattore abiotico importante di degradaeiatei SAs € lidrolisi acida, che ha
come prodotti finali un acido sulfanilico e il risgpvo derivato amminico (Sukul and
Spiteller, 2006).

A. Acque e suolo

Gli antibiotici sono largamente usati nelle aziesd@icole, soprattutto nei periodi degli
svezzamenti, per prevenire lo scoppio di malaéspiratorie. Cid puo portare alla presenza di
grosse concentrazioni di antibiotici nelle feci @le urine degli animali (Migliore et al.,
2009).

Ad esempio le TCs, usate nei pasti medici e sonstnate in concentrazioni intorno ai
mg/kg, a causa della loro farmacocinetica e stabifiono ritrovate in concentrazioni
dellordine di vari ppm nel letame del bestiamecla dopo I'appropriato periodo di
stoccaggio (Migliore et al., 2009).

La minima concentrazione di inibizione dei SAs Bscherichia colie di solito al di sotto
di 1 mg/kg. | SAs, utilizzati in acquacoltura, igrecoltura come erbicidi, in zootecnia come
misura preventiva e nei trattamenti di infezionile@ie urinarie e respiratorie umane, sono
tati ritrovati nell’ambiente a concenrazioni trd®.e 1.9ug/l (Sukul and Spiteller, 2006).

Molti SAs sono stati ritrovati nei suoli agricoliogo la fertilizzazione con liquami di
origine animale. Sono state individuate concentraznassime di 1jig/kg di sulfametazina,

e circa 1ug/kg per sulfadiazina, sulfamerezina e sulfametagdukul and Spiteller, 2006).

Dai terreni agricoli, 'acqua raggiunge la faldateoanea per percolazione e, le acque
superficiali per ruscellamento. In questo mododize trasporta gli antibiotici contaminando
sia le acque superficiali e che le sotterranee. ptesenza di sulfametazina ad una
concentrazione di 0.24g/l nelle acque sotterranee a circa 1.4 m al dosiella superficie di
terreni fertilizzati con liquame animale, ha dimagd la lisciviazione del farmaco dalla

superficie al sottosuolo (Sukul and Spiteller, 2006 Inghilterra, &€ stata riscontrata le
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presenza di SAs e TCs nelle acque fluviali. E statantrata una concentrazione media di 1
ug/l, una concentrazione che riduce l'attivita miioa nei biotest (Thiele-Bruhn, 2003).

La mobilita e la porzione biodisponibile di antiti & influenzata dall’assorbimento del
terreno che ne determina la distribuzione e ilféramento tra le fasi. L'assorbimento della
maggior parte degli antibiotici non é soltanto trézzato dalle loro proprieta idrorepellenti,
ma intervengono altri meccanismi quali lo scamlainido, il legame cationico e il legame
idrogeno. Pertanto, la mobilita e influenzata daliaantita, dalla composizione e dalla
struttura dei colloidi del terreno (Sukul and Siteéte 2006).

L’assorbimento degli antibiotici farmaceutici e mmipalmente influenzato dal pH del
suolo, dalla sostanza organica e dai minerali giellos inoltre, & stato dimostrato che anche la
diffusione attraverso i pori del terreno contriln@isall’assorbimento. L'assorbimento di
numerosi SAs é piu forte nei terreni argillosi amguelli sabbiosi (Thiele-Bruhn, 2003).

L’assorbimento e la fissazione degli antibioticfogtemente regolata dalla proprieta di
numerosi composti ionizzatori presenti nel terreno,relazione al pH del terreno. Il
coefficiente di assorbimento gKdei SAs aumenta da <1 a 30 quando il pH del spatsa da
8 a 4. Questo e relazionato alla ionizzazione d&midici anfoterici (Thiele-Bruhn, 2003).

La porzione estraibile dal suolo di sulfadiazinenidiuisce rapidamente in funzione del
tempo, come dimostrato in un esperimento con tenjpicubazione di 30 giorni circa. | SAs
hanno un alto potenziale di assorbimento da pagtesdolo e dai costituenti del letame,
mentre le vie di trasformazione, quali assorbimemtella biomassa microbica o
mineralizzazione, interessano circa il 2% dellantz iniziale di sulfadiazina (Hammesfahr
et al., 2008).

B. Piante

Una volta che il letame € applicato ai suoli agrigricolture sono esposte all’antibiotico
per un periodo di tempo che varia da qualche gi@rmualche mese in relazione al tipo di
antibiotico, alla dose e alle interazioni con ibkue i fattori ambientali (Dolliver et al., 2007).

La maggior parte delle ricerche effettuate, sultatdssicita degli antibiotici, hanno
mostrato una significativa riduzione delle radi®|la lunghezza dello stelo e nella lunghezza
delle foglie in Panicum miliaceuni., Pisum sativumlL. e Hordeum vulgarel.; questa
fitotossicita e stata attribuita all’effetto di biccumulo di questa sostanza all’interno delle
piante (Dolliver et al., 2007).

L’assorbimento degli antibiotici e i loro effettilte piante varia molto nelle varie ricerche

perché dipende dall’antibiotico usato e dalla speeigetale.



Le piante possono prelevare I'acqua contaminata d&alda, e perdite nelle discariche o
negli impianti di trattamento delle acque che a0 nei corsi di acqua possono esporre la
vegetazione a questi prodotti se le acque vengbimxate per I'irrigazione (Jjemba, 2001).

Concentrazioni di 300 mg/l di sulfadimetossina coio significativamente la crescita di
Amaranthus restroflexus., Plantago majolL., Rumex acetosella. e Zea mayd.. cresciute
in vitro. Questa ridotta crescita & stata attrédowat bioaccumulo della sulfadimetossina nelle
radici e nelle foglie. Il bioaccumulo € maggiore seoli con meno humus, suggerendo che in
concentrazioni di humus maggiori, una parte deimusti pud essere adsorbita dalla sostanza
organica e quindi sottrarla all’assorbimento ddepdelle piante (Jjemba, 2001).

Piante diPhaseolus vulgari. cresciute con ossitetracicline e clorotetranelmostrano
una riduzione degli internodi, del peso fresco Bassorbimento di Ca, K e Mg. Al contrario
varieta di Triticum L. hanno dimostrato un aumento della crescita iesgmza di
clorotetracicline e ossitetracicline, mentre lenpgadi Zea maysL. non hanno risentito di
nessun effetto anzi I'assorbimento di Ca, K e Mgt&o maggiore in presenza di questi
antibiotici (Jiemba, 2001).

In un altro studio € stato valutato I'assorbimediitsulfametazina iZea mayd.., Lactuca
sativa L. e Solanum tuberosunkh. concimate con letame contenente l'antibioticte al
concentrazioni di 0, 50 e 1Q@/I. Dopo 45 giorni di crescita in tutte e tre cldture & stata
riscontrata la presenza di sulfametazina a coraaotri variabili tra 0.1 a 1.2 mg/kg di peso
secco, con i dosaggi maggiori #/ea mayd.. e Lactuca sativa.. Inoltre e stata riscontrata
una corrispondenza tra concentrazione di crescitaneentrazione nei tessuti. Nello stesso
esperimento € stata misurata anche la concentediosulfametazina all'interno dei tessuti
dei tuberi di patata raccolti dalle piante espastpiu alte concentrazioni di antibiotico.
Dall’analisi € emerso che la concentrazione pia @t0 mg/kg) si trovava nelle radici, mentre
la buccia della patata ha mostrato una concentrazit circa 1.5 mg/kg e nella polpa 0.5
mg/kg. Nel suolo, invece, € stata riscontrata wrecentrazione di 2.4 e 3.6 mg/kg nei terreni
trattati con 50 e 100 mg di sulfametazina (Dolligeal., 2007).

In un altro esperimento, alcune pianteZéia mayd.. sono state sottoposte a crescita in
presenza di 5 mg di ossitetraciclina e 8 mg diettaticlina, ed altre a concentrazioni di 3 mg
e 1 mg rispettivamente. Dopo 45 giorni di cresd@tbaperto non sono state riscontrate
concentrazioni apprezzabili di tetracicline nefreao e nelle piante (radici, fusto, foglie) ma
entrambi i lotti sperimentali hanno mostrato lsssgecrescita bifasica corrispondente ad una

curva dose/effetto ormetica (Migliore et al., 2Q09)
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In un ulteriore studio e stata testata la tolleeardi Salix fragilis L. a diverse
concentrazioni di sulfadimetossina. Le concentraizilb esposizione erano 0, 0.5, 1 e 2 mM,
corrispondenti rispettivamente a 0, 155, 310 er6gd, per piu di un mese. Dopo 25 giorni di
crescita e stata constata una riduzione nella daatitelettroni trasportati nella fotosintesi e
una diminuzione nella fotosintesi netta nella comizione piu alta di antibiotico. Inoltre
sono state riscontrate alterazioni nella morfolag@dicale, ma anche un elevato potenziale di
bioaccumulo di sulfadimetossina nelle radicBailix fragilisL. (Michelini et al., 2012). Studi
eseqguiti con concentrazioni piu basse di sulfadissbha (0.01-10 mg/L di soluzione
nutritiva) hanno, invece, dimostrato una relazidose/effetto di tipo ormetico sulla crescita
delle radici di salice (Toscano, 2011).

In un altro esperimento é stata analizzata la pese la distribuzione nella pianta dei piu
tipici antibiotici ad uso veterinario in piante davanello, colza, sedano e coriandolo
distribuite in varie zona della Cina in presenzasdifametazolo, sulfadossina, tetracicline,
provenienti da diverse zone della Cina (Hu X. Et 2010). | risultati non mostrano una
sostanziale differenza geografica nellaccumulolengdiante e nella ripartizione degli
antibiotici tra suolo e letame. Gli antibioticirsiuovono prevalentemente insieme all’acqua e
grazie all’assorbimento passivo da parte delle tpiahe concentrazioni maggiori di
antibiotici sono state trovate all'interno dellgfie e la piu bassa nelle radici, rappresentando
una sorta di accumulo biologico. | residui di aittilzi in tutti gli esempi hanno mostrato una
concentrazione maggiore in inverno che in estateXHet al., 2010).

Il potenziale impatto di sei antibiotici (clorotaticline, tetracicline, tilosina,
sulfametazolo, sulfametazina e trimetoprim) é statato sulla crescita di alcune piante
(Oryza sativalL., Cucumis sativud.. e Cichaorium endiviaL.) e nel suolo. | test di
germinabilitda hanno dimostrato che gli antibiotmbssono incidere negativamente sulla
germinabilita dei semi, ma l'effetto varia a secardkll’antibiotico e della specie vegetale
utilizzata.Cichaorium e € stata la specie piu sensibile ai 6 antibiotidizaati anche se con
una certa variabilita di risposta. TCs e SAs hadmoostrato un maggiore effetto negativo
sulla germinabilita, mentre tilosina e trimetoprémno stati gli antibiotici con minore effetto.
Nei test sulla crescita delle piante solo i SAdfésnetazolo e sulfametazina) hanno influenzo
fortemente la crescita ddryza s.nel suolo mentre nessun cambiamento importantate s
notato nei trattamenti con gli altri antibioticiu€sto & in contrasto con i test di germinabilita
che hanno mostrato un effetto inibitorio, sia &Ais che delle TCLCucumis sé stato meno
sensibile diOryza s.agli antibiotici (Liu et al., 2008).
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C. Microorganismi

In uno studio sulla respirazione microbica in presedi 6 antibiotici (clorotetracicline,
tetracicline, tilosina, sulfametazolo, sulfametazia trimetoprim), & stata riscontrata una
dipendenza effetto-tempo di esposizione. Il recogefaumento della respirazione microbica
puo essere attribuita alla diminuzione della fragiai antibiotico biodisponibile, e a un
adattamento o resistenza dei microorganismi.

Sulfametazolo, sulfametazina e trimetoprim hannefietto temporale sulla respirazione
microbica, mentre tetracicline, clorotetraciclingtilesina hanno mostrato degli effetti piu
lievi. Questa differenza puo essere spiegata cdiffdrente assorbimento degli antibiotici da
parte del suolo e la chelazione con i metalli presehe gioca un ruolo importante in
presenza di tetraciclina e la tilosina (Liu et24108).

La risposta dei microorganismi del suolo € stattatecon l'applicazione di letame
contaminato da sulfadiazina (SDZ) in un esperimehtimcubazione di 57 giorni. | risultati
hanno mostrato chiaramente una modifica nellatataie nell’attivita microbica del suolo nel
breve periodo di 8 settimane. Inoltre, gli effettino differenti se si utilizza letame fresco o
letame stoccato 6 mesi prima. Questa differenztiribuita alla differente frazione di SDZ
biodisponibile, alla differenza di comunita microbé inoculate (adattamento, resistenza) con
il letame incubato e alla differenza di disponibilidi nutrimenti del substrato ai
microorganismi (Hammesfahr et al., 2010).

Una singola applicazione di SDZ, in combinaziooa ¢ letame, guida la struttura della
comunita batterica verso un cambiamento. Questdieanento aumenta all’aumentare della
concentrazione iniziale di SDZ somministrata, madgalmente diminuisce e la differenza
piu significativa e riscontrata in base al tipotelireno utilizzato. Inoltre, la SDZ esibisce un
effetto prolungato nel tempo verso le comunita obarhe, anche se in contrasto con la
cinetica della SDZ nel suolo.

Infatti, prolungate e ripetute applicazioni di i@ come avviene nelle pratiche agricole
attuali, attuano dei sistemi di adattamento dedi@unita batteriche e/o possono intensificare
gli effetti sulla struttura delle comunita (Hammedsf et al., 2008).

| residui dei composti farmaceutici possono provecaesistenza nei batteri sia
direttamente che indirettamente. Questi microosganiresistenti possono influenzare la
normale comunita microbica del suolo e le funzibsli suolo, ed inoltre possono entrare nella
catena alimentare degli animali e degli umani. éléxBruhn 2003)

La resistenza agli antibiotici e la capacita dimmicroorganismo di resistere all'azione di

un antibiotico. Quando cio e dovuto alla natura dealroorganismo stesso questa si chiama
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resistenza intrinseca. In tal caso il microorgamismquestione non € mai stato sensibile a un
particolare antimicrobico. In altri casi, ceppiteaici che in precedenza erano sensibili a un
particolare antimicrobico sviluppano resistenza sgi confronti. Si tratta della cosiddetta
resistenza acquisita. Microbi che sono resistenti &ipo di antibiotico possono ancora essere
sensibili ad altri tipi (Min. Salute, 2011).

Lo sviluppo di resistenza acquisita avviene attrswe“la selezione naturale”. Dal
momento che i batteri possono riprodursi moltodapiente e in relazione allenorme numero
di microorganismi presenti nelllambiente, lo svigp della resistenza microbica puo
verificarsi in tempi relativamente brevi.

L’antibiotico-resistenza acquisita puo sviluppan due modalita (Min. Salute, 2011): in
un caso spontaneamente da una mutazione casuatetdzlale genetico del microoganismo
che lo rende resistente ad un certo tipo di arttdmp nell’altro attraverso I'acquisizione di
geni di resistenza direttamente da altri microbbaltterio che trasmette il gene di resistenza
pud non essere di per sé un agente patogeno. Quindorganismo non patogeno puo
sviluppare la resistenza e poi passarla a uno gatodCio € particolarmente importante nei
batteri.

La resistenza agli antibiotici dei microorganisral duolo non € solo provocata dall’input
di antibiotico nell’lambiente, ma i batteri resigiepossono essere direttamente inseriti
nell’ambiente attraverso i liguami usati per fézihre il terreno. Un alto numero di specie
resistenti a numerosi antibiotici sono stati risbwnegli escrementi di maiali in allevamenti di
Olanda e Svezia. (Thiele-Bruhn, 2003)

La resistenza alle sostanze antimicrobiche nonvsuppa soltanto nei confronti di
molecole di antibiotici, ma anche nei confrontiallre categorie di sostanze chimiche, come
ad esempio disinfettanti (es. sali quaternari dimamio) e composti di metalli, utilizzati
nell'alimentazione degli animali da reddito comendzionatori della flora microbica e
promotori di crescita, come ad esempio es. Solfatame, Ossido di Zinco (Min. Salute,
2011).

| batteri patogeni resistenti non necessariamereopgano gravi malattie rispetto a quelli
piu sensibili ma la patologia diventa piu difficitka trattare, in quanto risultera efficace una
ridotta gamma di farmaci antimicrobici e ci0 pudr daogo a un decorso piu lungo o a

maggiore gravita della malattia (Min. Salute, 2011)
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D. Mammiferi

Nei mammiferi, il metabolismo degli antibiotici &dsica. Con l'aiuto di monossigenasi,
reduttasi e idrolasi, la maggior parte degli awtilsi subisce la prima trasformazione. In
seguito le molecole diventano a carattere piu iliicof dopo una coniugazione covalente,
perdendo la loro attivita biologica e diventano fagilmente eliminabili attraverso le urine e
le feci.

Le vie metaboliche della sulfadiazina sono stateliate in un esperimento sui ratti. E
stata somministrata un’unica dose orale di 30 m@gk&DZ, marcata radioattivamente, e
I'87% e il 15% della radioattivita e stata trovaispettivamente nelle urine e nelle feci. La
SDZ e M-acetilsulfadiazina rappresentavano il 56% e il 19fspettivamente, della
radiazione nelle urine nelle prime 24 ore dopo danministrazione (Sukul and Spiteller,
2006).

1.1.4 | Sulfamidici e la sulfadiazina

| sulfamidici (SAs) (Fig. 1.1) sono una classe dtilaiotici di sintesi. Strutturalmente
derivano tutti dallammide dell'acido solfanilico @-amminobenzensolfonico, detta
sulfanilammide, in cui di solito uno degli idrogeael gruppo amminico legato allo zolfo e
sostituito con un residuo organico di diversa srat Per estensione, il termine sulfamidico
designa anche sostanze antibiotiche in cui il goupgfammidico SENH, e stato sostituito

con un gruppo solfone, solfossido, tiosolfone, €Rzzoli-Larousse, 1989).

W
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Figura 1.1 Struttura chimica di un generale sulthou

L'origine dell'impiego terapeutico dei SAs risalellaa constatazione dell’azione
antistreptococcica della solfocrisoidina, da pait®omagk nel 1935. Tale composto libera
nell’organismo la sulfanilamide, di cui si poterogionostrare le proprieta batteriostatiche. Le
ricerche farmacologiche successive hanno portdéo pgeparazione di un gran numero di

sulfamidici, ognuno dotato di una particolare dtdivantimicrobica, che pud essere piu 0
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meno protratta nel tempo, anche perché alcuni asppobici sono capici di sviluppare una

certa resistenza (Rizzoli-Larousse, 1989).
Nella Figura 1.2 € schematizzato il processo dinfmmione della sulfonamide a partire

dall’acetanilide.

MHCOCH MHCOCH 3
MHCOCH 3 # 2
; | ) R - Ry R
Ny IS0 H ‘ | h MH 3 | HEl TR
S0 40 S0HH SO 5
Acetanilide p-Acetamidobenzenesulfonyl  chioride p-Acetamidobenzenesulionamide Sulfanilamide

Figura 1.2 Schema della produzione di Sulfanilanaigiartire dall’acetanilide

SAs con diverse caratteristiche fisiche, chimictamacologiche e antibatteriche sono
prodotti unendo dei sostituenti al gruppo ammidi¢R-SOG-NH-R) del nucleo
sulfanilamidico. Nella tabella seguente (Tab. kdno riportati il nome comune e scientifico
di alcuni SAs.

Essi tendono ad essere molto piu solubili a pHlialeache non acido. Per la maggior
parte sono preparati come sali di sodio, potendidgessere utilizzati per somministrazioni
(Katzung, 2006).

Essi generalmente presentano dug pHative alla protonazione del gruppo amininico a

pH 2-3 e alla depronotazione a pH 5-11 del gruppalio (Sukul and Spiteller, 2006).

Nome comune Nome chimico

p-amminobenzen
solfonammide
p-amminobenzen
solfonammidopirimidina
p-amminobenzen
solfonammidometilpirimidina
p-amminobenzen
solfonammidotiazolo
Tabella 1.1 | principali sulfamidici (Rizzoli-Largae, 1989)

Sulfammide
Sulfadiazina
Sulfametazina

Sulfatiazolo
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Figura 1.3 Schema della conversione dell’Acido pranobenzoico (PABA) in metaboliti

| SAs agiscono attivamente come inibitori delladdipteroato sintetasi (DHPS) che
catalizza la conversione dell’acido p-aminobenz@fABA) in diidropteroato (AHHDM), un
precursore della sintesi dei folati (Fig. 1.3). atido tetraidrofolico (THF)é coinvolto nella
via biosintetica dei nucleotidi che sono elemessiemziali nella formazione del DNA e RNA.
Il risultato € l'inibizione della sintesi degli atinucleici e di conseguenza delle proteine
(Baran et al., 2011).

| SAs, inoltre, inibiscono la permeabilita della rigrana cellulare batterica all’acido
glutammico, che e un altro elemento essenziala rsglitesi dell’acido folico (Baran et al.,
2011).

Essi non hanno solo effetto sui batteri ma possarere effetti ancora sconosciuti suli
organismi che non sono il loro target di azionenealghe unicellulari, invertebrati, pesci e
piante; salendo lungo i livelli trofici ambientadjli organismi sono esposti a differenti
concentrazioni di SAs (Bialk-Bielinska et al, 2011)

Gli animali, uomo compreso, necessitano di acid@wdopreformato e quindi sfruttano
guello presente negli alimenti non essendo in grdidsintetizzarlode novoa partire da
precursori piu semplici. Diversi microorganismitieaici sono viceversa incapaci di assorbire
l'acido folico dal mezzo in cui crescono (poichénmmssiedono meccanismi di trasporto
attivo in grado di fare attraversare all'acidodolia parete cellulare) mentre sono provvisti di
sistemi enzimatici in grado di biosintetizzarlo. dwiorganismi che, come i mammiferi,
utilizzano acido folico preformato, sono invece meensibili all'azione dei SAs.

| gruppi amminico e sulfonamidico devono trovarsipiosizione 1,4 tra loro e il gruppo
amminico libero da sostituenti & essenziale péndita del SAs.

| SAs sono composti solidi, scarsamente solubila@gua, solubili sia in acidi minerali
che in alcali con formazione di sali a carico ddilmzione amminica e solfonamidica,

rispettivamente.
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Negli animali, la principale sede di assorbimentonéestino tenue, ma una certa quota e
gia assorbita a livello gastrico; vengono metalzalizprevalentemente attraverso reazioni di
acetilazione e di glicuronazione dell’azoton formazione di prodotti inattivi.

Ad eccezione dei SAs intestinali che sono elimia#tiaverso le feci, gli altri sono escreti
prevalentemente attraverso le urine. La fraziorilata di alcuni dei SAs piu vecchi tende a
precipitare nelle vie urinarie (cristalluria), pamando complicazioni a loro carico.

| SAs, inibiscono batteri Gram-positivi e negatiMocardia, Chiamydia, Trachomantie
alcuni protozoi. Al contrario, pud capitare cheiathicroorganismi, coméscherichia coli
Klebsiella, Salmonella, Shigell&nterobacternon sono inibiti. Stranamente, Rickettsiae
non sono inibite dai sulfonamidici, ma anzi la lgrescita e stimolata (Katzung, 2006)

I SAs sono largamente utilizzati in zootecnia pegvpnire e curare le malattie degli
animali e, fino a poco tempo fa in ltalia, per antaee I'efficienza della conversione del cibo.

Grazie al loro basso costo unito all'ampio spettrcazione contro i microorganismi
patogeni, i SAs sono adeguati alle cure di routie¢ trattamento di bestiame. La loro
somministrazione avviene oralmente in caso di iofazdatteriche in suini, bovini e pollame.

| SAs mostrano un spettro antibatterico larghissioie include molti batteri e protozoi.
Tuttavia la comparsa di ceppi resistenti e lintteidne di altri antibiotici ne hanno
ampiamente limitato l'uso.

Resistenza ai SAs puo verificarsi 0 in consegueazamutazioni che causano
sovrapproduzione di PABA, o con la produzione deazima sintetizzante I'acido folico che
ha una bassa affinita per i sulfonamidici, o unadp@ di permeabilita ai sulfonamidici.
(Katzung, 2006)

La Sulfadiazina (SDZ) (4-Amino-N-2-pirimidinil-benzensulfonamide) (Fig..4) & un
derivato diazinico della sulfanilamide e viene asatl trattamento di numerose infezioni

batteriche causate @scherichia colidaNeisseriae streptococchi.

N
HoN S0, —NH—( j>
N

Figura 1.4 Struttura chimica della sulfadiazinaki$wand Spiteller, 2006)

La SDZ e largamente utilizzata negli allevameninislessa viene rilasciata dagli animali
trattati con le deiezioni e solo il 4% resta atémo dei corpi dei suini curati. L'applicazione
di letame contaminato in suoli agrari ha portatauad contaminazione da antibiotico sino a
90 ng/kg estraibili. (Hammesfahr, 2010).
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1.2 Corylus avellana L. (nocciolo), struttura ed ecologia

Botanicamente ilCorylus avelland.. (nocciolo) appartiene all’'ordine delleagalese alla
famiglia delle Betulaceag alla quale appartengono altre specie forestabreamentali
suddivise in due sezioni: IBetuleae(Betula , Alnus) e leCoryleae (Corylus, Carpinus,
Ostrya).

Le specie piu importanti sono @vellana(il nocciolo comune), Cmaxima(il nocciolo
gigante)e Colubrina(il nocciolo turco).

Il nocciolo (Fig. 1.5 e 1.6) € un arbusto cadudifo@ generalmente non supera i 5-6
metri, raramente puo diventare un albero di 20 raltézza. Ha un portamento arbustivo con
numerosi fusti eretti, ramificati sin dalla basea thioma e allargata, fitta e ampia con
diametro massimo di 4 metri. Si presenta piuttestgolare 0 smembrata in varie fronde
(Proietti Zolla, 2006).

Figura 1.5 Arbusto dCorylus avelland.. (nocciolo)

Dalla ceppaia e dalle radici nascono germogli caend origine a nuovi fusti e nuove
piante sino a formare delle vere e proprie macc®idratta infatti di una pianta con elevata
attitudine ad emettere polloni (Proietti Zolla, BpO

Il legno € di colore bianco-rossastro, senza vemmzntense di colore, con anelli di
accrescimento annuale regolari e poco appariscenti.

Il tronco ha corteccia liscia e compatta, solo &gwgente screpolata. Il suo colore € |l
grigio, che puo tendere al bruno o al rosso; &dii riconoscibile: sulla superficie infatti sono
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presenti numerose cellule dalla forma di lentitaattrsate da una fessura, molto evidenti al
tatto (Proietti Zolla, 2006).

| rami sono flessibili e hanno un andamento eret, corteccia sottile di color dal verde
al brunastro ramato, liscia e lucida, ornata di exoge lenticelle chiare e orizzontali (Proietti
Zolla, 2006).

Le foglie sono disposte sui rami in modo alternba@no una forma quasi rotonda, con
apice appuntito e margine dentato. Tale dentatusm@osa alla base della foglia, mentre
diventa regolare verso I'apice con una superfiogdiire superiore pelosa, color verde scuro;
guella inferiore si presenta coperta da fine palypiu chiara di quella superiore e vellutata
(Proietti Zolla, 2006).

Le gemme hanno forma ovoidale con l'apice schi&mcidisposte in modo alterno e
protette da spesse perule (Proietti Zolla, 2006).

Il nocciolo € una specie monoica e diclina, cioéstba stessa pianta i fiori femminili e
maschili, i quali hanno periodi di maturazione duppo differenti. | fiori sono precoci e
riuniti in inflorescenze unisessuali che si svilapp molto prima delle foglie, da gennaio ad
aprile.

Figura 1.6 lllustrazione nocciolo (Wilhem O., 1885

Quelli maschili sono visibili sin dal periodo invetle, sono sprovvisti di involucro e sono

riuniti in spighe giallastre e pendenti lunghi Z8. Con la fioritura, che avviene a fine
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inverno (da gennaio a marzo), prima della fogliagijoessi assumono un colore giallo dorato
allungandosi sino ad oltre 10 cm (Proietti Zolla0g).

| fiori femminili sono singoli o in piccoli gruppi 2-4, assomigliano a minuscole gemme
con un ciuffetto rossastro all'apice; sono dispssgli stessi rami dei fiori maschili, riuniti e
racchiusi da brattee verdastre, poco visibili,@glliali spuntano gli stami filiformi e rossi che
ricevono il polline dei fiori maschili. Il pollinesi diffonde con il vento a fine inverno-
primavera, ma la fecondazione avverra solo sucas&inte con la formazione completa
dell'ovario.

Il frutto (nocciola) € un achenio racchiuso da durattee che formano un involucro
fogliaceo, carnoso alla base, aperto e sfranglb¢staemita (Proietti Zolla, 2006).

L'achenio & composto da un guscio esterno legriigoyma ovale globosa lungo 1,5-3
cm, contenente il seme vero e proprio, la noccieldule, riuniti in gruppi di 1-4. La
maturazione avviene a fine estate o in settembrel&zione all'altitudine e al clima (Proietti
Zolla, 2006).

L’apparato radicale si estende oltre la proiezideka chioma e si sviluppa in profondita,
in prevalenza nei primi 50 cm, in funzione dellauna del terreno, una sorta di maglia di
radici piuttosto grande. Le radici nel nocciolo hamuna grande capacita di produrre polloni e
se riescono a svilupparsi, possono essere seplalli pianta madre per dare vita a nuovi
individui.

Pur non essendo una pianta longeva, € molto diffesde sue caratteristiche rustiche. Si
adatta infatti ai terreni piu diversi, avendo conméca necessita la presenza di sali minerali. |l
substrato sul quale vegeta meglio e fornisce Idionigproduzioni € quello permeabile, fertile,
con pH da 5.5 a 7.8, con contenuto in calcareaitiferiore al’8%.

Il nocciolo € una pianta molto comune dalla zonaliteeranea a quella appenninica, dove
si spinge fino a 1200 m. Preferisce le regioni cowerni miti ed umidi ed estati fresche. Per
guesto motivo la maggior parte della produzionecalizzata vicino ad ampi corsi di acqua a
medie latitudini.

Partecipa alla costituzione di boschi misti diftailie, prestandosi bene anche alla
colonizzazione di suoli denudati e franosi. Viempesso utilizzato su terre vergini, o per
consolidare scarpate e luoghi soggetti a dissadtog@ologico, a scopo paesaggistico-
ambientale per la creazione di siepi e macchiepmapesso € coltivato a noccioleti per la
produzione del frutto, del quale si utilizza il smper consumo alimentare e per l'industria

dolciaria ed oleifera.
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Il nocciolo & sensibile alla carenza idrica, chdéluisce negativamente sull’attivita
fotosintetica e sull’efficienza fogliare, sulla soita nei primi anni e sulla produttivita. Lo
stress idrico provoca una depressione piu 0 memenagata di traspirazione e attivita
fotosintetica ed un abbassamento del potenziamiflvgliare, in particolare nelle ore centrali
della giornata.

Il nocciolo necessita di terreni esposti al solpwp in semi ombra, meglio se con luce
filtrata dai rami di altre piante. L’esposizioneva&nto non provoca grossi disagi, in quanto il
suo legno e resistente ed elastico.

E’ una pianta resistente al freddo ma le gelatditarpossono danneggiare lo sviluppo,

stesso problema riscontrato in caso di siccita.

1.2.1 Principali avversita biotiche del nocciolo

Il nocciolo viene considerato una pianta rustice con necessita di particolari cure,
cosicché i coltivatori si limitano a pochi intentedi tipo agronomico-colturale.
Principali malattie ed eziologia fungina (Proi&ttilla, 2006):

« Mal dello staccoche causa lesioni e deperimenti alle parti legnisvute al fungo

Cytospora corylicolaSacc. Queste alterazioni rendono il cilindro legngsu
vulnerabile all'azione del vento creando una spacedrasversale del fusto.

» Gleosporiosi disseccamenti dei rametti di nocciolo causati fdago Gloeosporium
coryli Desm. | sintomi si evidenziano alla ripresa vegetaguando le squame esterne
delle gemme infette risultano del tutto o in pamérunite. Le gemme infette possono
morire ancora chiuse e l'infezione si propaga spesgehe al nodo portando a morte
tutto il rametto.

* Mal bianco delle foglie di nocciolodovuto al fungoPhyllactinia guttataLev. Le

foglie infette ingialliscono e cadono prematuransent

» Marciume delle radici causate dai funghiArmillaria mellea (Vahl.) e Rosellinia

necatrix (Hart.) Berl. Le piante colpite presentano unaetagione stentata, clorosi
fogliare ed un deperimento piu 0 meno rapido, falbavvizzimento dell'intera
pianta. A livello delle radici si nota una fittateedi micelio del fungo di colore bianco.
| cordoni rizomorfi possono diffondersi alle alp&nte.
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Tra le malattie dovute a batteri le piu importauno (Proietti Zolla, 2006):

» Batteriosi dovuta aXxanthomonas arboricola pv. corylinehe attacca i frutti e le
gemme ma anche rami e foglie. Il batterio produe® drune sulle foglie e sulla
cupola dei frutti ed aree necrotiche sui rami dgliali esce un essudato.

* Moria del nocciolo : La malattia si presenta conauserie di manifestazioni
caratteristiche che si evidenziano a partire dallemavera. Si nota dapprima
'indebolimento di una sola branca con le foglie alirano verso il verde sempre piu
pallido fino ad appassire. In una sola settimanardaca va incontro a morte e il tutto
awviene cosi rapidamente che foglie e frutti rinamg attaccati ad essa. Lungo le
branche sono inoltre presenti delle macchie brume segnalano zone di tessuto
legnoso idropiche. Il marciume si estende successinte al resto della pianta e
anche se I'anno successivo si differenziano nuollopi, questi disseccano nel giro di
gualche anno. L'infezione dovrebbe avvenire in @ubuquando la caduta delle foglie
lascia degli spazi aperti attraverso le ferite iyl

Tra i parassiti animali piu dannosi per il noccialmordiamo (Proietti Zolla, 2006):

» L'acaro eriofiddPhytoptus avellanalal. che attacca le gemme del nocciolo;

» Gl afidi infestanti polloni, giovani germogli e gde quali il Corylobium avellanae il
Myzocallis coryli;

e |l balaninoCurculio nucumche é l'insetto piu dannoso per il nocciolo inr@a e in
Asia, le cui larve infestano il frutto;

» La cerambic®berea linearixhe scava gallerie nel legno della pianta;

» Le cicaline, la cui infestazione provoca tipici secimenti sulle foglie;

» Diverse specie di cimici qualiGonocercus acuteangulatu cimice verdeNezara
viridula e Palomena prasinaecc., le quali provocano infestazioni sulle gimva
nocciole impedendo lo sviluppo del seme;

* Lo scolitide Anisandrus dispaF. La femmina di questo insetto scava delle galleri
sull’asse longitudinale del tronco in cui deponeutesa. Oltre al danno diretto vi e
anche una dannosita indiretta dovuta all’aperturafedte nella pianta ed alla
trasmissione passiva di agenti patogeni che podswooire I'insorgere di malattie.

» |l coleotteroXileborinus saxeserfiRatz. che attacca numerose specie arboree ma si
riproduce solo su piante deperite 0 morte per ahrese.

* | lepidotteri defogliatori le cui larve possono pogare danni al fogliame.
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1.3 Funghi e smbios fungine (micorrize)

Per micorriza si intende un particolare tipo dicgsazione simbiotica tra un fungo ed una
pianta superiore, localizzata nell’ambito dell’apga radicale del simbionte vegetale, e che si
estende, per mezzo delle ife fungine o di strutpitecomplesse come le rizomorfe, nella
rizosfera e nel terreno circostante (Fig.1.7 e Eig).

Queste simbiosi sono, nella maggior parte dei dahsiipo mutualistico, per cui i due
organismi portano avanti il loro ciclo vitale vivdm a stretto contatto e traendo benefici
reciproci.

Oltre alle micorrize, altri esempi di simbiosi maligtiche si hanno nei licheni (alghe e
funghi), nei coralli ( alghe e celenterati) e neltesociazioni tra rizobi e leguminose.

Nella maggior parte dei tipi di micorrize gli scammutrizionali consistono
sostanzialmente nel movimento di carbonio orgadiita pianta verso il fungo e, nel senso

opposto, di sostanze nutritive (come P, N, Zn ev@u3o la pianta.

Figura 1.8 Foto di un’associazione simbiotica tmaapice radicale e un fungo
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La funzionalita dipende, dunque, dal trasferimeditacarbonio organico derivato dalla
fotosintesi dalla pianta alle varie strutture furggie dalla capacita dei simbionti fungini di
captare le sostanze nutritive disponibili in formm@arganica e/o organica nel terreno e di
cederle alla pianta attraverso le interfacce sitidiie.

Ma l'importanza delle micorrize non si riduce saolta all’assorbimento di acqua e
nutrienti dal terreno. Le piante micorrizate sigatano piu competitive e piu tolleranti nei
confronti degli stress ambientali rispetto allenpganon micorrizate: il fungo agisce come
riserva di acqua e nutrienti, protegge gli apidicali da parassiti, favorisce 'aumento di
batteri utili (alcuni funghi sono simbionti con bet) apporta benefici non nutrizionali con la
produzione di composti esclusivi del fungo.

Inizialmente il fungo e attratto chimicamente dagisudati radicali nel terreno ed
individuato I'apice radicale inizia la sua colorazmne. La colonizzazione inizia dalla
superficie esterna dell'apice che viene avvolto aom rivestimento detto mantello o
micoclena; successivamente il fungo produce deoladgri di crescita che inibiscono la
produzione dei peli radicali e inducono I'eventual@mificazione laterale dell’apice.
Contemporaneamente le ife gradualmente si insinumaole cellule radicali fino a
raggiungere le cellule epidermiche del reticoldddrtig. | nutrienti vengono immagazzinati a
guesto livello e vengono prelevati gradualmentéadabnta.

Gli effetti benefici risultano amplificati quanda micoclena emana cistidi, ife o rizomorfe
che, utilizzati come prolungamenti del sistema caldi, aumentando considerevolmente |l

volume del terreno esplorato (micorrizosfera).

1.3.1 Funghi e batteri endofiti

Vengono comunemente considerati endofiti tuttii gqoieroorganismi, soprattutto funghi
e batteri, che stabiliscono un rapporto di endolmios le piante.

Per quanto riguarda piu da vicino i funghi endpfii loro presenza é stata accertata in
tutti gli organi: radici, fusto, rami e foglie, asdi angiosperme che di gimnosperme (Deriu,
2009).

Gli endofiti possono colonizzazione i tessuti depite per una parte o per tutta la durata
del loro ciclo biologico senza causare sintomibiisdi malattia. In base a questa definizione
rientrano tra gli endofiti, i microorganismi mutiséii e commensali che colonizzano le piante
in maniera asintomatica, ma non sono esclusi queroorganismi che al variare delle
condizioni fisiologiche dell’ospite possono assuengn comportamento patogenetico (Deriu,
2009).
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Gli endofiti possono colonizzare i tessuti dellarge in maniera localizzata e sistemica,
sia inter che intracellulare. Inoltre, possono rfestare una specificita d’organo e/o di tessuto
come risultato del loro adattamento a differentndimioni fisiologiche nelle piante e,
pertanto, colonizzare solo le foglie o gli aghleoadici, o adattarsi a crescere nella corteccia
(Deriu, 2009).

La colonizzazione endofitica dei tessuti epigei fiarticolare foglie e germogli) é
differente da quella delle radici. A tal riguardoplte ricerche hanno evidenziato che la
colonizzazione dei germogli puo essere intracaitule confinata a singole cellule o
intercellulare localizzata; mentre la colonizzagorendofitica delle radici avviene
generalmente in maniera estensiva sia intra cleeceitularmente (Deriu, 2009).

I metaboliti prodotti dagli endofiti possono infhueare la fisiologia delle piante ospiti,
migliorandone lo sviluppo vegetativo, la tolleranagli stress abiotici e I'adattamento a
condizioni di aridita. Diversi endofiti produconatormoni che favoriscono un maggior
sviluppo dell’ospite, altri accumulano nella piardicaloidi, metaboliti tossici, insetticidi
biologici e micotossine di varia natura che infla@no la fisiologia dell’ospite conferendo
resistenza, di volta in volta, a stress abioticialgterreni salini, bassi pH, metalli pesanti,
ecc.) o ad attacchi di funghi e batteri fitopatag@eriu, 2009).

| batteri fitopatogeni sono eterotrofi, di solitdama di bastoncello, misuranti 0.6-3.5 pm
di lunghezza e 0.5-1 um di larghezza. In ambieatarale si presentano singoli o aggregati in
corte catenelle o in gruppi caratteristici (estedla, ad Y, a V) e se sono mobili nuotano per
mezzo di lunghi filamenti, detti flagelli. L'intealio termico ottimale di crescita e compreso
tra 25 e 30 °C. Per moltiplicarsi necessitano dadeguata nutrizione minerale ed organica,
che in natura trovano vivendo in associazione equdnte nella rizosfera, nella fillosfera o al
loro interno.

Associati alle piante, i batteri possono esserétiepiendofiti. Allo stato epifita vivono
nel film liquidi dove si accumulano gli essudatildeiante, nella rizosfera e nella fillosfera.
Allo stato endofita colonizzano gli spazi interaddlri dei tessuti e/o gli elementi conduttori
(tracheidi e vasi) dello xilema (habitat apoplasyic

| batteri non sono in grado di superare attivamefpter azione meccanica od enzimatica)
le pareti cutinizzate, suberificate e/o lignificatiei tessuti tegumentali. Il passaggio ad
endofiti € sempre passivo ed ha luogo in punti dvebarriere sono naturalmente od
occasionalmente interrotte, di norma in presenzaadjua stagnante. Poche ore dopo la
penetrazione, i batteri iniziano a moltiplicarsi adcolonizzare i tessuti solo se hanno la

capacita di prevenire, evitare o superare le readicdifesa messe in atto dalla pianta.

25



Divenuti endofiti possono avere attitudini biotadfe o necrotrofiche; quelli biotrofici
riescono a convivere temporaneamente con le celMdgetali senza arrecare danni
irreversibili, si nutrono di soluti apoplastici ressponibili dalle cellule vegetali sotto I'effett
dei fattori di virulenza; quelli necrotrofici, inge, uccidono le cellule vegetali servendosi di
propri enzimi degradativi extracellulari e si nutoodi soluti resi liberi dalla degradazione dei

polimeri delle pareti vegetali.

1.3.2 Tuber aestivum (or uncinatum)

Y

Il Tuber aestivupncome molti altri funghi € un simbionte che vive associazione
nutrizionali con alberi ed arbusti. Sede della sosbsono gli innumerevoli apici radicali
della pianta ospite, deputati alla funzione di dsisoento di acqua e sali minerali.

Si associa con noccioloCfrylus avellang farnia Quercus robuy, carpino bianco
(Carpinus betulug tiglio (Tilia spp) e sulle stazioni piu asciutte ed esposte correda

(Quercuspubescense carpino nero Qstrya carpinifolig.
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1.4 Indicatori fisiologici

La principale funzione delle foglie &€ quella digrdettare la radiazione solare e convertirla
in energia chimica attraverso una serie di proadssiportano alla fissazione del carbonio.

1.4.1 Fotosintesi

Le piante sono organisrautotrofiche sintetizzano la propria biomassa carboniosa
autonomamente. La fotosintesi € un processo chiooooil quale le piante e altri organismi
producono sostanze organiche a partire dall’aredcattbonica.

Nelle piante i processi fotosintetici avvengono deroplasto, un organello subcellulare
specializzato presente nelle foglie. Essi si travprincipalmente nelle cellule del mesofillo,
hanno forma elissoidale con una lunghezza di drge, e sono delimitati da una doppia
membrana di rivestimento che racchiude una matggeiosagtroma)e le membrane interne
fotosintetiche fjlacoidi).

La fotosintesi e il processo di conversione deliigia radiante in energia chimica.
Durante la fotosintesi la luce solare permetteodivertire sei molecole di G sei molecole
di H,O in una molecola di glucosio {81,0¢) € &. La fotosintesi ossigenica utilizza acqua

(H20) come donatore di elettroni e €Eme accettore secondo la reazione complessiva:
6 H,O + 6 CQ +luce —> CGH1206 + 6 O

Tale processo € costituito da due fasi, classictandafinitefase luminosa fase oscura
per distinguere le reazioni in base alla loro dgeza dalla luce. Nella fase luminosa
I'energia solare viene trasformata in energia cbam(iNADPH e ATP), e nella fase oscura
I'ATP e 'NADPH cosi formati vengono utilizzati nlel fase oscura per organicare e ridurre la

COzin zuccheri, secondo la reazione complessiva:

6 CO,+6H0O+12NADP +6 H + 18 ADP + 18 P

|

CeH1206 + 6 O +12 NADPH + 18 ATP

Nello stroma avvengono le reazioni della fase @s@d in esso sono localizzati gli
enzimi necessari, in particolare la ribulosio bs$édo carbossilasi-ossidasi (Rubisco),

I'enzima responsabile della fissazione diL@mosferica in composti organici.
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1.4.2 Traspirazione

L’acqua gioca un ruolo cruciale nella vita di queds pianta. | motivi per i quali la pianta
necessita di acqua sono diversi ed abbraccianarfeniocchimici, biochimici e fisici.

Nella fotosintesi clorofilliana I'acqua e la €8ono le molecole inorganiche che servono
per la formazione del glucosio, € presente neptaskma, serve per le reazione biochimiche
ad esempio di idratazione sia perché gli enzimodano, per la maggior parte, in soluzione
acquosa. L'acqua ha tre funzioni fisiche principaklla pianta: raffreddamento della foglia,
trasporto dei nutrienti ed idratazione.

Le piante hanno sviluppato un apparato radicalemstmente ramificato ed esteso per
estrarre acqua dal suolo, un percorso fra appaagioale e foglie all'interno dello xilema,
una cuticola idrofoba che riveste la superficieleddbglie per ridurre I'evaporazione e
microscopiche aperture nella foglia (gli stomi) peermettere gli scambi gassosi con
I'esterno.

Le cellule del mesofillo fogliare sono in contattioetto con I'atmosfera tramite un esteso
sistema di spazi aeriferi intercellulari. L’acquaapora da una sottile pellicola che avvolge
questi spazi aeriferi e man mano che l'acqua vieersa genera una forza motrice per il
trasporto xilematico dell'acqua che viene trasa@nattraverso gli interstizi della parete
cellulare. L’acqua si muove grazie a potenzialicidsempre piu negativi, attraverso il suolo,
le radici, il fusto, la foglia ed infine 'atmoster

La traspirazione consiste nell’evaporazione dedjisca livello dell'interfaccia acqua-aria
dei tessuti vegetali e nella diffusione di molecdleacqua attraverso gli stomi dagli spazi
intercellulari all'esterno. E’ influenzata da fait ambientali abiotici quali temperatura,
umidita relativa, velocita del vento e radiazioni&aee.

Gli effetti della traspirazione sulle piante sonmlt@plici: le soluzioni diluite degli
elementi che, assorbite dalle radici, sono poradie parti superiori delle piante, vengono,
mediante la traspirazione, concentrate e reseaaftessere utilizzate nei processi; inoltre
'evaporazione di acqua per parte delle foglie rd@tea una maggiore concentrazione
molecolare dei succhi cellulari, cosi che, per asradtra acqua o altre soluzioni diluitissime
possono essere assorbite dalle radici e portagef@dlie per sopperire nuovo nutrimento ali
tessuti assimilatori; infine I'evaporazione di unatevole massa di acqua richiede una
notevole quantita di energia, la quale e assodaitie foglie colpite dalle radiazioni solari; ne
risulta cosi una regolazione della temperaturaedetilie, la quale non si eleva mai al di sopra
dei limiti compatibili colla normale funzionalitéeiulare, anche sotto la sferza di radiazioni

intense.
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Per impedire I'eccessiva traspirazione la foglic@perta dalla cuticola, uno strato ceroso
altamente impermeabile che garantisce una ridottssperdita di vapore acqueo. Lo strato
ceroso e interrotto dagli stomi che sono dei pigeofi piu 0 meno uniformemente distribuiti
lungo la superficie fogliare (Fig. 1.11). La peaditell’'acqua dalla foglia dipende dal
gradiente di concentrazione del vapore acqueo dpglti aeriferi fogliari allarea esterna e
dalla resistenza alla diffusione nella via che pait'area esterna.

Come detto, la fotosintesi avviene nel cloroplastoprganulo cellulare delimitato da una
doppia membrana biologica, ma la £@on riesce ad oltrepassare le membrane del
cloroplasto direttamente in forma gassosa ma neaek®ssere disciolta in acqua (HEOA
livello dello stoma la presenza del vapore acquesptrato rende possibile l'ingresso
dell'anidride carbonica in forma disciolta.

Le piante non hanno sviluppato alcuna membranaceagaesercitare una permeabilita
selettiva alla C@ed al vapore acqueo. Gli stomi e la regolazionmatica, rappresentano la
soluzione, che le piante hanno sviluppato per ttda CQ, evitando la disidratazione. Essi
controllano, oltre al flusso di vapore d’acqua aalbmera sottostomatica all’atmosfera, Il
flusso di CQverso I'apparato fotosintetico.

Ogni stoma € formato da due cellule a forma di rakezm (Fig. 1.12), dette cellule di
guardia, che possono modificare la propria forrdameensione per chiudere o aprire lo stoma.
Quando esse accumulano ioni potassio, rendono iamebinterno della cellula ipertonico
rispetto all'esterno e provocano il passaggioatsllia nella cellula secondo un meccanismo
di osmosi. La cellula diventa turgida e di consegad'apertura dello stoma aumenta.

Gli stomi mostrano un vastangedi risposta a molte variabili, sia interne che estalla
pianta: generalmente si aprono alla luce e si dmadal buoio, mostrando una risposta
all'intensita della luce, si aprono quando c’é atenza di acqua nel terreno, tendono a
chiudersi se l'aria e troppo secca o0 ad aprirsidseinuisce la concentrazione di @O
nell'atmofera.

La conduttanza stomatica & un numero espresso ol fs® m? s*, ed indica la quantita
di anidride carbonica che sta entrando, o di vapogeieo che sta uscendo attraverso gli stomi
di una foglia. E' l'inverso della resistenza staozated e sotto il controllo della foglia
attraverso le cellule di guardia dello stoma. hgipali fattori ambientali che influenzano la
conduttanza stomatica sono la temperatura delleefdg differenza di pressione di vapore tra
la foglia e I'aria e la concentrazione ambientalOp.

La resistenza stomatica (Rs) € 'ultimo fattore cbntrolla il flusso idrico nel continuum

suolo-pianta-atmosfera ed e regolata dalle cetlutgiardia che circondano la rima stomatica.
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Quando il flusso traspiratorio é elevato, una de#lposte che la pianta pud mettere in atto nel

breve periodo e la regolazione della chiusura sticmache provoca un innalzamento di Rs.

Figura 1.12 — Fotografia al microscopio di uno sadogliare
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La Water Use efficienc{ WUE) € definita come il rapporto tra la cresatlla coltura e
la quantita di acqua utilizzata. Il WUE non ha ti@& dimensionale, € un indicatore che
descrive la percentuale di biomassa accumulataggsgp come moli di anidride carbonica
assimilata rispetto alle moli di acqua perse cortrdepirazione, utilizzando come scala
temporale sia quella immediata, giornaliera o stage. (Sinclair et al., 1984)

La riduzione della disponibilita d'acqua nel suptoduce una risposta di adattamento da
parte delle piante, attraverso una parziale chauglegli stomi. In questo modo, I'acqua puo
essere conservata ma solo a spese di un ridotttagna di carbonio. Quando la disponibilita
di acqua e elevata, la foglia aumenta la condudta@matica, e la fotosintesi aumenta verso
un massimo fissato dal limitazioni biochimiche, rmenil tasso di traspirazione fogliare
aumenta in modo approssimativamente lineare coarduttanza.

Di conseguenza, la quantita di carbonio acquig, unita di acqua persa (WUE),
diminuisce all'aumentare della conduttanza stomati€osi, per una data capacita

fotosintetica, il regolamento di apertura deglinstgontrolla I'efficienza d'uso dell'acqua.

1.4.3 Fluorescenza

La fluorescenza € uno dei due processi radiatimi@d si puo verificare il rilassamento
di una molecola eccitata, l'altro € la fosforeseenka distinzione tra i due processi e fatta in
base al tempo di vita della radiazione: nella fhismenza la luminescenza cessa subito dopo
aver eliminato la radiazione eccitante, mentreangkforescenza la radiazione continua ad
essere emessa, almeno per un breve lasso di temgioe dopo aver eliminato la sorgente
eccitante. Nei pigmenti fotosintetici lo stato dic#azione dura molto poco e i pigmenti
tornano velocemente allo stato fondamentale restita I'energia precedentemente assorbita.

L’energia luminosa assorbita dalle molecole diafidla presenti in una foglia puo essere
usata nella fotosintesi (reazioni fotochimiche¥stpata come calore o riemessa sotto forma di
fluorescenza. Questi tre processi sono in comjpeiizira loro, cosi che qualsiasi aumento
dell’efficienza di uno di essi causera una dimioug degli altri due. Di conseguenza,
misurare la resa della fluorescenza della closofftbrnisce informazioni sulle variazioni
dell’efficienza delle reazioni fotochimiche e detlssipazione come calore.

Le variazioni di fluorescenza della clorofilla sotovute alla variazione degli accettori di
elettroni nella catena di reazioni fotosinteticheyalle del PSII, probabilmente a livello del
plastochinone QA. Una volta che il PSII assorb&utz ed il QA ha accettato un elettrone,
€SS0 non é piu in grado di accettarne un altrodiigoando non lo ha trasferito nel successivo

trasportatore di elettroni (QB). Durante questoiquky, il centro di reazione é definito
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“chiuso”. La presenza di una parte di centri dreai nello stato “chiuso” causa la riduzione
dell’efficienza delle reazioni fotochimica e quin@iumento della fluorescenza.

Quando una foglia € trasferita dal buio alla luagentri di reazione del PSII si chiudono
progressivamente. Questo causa l'aumento dellaefioenza della clorofilla. In seguito a
guesto evento, comunque, il livello di fluorescenzamincia solitamente a diminuire
nuovamente, in un tempo di pochi minuti. Questoofea@no, chiamato estinzione della
fluorescenzaffuorescence quenchihgi puo spiegare in due modi.

Innanzitutto avviene un aumento del tasso a duelgttroni sono trasportati fuori dal
PSII; questo e dovuto principalmente all’attivazandotta dalla luce degli enzim coinvolti
nel metabolismo del carbonio e all’apertura dedting. Questa estinzione € chiamata
estinzione fotochimica photochemical quenchinggP). Allo stesso tempo, avviene un
aumento dell’efficienza con cui I'energia e conitartin calore; quest’'ultimo processo é
definito estinzione non— fotochimichlPQ).

In una tipica pianta, le variazioni che avvengoncaasa di questi due processi durano
circa 15-20 min, prima che si raggiunga lo stastamte di fluorescenz&t). Al fine di avere
dati affidabili sull’efficienza fotosintetica di @npianta, € necessario essere in grado di
distinguere i contributi dell’estinzione fotochimaie non—fotochimica.

Un metodo €& quello di utilizzare la tecnica dehddoppiamento della luce”, che
permette I'annullamento dell’estinzione fotochimi€@on questo approccio, la pianta viene
sottoposta a un flash di luce di breve durata @l intensita, il cui effetto € quello di
chiudere temporaneamente tutti i centri di reazidaePSII. Il flash saturante é talmente
breve da non influire significativamente sulla ®tdesi. Durante il flash, la fluorescenza
raggiunge un valore equivalente a quello che pbeassere ottenuto in assenza di estinzione
fotochimica, la fluorescenza massinkam). Il confronto di questo valore con lo stato cagta
della fluorescenza alla lucd-tj e al valore di fluorescenza in assenza di ludmica
(fotosintetica) Fo) fornisce informazioni sull’efficienza dell’estimne fotochimica e
sull’efficienza del PSII.

Quando una foglia adattata al buio, viene colpgtaud flash saturante la fluorescenza sale
dal valore dello stato fondamentale (Fo) al su@mneaimassimo (Fm). In queste condizioni,
QA, il primo accettore dielettroni del PSIl, € cdetamente ridotto. Questo consente di
determinare l'efficienza quantica massima dellaodbtmica primaria del fotosistema I
(PSII).

Una successiva applicazione di illuminazione cdstaetermina un aumento transitorio

di resa di fluorescenza. Cio e dovuto a una fageptana che cominci la fissazione del
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carbonio. Mentre il trasporto di elettroni cominai@l giro di pochi millisecondi dopo
I'illuminazione, alcuni enzimi della fissazione dearbonio hanno bisogno della luce per
essere attivati. Di conseguenza, una frazione isoisia di QA (accettore di elettroni primario
dopo il PSIl) é ridotta durante i primi secondiiluminazione e la resa in fluorescenza
aumenta. In seguito, all'instaurarsi dei processlissipazione termica e fotochimica, la resa
in fluorescenza diminuisce e raggiunte un valorstdio stazionario (Ft). Con I'applicazione
di un secondo flash di luce saturante in presenhacd attinica, il massimo di fluorescenza
ottenuto (Fm’) € piu basso di quello osservatouab lfFm). Poiche in Fm’, QA e di nuovo
completamente ridotto, la differenza tra Fm’ eiff¢tte la parte fotochimica del quenching di
fluorescenza, e la differenza tra Fm e Fm’ riflattquenching di fluorescenza dovuto a
dissipazioni termiche.

L’ efficienza del PSIl PSII) indica la porzione di energia luminosa assarballe
clorofille del PSII realmente usata per le reaziimochimiche e non dissipata in modi non
utili alla fotosintesi. E’ calcolabile con la forau ®PSll= (Fm’-Ft) / Fm’

IL trasporto fotosintetico di elettroni (ETR) penteedi valutare la velocita di trasporto
degli elettroni fotosintetici ed € molto variabdache all'interno della stessa foglia. Si calcola
nel seguente modo: ETR = 0.5*RESA*PAR*0.8¢q m’s* , dove RESA equivale al
rapporto tra (Fm’-Fo)/Fm’ , PAR (radiazione fotdsiticamente attiva) e 0.84 rappresenta il

valore ottimale di assorbimento di fotoni da palitena foglia (stima).
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2. Obiettivi

Precedenti ricerche hanno dimostrato che piant&alix fragilis L. trattate con il
sulfamidico sulfadimetossina a concentrazione wddg0.01-10 mg/L di soluzione nutritiva)
esibiscono una relazione dose/effetto di tipo orwoatella crescita delle radici.

L'obiettivo di questa tesi e stato quello di vahetda risposta di piante dCorylus
avellanaL. micorrizate conTuber aestivum Vittad. a concentrazioni iniziali variabili del
sulfamidico sulfadiazina (SDZ). Questo lavoro eenit® in un progetto piu ampio dove gli
effetti della SDZ saranno studiati anche sulle sisibfungine radicali e sulle comunita
batteriche del suolo.

L’antibiotico SDZ e largamente utilizzato in zoatex per prevenire e curare le malattie
degli animali; I'applicazione di letame contaminatosuoli agrari mette a diretto contatto
guesta sostanza con le piante coltivate.

Il Corylus avellanal. & presente in tutto I'arco alpino italiano, hacse con maggior
frequenza sulle Alpi orientali, coltivato dall’'uonio siepi o piccoli raggruppamenti ripariali
per ottenere frasca, noccioli e legacci. Molti degldi riscontrati in letteratura hanno
utilizzato piante annuali per testare gli effeitinablti antibiotici, mentre ilCorylus avellana
L. € una pianta pluriannuale.

Allo scopo di studiare gli effetti del trattamenton SDZ sono state eseguite indagini
morfometriche a livello dellapparato epigeo pentkra durata dell’esperimento (70 giorni),
mentre gli effetti sugli apici radicali sono statidagati con un’analisi visiva a fine
trattamento.

Sono state, inoltre, valutati alcuni indicatoridisgici. In particolare sono stati misurati
gli scambi gassosi e la fluorescenza delle cldeofier tutte le tesi di trattamento, in quattro
intervalli regolari di tempo negli ultimi giorni drattamento.

Un'ulteriore indagine € stata effettuata per rieeec eventuali interazioni tra il
sulfamidico e i microorganismi endofiti fogliari. guesto proposito la presenza numerica dei
microrganismi endofiti & stata determinata attrawearotocolli di crescita su piastre per PCA
per tutte le piante sottoposte al trattamento, dosuccessivo conteggio delle colonie

cresciute.
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3. Materiali e metodi

3.1 Disegno sperimentale

Gli effetti della sulfadiazina (SDZ) sono stati diati su piante dCorylus avellanal.
micorrizzate cormuber aestivurWVittad. e cresciute in cella climatica per circa 70 giorni.

Trenta piante di nocciolo sono state divise in geippi da 5 repliche, in base alla
concentrazione di SDZ somministrata ad inizio aratnto. Per 5 gruppi le concentrazioni di
SDZ di trattamento sono state 0.01, 0.1, 1, 10Cd®0n somministrate ad inizio trattamento
in soluzione acquosa; un gruppo é stato adibitordrallo, cioé senza l'aggiunta inziale di
SDZ.

Con lo scopo di analizzare la risposta della piafitasposizione al principio attivo, sono
stati rilevati alcuni dati biometrici di tutte legmte (lunghezza della pianta, numero di gemme
e foglie) per tutta la durata del trattamento. tigglsono stati confrontati altri parametri, come
la presenza di endofiti nei piccioli del nocciola, fotosintesi netta, la traspirazione, la
conduttanza, l'efficienza nell'uso dell’'acqua (WUHEYyendimento quantico effettivo del PSII
(®PSII) ed il trasporto fotosintetico di elettroniTE) per tutte le tesi di trattamento.

A fine trattamento € stata testata la presenzasseraa di microorganismi endofiti a

livello fogliare per tutte le piante utilizzate nedttamento.

3.2 Metodo di coltura

Per il trattamento sono state utilizzate trentaeaiCorylus avellana.. coetanee, di 2
anni, indicativamente tutte omogenee per strufiouanero di gemme e dimensioni).

Le piante sono state cresciute in un ambiente altettiv per 70 giorni, in una cella
climatica, dove la temperatura era impostata a 28%1I'umidita relativa media a 60%,
lintensita luminosa media & stata di 34B m? s*, le ore di luce erano 12 e quelle di buio
erano 12 ore.

Ciascuna pianta e stata irrigata con 100 ml di acagni 4 giorni circa, e, per evitare il
ristagno d’acqua e la perdita di SDZ, ogni piantdaga cresciuta in un sistema di doppi vasi.
Il piu interno, forato alla base e a forma di tromti cono, di materiale inerte nei confronti dei
sulfamidici, (PE), e di dimensioni di 6x9x13 cmstato inserito in un vaso cilindrico non
forato piu grande avente un diametro di 20 cm alte2za di 20 cm. In questo modo l'acqua
raccolta nel secondo vaso di ciascuna pianta & séssata nuovamente nel medesimo terreno

fino a raggiungere una umidita uniforme nel terteno
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3.3 Analisi del suolo

Per la determinazione della granulometria sona gtatevati 6 campioni di terreno da 3
diversi vasi (due per vaso) scelti in modo casealesssiccati all'aria ed analizzati con un
granulometro laser (Hydro-2000G, Malvern institute)

| campioni sono stati pestati con lausilio di unomaio al fine di rompere
meccanicamente gli aggregati di maggiori dimenseahiinfine vagliati con un setaccio di
maglie di 2 mm.

Per le analisi strumentali sono stati prelevati@d terreno da ogni campione e disciolti
in acqua deionizzata con l'aggiunta di esametafosfta sodio ((NaPg)s), e carbonato di
sodio (NaC0gs), aggiungendo acqua deionizzata fino a 25ml. llezgani cosi ottenute sono
state poste in agitazione per 24 h e 60 rpm.

Per migliorare la separazione dei colloidi, primedl’dnalisi granulometrica, 3 soluzioni,
una di ogni vaso, sono state sottoposte ad umrnatito con gli ultrasuoni (15000 rpm per 5
min).

La tecnica sfrutta il fenomeno della diffrazionefidiunhofer di un’onda elettromagnetica
monocromatica sul contorno dele particelle in sosypme, secondo il quale, quando un
raggio di luce monocromatico interagisce con undigedla, sospesa in un liquido inere e di
dimensioni superiori a quelle della lunghezza dandkella radiazione incidente, viene
diffratto di un angolo la cui ampiezza e funziordl@ dimensioni della particella colpita: piu
piccola é la particella, piu ampio € I'angolo difidizione.

La quantita di carbonio (C), idrogeno (H) e az(t) nel suolo sono state determinate
con l'utilizzo di un analizzatore elementare (VaMACRO, Macro Elemental Analyzer,
Elementar Analysensysteme GmbH, Hanau, Germania).

Il funzionamento di questo strumento prevede unabustione rapida e completa del
campione all'interno di una fornace, alla tempeamatdi 950 °C in eccesso di ossigeno. |
prodotti della combustione sono fatti passare \&tis0 una seconda fornace da 850 °C per
un’ulteriore ossidazione e rimozione del partiomlagono poi raccolti in un contenitore ed
inviati ai rivelatori ad assorbimento infrarossa e misura della C@e del’ HO; infatti il
carbonio & misurato sotto forma di @©'idrogeno sotto forma di #D.

Invece, un’aliquota dei gas di combustione, e statsferita in un flusso di elio e fatta
passare attraverso un catalizzatore di rame caktolg rimozione dell'ossigeno e la
conversione degli NQad azoto elementare,Ned attraverso altri filtri per la rimozione
dell'anidride carbonica e dell'acqua. Infine unealatore a termoconducibilitd & usato per

determinare il contenuto di azoto.
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Per quest’analisi sono stati utilizzati 3 campiati suolo prelevati da vasi scelti
casualmente e lasciati essiccare all’aria; in segristato pestato con l'ausilio di un mortaio
al fine di rompere meccanicamente gli aggregatndggiori dimensioni, ed infine setacciato

con maglie di 5mm.

3.4 Analisi biometriche

Per tutta la durata del trattamento sono statétedfie le misure biometriche per ciascuna
pianta, ad intervalli giornalieri regolari. Sonatst rilevate nel tempo: la lunghezza della
pianta, il numero di foglie, il numero di gemmeaeglinghezza della ramificazione nata dalla
gemma apicale.

Al termine dei 70 giorni sono state rilevati péscuna pianta il peso totale di radici e
foglie, e I'area fogliare totale.

Per la misura dell'area fogliare totale delle vaiagnte é stato usato il software IMAGEJ,
un programma opensource di analisi d'immagine.

Le foglie di ogni pianta sono state disposte sui foignchi, fotografate ed elaborate dal
Software. Dopo opportune elaborazioni graficheadospossibile la determinazione dell’area
fogliare (Fig. 3.1).

‘0 Q ..0 0

s.. 0 ¢ ,. O
”t%m ‘ ..‘t 0 .

‘
LR °0

Figura 3.1 Modifica grafica per il calcolo dell’'aréogliare

3.5 Analisi della fotosintesi, scambi gassospfiscenza

Le misure sono state effettuate utilizzandoinfrared gas analyzetiCor LI-6400 XT-
system, mediante l'ausilio di una cuvetta circolaie2 cnf e impostando i parametri
ambientali all'interno della cella in modo da ugliag quelli della camera di crescita in cui

sono state condotte le misure (40®ol CO, m?s*, 300 uE m’s?’, temperatura dell’aria
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25.0 °C, umidita relativa 60-65%). Le misure sotaieseseguite nelle ultime 4 settimana ad
intervalli giornalieri regolari (giornate 43, 507 & 64).

Si tratta di un sistema dotato di una cuvetta din? dove inserire la foglia, isolata
dall’ambiente circostante, in cui un flusso costaatcontrollato passa attraverso la camera.
Lo strumento confronta I'aria in ingresso e quetlauscita, rilevando le modifiche nelle
concentrazione atmosferica di acqua e anidrideocéch.

Sono state selezionate tre piante per ogni tesattamento, sulle quali mediare i dati, e
per ogni pianta € stata selezionata la prima fogdipansa dalla gemma apicale per avere
foglie mature all'inizio delle misurazioni. Le faglselezionate sono state marcate attraverso
un filo di cotone colorato legato intorno al pidoidFig. 3.2) per poterne seguire meglio

I'evoluzione nel tempo.

Figura 3.2 Foglia di nocciolo marcata per le andiigotosintesi,

fluorescenza e scambi gassosi

3.6 Analisi dei microorganismi endofiti

Per verificare la presenza di endofiti a livello géccioli fogliari € stato utilizzato un
protocollo che garantisce la sterilizzazione dsliperficie esterna di questa struttura, senza
intaccare le popolazioni degli organismi che vivatidnterno.

A fine esperimento, da ogni pianta e stato asportat foglia tra quelle cesciute dalla
gemma apicale ed asportato il picciolo. | piccgaino stati immersi in etanolo al 95% per 20
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secondi, trattati con ipoclorito di sodio (NaClOgrp3 minuti e, infine, immersi in acqua
demineralizzata sterile, per un totale di settgaui di 1 minuto ciascuno.

Per verificare che la superficie esterna dei plcéisse libera da microorganismi, dopo i
lavaggi con acqua demineralizzata sterile, i picgiono stati strisciati su piastre PCA (Plate
Count Agar) utilizzando pinze sterilizzate su fiaenfibera. Dopo una settimana di
incubazione si é accertato che in nessuna piastréossero sviluppate colonie di
microorganismi, dato necessario per confermare tégili|é della superfice esterna del
picciolo.

| piccioli sterilizzati sono stati posti su una gita Petri sterile, tagliati in piccoli pezzi,
trasferiti in eppendorf sterili contenenti 80di soluzione fisiologica (NaCl 0.85%) e pestati
meccanicamente con l'aiuto di un pestello sterdinz per favorire il passaggio in sospensione
acquosa dei microorganismi presenti all’interno.

Della sospensione ottenuta, aliquote daplGsono state piastrate su PCA e lasciati
riposare a temperatura ambiente e al buio; doge g&irni sono state contate le colonie di
microorganismi sviluppatesi su ciascuna piastrg &=3).

Figura 3.3 Piastre per PCA con colonie di endofiti

3.7 Analisi statistica
Le analisi statistiche sono state svolte attraveutitizzo del software open source R (R

Development Core Team, 2008).

Il confronto delle medie tra piu di 2 gruppi di gaioni e stato effettuato mediante
I'analisi della varianza (ANOVA) seguita dal tesEH per effettuare la comparazione fra i
gruppi. Ai campioni che presentavano differenzaificative (p< 0.05) sono state associate

lettere diverse
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4. Risultati ediscussione

4.1 Suolo

La tessitura del suolo indica la sua composiziaregntuale in particelle di sabbia, limo e
argilla. Ad essa sono correlate direttamente erettdimente importanti proprieta dei suoli,
guali la permeabilita all'aria e all'acqua, la ftiaita e la capacita di trattenere I'acqua.

Vengono distinte 3 classi granulometriche in basdiametro delle particelleargilla
(250-500um), limo (500-1000um) esabbia(1000-200Qum).

Nelle Figure seguenti € indicata la distribuzioeecpntuale delle particelle dei campioni
normali (Fig. 4.1 A) e di quelli sottoposti ad akuoni (Fig. 4.1 B) utilizzati
nell'esperimento. Mentre nella tabella 4.1 soncontigti i risultati in percentuale della

composizione granulometrica di entrambe.
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Figura 4.1 A Distribuzione percentuale delle dimenisdelle particelle del suolo tal quale
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Figura 4.1 B Distribuzione percentuale delle disieni delle particelle del suolo

sottoposti a ultrasuoni
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Il contenuto idrico e la velocita di movimento dmtiqua nel suolo dipendono dal tipo di
suolo. Il movimento dell'acqua attraverso il su@oprevalentemente per flusso di massa

portato dal gradiente di pressione.

Argilla Limo Sabbia

Terreno normale 12.57 24.50 62.93

Terreno sottopost

|®)

14.10 27.16 58.74
ad ultrasuon

Tab. 4.1 Composizione granulometrica dei terreitizaati (%)

TOC

A(Z,\?)t 0 Z(();];O (Total Organic
Carbon)
media, 0.062 0.028 0.49

Tab.4.2 Composizione organica del terreno detetainattraverso (%)

I'analizzatore elementare CNS

Quando predomina la sabbia, caratterizzata dacpleticon un diametro elevato, i suoli
presentano pori di grandi dimensioni. Pertantariete sabbiosi sono ben areati e dotati di
buon drenaggio; molto scarsa risulta invece la taeacita di trattenere I'acqua.

| suoli dove predomina l'argilla, sono invece ctedrzati da scarsa aerazione e da
difficile drenaggio; in presenza di acqua diventalastici e sono compatti allo stato secco.

Dall’analisi granulometrica € emerso che il terrenitizzato per la crescita delle piante
composto principalmente da sabbia (60% ca.), segial limo (25% ca.) e dall'argilla
(13 % ca.) (Tab. 4.1). Un suolo, dunque, che pamiatiimente il passaggio dell'acqua e che
ha una scarsa resistenza alla penetrazione ddi®.ria'argilla e il limo presenti consentono
di mantenere una umidita nel terreno adeguataadkita del nocciolo.

La sostanza organica del terreno e l'insieme deipmsti organici presenti nel terreno,
indipendentemente dalla sua origine. La sostanganga nel terreno migliora ad esempio la
ritenzione dell'acqua, la disponibilita di alcuniamoelementi e il potere tampone.

Dall’'esame all’analizzatore elementare (Tab. 4.2gmerso che il terreno utilizzato
contiene I'azoto mediamente allo 0.062%, lo zolfo 8.028% e il carbonio organico totale al
0.49% .
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4.2 Analisi biometriche

| dati relativi alla lunghezza media delle piaraenumero di gemme totali e di foglie in
funzione del tempo sono riportati nelle Figure ssdu

La lunghezza media della pianta nel tempo (Fig) gr2senta valori simili tra tutte le
varie concentrazioni iniziali di crescita sia adzio che a fine trattamento; ad inizio del
trattamento le lunghezze medie delle piante di imbesono comprese tra il valore medio del
gruppo di piante del controllo (95 cm) e il valatel gruppo di piante trattate con 10 ppm
(107 cm). A fine analisi i valori sono compresi @3 cm (controllo) e 113 (1 ppm). | dati

sottoposti ad analisi statistica non hanno rilevhtierenze significative (9 0.05).
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Figura 4.2 Lunghezza media delle piant€drylus avelland.. alle diverse concentrazioni di

SDZ (ppm) nel tempo. Le barre indicano I'errorengt@d (ES)

Il numero medio di gemme per pianta nel tempo (Bi§) tende per tutti i gruppi di
crescita a zero e con andamento simile. Anchaigalmente tutte le piante presentavano
valori diversi, dovuto alla diversita genetica inseca, dopo 61 giorni dall'inizio del
trattamento tutte le piante avevano quasi completdentrasformato le gemme in foglie.
Anche questi dati sottoposti ad analisi statistioa hanno dimostrato differenze significative

(p< 0.05).
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Numero medio (n)

16 21 26 31 36 41 46

Giorni dainizio trattamento

51 56 61

Figura 4.3 Numero di gemme medio delle pianteCdirylus avellanal. alle diverse

concentrazioni di SDZ (ppm) nel tempo. Le barredado 'ES

Numero medio (n)

O T T T T T T T T T
13 17 21 25 29 33 37 41 45 49

Giorni dainizio trattamento

53 57 61

Figura 4.4 Numero di foglie delle piante@orylus avelland..

SDZ (ppm) nel tempo. Le barre indicano 'ES
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L’andamento del numero medio di foglie per pian& t®mpo (Fig. 4.4) presenta un
rapido incremento sino al giorno 20 circa dall'inizlel trattamento, per poi stabilizzarsi per
la restante durata del tempo. A fine trattameingouppo 100 ppm presenta il numero medio
di foglie per pianta maggiore rispetto agli altmugpi (38.5), mentre il gruppo 0.1 ppm mostra
il valore piu basso (30.6); i gruppi restanti, eme al controllo (32.5) si collocano in valori
intermedi. Nessuna differenza significativa & staissa in risalto con l'analisi statistica.
(p< 0.05).

Nessun gruppo di trattamento presenta apprezzaatviizioni nel numero di foglie come
segno di sofferenza; cio € in contrasto con i dabvati in letteratura (Dolliver et al., 2007;
Liu et al., 2008), dove ¢ stato rilevato un effetegativo di SDZ sulla crescita delle foglie.

Da sottolineare il comportamento del gruppo 100 pphe presenta il maggior numero
medio di foglie per I'intera durata del trattamergd insieme al gruppo 1 ppm, sono gli unici
a presentare dei valori medi maggiori rispetto ahtwllo dall'inizio sino alla fine del
trattamento.

La misura della lunghezza dello stelo cresciutdadgémma apicale nel tempo (Fig 4.5)
mostra un accrescimento maggiore nei trattamemtilc69 mm) e 100 (66) ppm rispetto al

controllo (54 mm) e un accrescimento minore a @J@1mm) 0.1 (40 mm) e 10 (39) ppm.

--#--0.01

—#--10

- #--100

21 28 35 42 49 56 63
Giorni dainizio trattamento

Figura 4.5 Lunghezza media dello stelo cresciutla d@mma apicale delle piante@orylus
avellanalL. alle diverse concentrazioni di SDZ (ppm) nel pemLe barre indicano
'ES
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Figura 4.6 Lunghezza media finale dello stelo del#mte diCorylus avelland.. alle diverse

concentrazioni di SDZ (ppm). Le barre indicano 'ES

La lunghezza dello stelo al termine dell’esperimeatriportata nella Figura 4.6, dove i
valori misurati sono simili per tutte le tesi dattamento. Nessun gruppo di trattamento ha
mostrato sostanziali differenze di crescita rigpeit controllo e in entrambi i parametri
analizzati non é stata riscontrata nessuna difarstatistica significativa {0.05).

La misura della lunghezza del rametto cresciutdadgémma apicale avrebbe potuto
mettere in risalto dei segnali di sofferenza suotift@scimento della pianta durante una
stagione vegetativa in relazione alle concentrazioiziale di SDZ.

L’incremento percentuale e definito dalla formula:

Inc. % = Tli-To x 100
Ti

dove T rappresenta la lunghezza della pianta al templa delsura, T rappresenta la
lunghezza della pianta al tempo 0, nel nostro edl3nizio del trattamento.

Nei grafici riguardanti I'incremento percentualellddunghezza della pianta nel tempo
(Fig. 4.7) e alla fine dell’esperimento (Fig 4.8) m10 vedere come i diversi gruppi di
trattamento si accrescano in maniera simile serzstrare sostanziali differenze tra di loro,

fatto confermato
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Figura 4.7 Incremento percentuale rispetto al tethpella lunghezza delle piante @orylus

avellanalL. alle diverse concentrazioni di SDZ (ppm) nel pemLe barre indicano
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Figura 4.8 Incremento percentuale medio finaleaddélinghezza delle piante d@orylus

avellanaL. alle diverse concentrazioni di SDZ (ppm). Lerkandicano I'ES
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dall'analisi statistica dei dati £00.05).Questo non ci consente, ancora una voltassbciare
una maggiore concentrazione di SDZ ad un segnofféirenza per la pianta.

Da sottolineare I'accrescimento delle tesi 1 (1@6)00 ( 9%) ppm che mostrano un
incremento percentuale maggiore rispetto al cdot{@P6) per tutta la durata del trattamento,
e il comportamento del gruppo 10 (5%) che presevadori minori.

Per quanto riguarda la biomassa fogliare (Fig.,4.$9)eso minore e stato misurato nella
piante controllo (2.2 g), i pesi maggiori nellesdal e 100 (3.6 g) ppm, e le restanti tesi in

valori intermedi.
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Figura 4.9 Peso medio finale della biomassa fogldlle piante dCorylus avelland.. alle

diverse concentrazioni di SDZ (ppm). Le barre ind@ 'ES

L’area fogliare totale media per pianta (Fig. 4,ldl)enuta attraverso il software ImageJ,
presenta un andamento simile a quello della biosaakgyliare, in quanto il valore piu basso
di questo parametro & quello del controllo (197)¢invalori maggiori sono quelli relativi ai
trattamenti con 1 (301 éne 100 ppm (295 cfjy e i restanti tre si collocano in valori

intermedi. Nessuna differenza significativa é asstatessa in risalto con I'analisi statistica.
(p< 0.05).
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Figura 4.10 Area fogliare totale media delle piadieCorylus avellanalL. alle diverse
concentrazioni di SDZ (ppm). Le barre indicano I'ES
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Figura 4.11 Area media finale di una singola fogl&le piante diCorylus avellana.. alle
diverse concentrazioni di SDZ (ppm). Le barre iadiw 'ES
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Nell'istogramma relativo alla superficie media deflingola foglia (Fig. 4.11) e possibile
distinguere una relazione dose/effetto di tipo dimeefino alla concentrazione 10 ppm,
tuttavia, anche in questo caso nessuna differeigréfisativa € stata messa in risalto con
I'analisi statistica (g 0.05). | valori pitl bassi appartengono alle piastetrollo (8.2 crf) e a
quelle trattate con 10 ppm (8.3 Ymmentre il valore piu alto appartiene al trattatoe
0.1ppm (9.7 cr), mentre il trattamento con 100 ppm (9.0°cpresenta un valore maggiore
rispetto al controllo.

Per quanto riguarda il peso della biomassa radidalle piante controllo e trattate, con
I'analisi della Figura 4.12 e possibile vedere mdamento dose/effetto di tipo ormetico di
guesto parametro, anche se nessuna differenzdicaginn € stata messa in risalto con

I'analisi statistica (§0.05).
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Figura 4.12 Peso medio delle radici a fine trattaimelelle piante dCorylus avelland.. alle

diverse concentrazioni di SDZ (ppm). Le barre ind@ 'ES

L’'ormesi puo essere considerata una funzione di@taaratterizzata da una risposta
bifasica dose-dipendente, che si manifesta comeeguenza dell’esposizione ad un range
molto ampio di stimoli. Le risposte ormetiche, Engre, mostrano una modesta stimolazione
alle basse dosi e un'inibizione alle alte dosicuava dose/risposta puo essere raffigurata da

una U dritta, se viene valutato un danno all'orgam, ad. esempio alterazioni di funzioni
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fisiologiche, incidenze di malattie, o ad una Uesesiata, se si considerano funzioni quali
accrescimento o sopravvivenza (Calabrese e Bal@0nR).

Il gruppo di piante controllo presenta un peso metklle radici minore (2,5 g) rispetto
alle piante cresciute a basse concentrazioni, @in@lore massimo registrato per le piante
trattate con 1 ppm di SDZ (4.0 g). Concentraziomiggiori diminuiscono il loro peso e il
valore piu basso e mostrato dalle piante cresagiypeesenza di 100 ppm di SDZ (2.0 g).

Lo stesso andamento € stato riscontrato in un iespeio eseguito su piante dea mays
L. utilizzando tetracicline. In quel caso leffettdose/effetto di tipo ormetico veniva
riscontrato sia per la parte ipogea che epigea ¢dinta (Migliore et al., 2009 piante di
Salix fragilis L. trattate in idroponica con sulfacttossina 0.01- 10 ppm l'effetto ormetico e
stato osservato, come qui, solo a livello di apjaradicale (Toscano, 2011).

Una diversificazione morfologica delle radici e liegici radicali € stata notata all'analisi
visiva degli apici radicali; mentre a livello gldba(Fig. 4.13) non e visibile nessuna
differenza sostanziale tra i vari apparati radjcali contrario, scendendo nel dettaglio
(Fig. 4.14), si nota una sostanziale differenza ghiaapici radicali delle varie classi di
trattamento.

Gli apici radicali delle piante cresciute senza Sdntrollo) e a concentrazioni iniziali
basse (0.01 e 0.1 ppm) sono di colore giallo chiprivi di ramificazioni laterali e di una
lunghezza paragonabile tra loro. Nelle piante ¢oés@ concentrazioni iniziali maggiori (10 e
100 ppm) gli apici radicali mostrano un’alteratarfotingia. Essi si presentano, infatti, di
dimensioni ridotte, sono di colore scuro tendemieeao e con molte ramificazioni laterali, il
che segnala una situazione di stress.

Questi effetti possono essere associati ai tegediinabilita effettuati in presenza di
antibiotici tra cui i SAs, i quali hanno dimostrath incidere negativamente sulla
germinabilita dei semi e sulla crescita delle pauilizzate, ma solo i SAs hanno mostrato un
notevole effetto sulla crescita delle radici dgdiante diOryza sativaL. Anche nel nostro
trattamento, la SDZ ha determinato dei cambiammatifologici nelle radici, ma solo alle
concentrazioni piu alte.

In conclusione le analisi morfometriche indican@ ¢hnocciolo non sembra risentire in
maniera marcata della presenza di SDZ nel terrgriatti, lo sviluppo della parte epigea
sembra addirittura maggiore nelle piante trattate 00 ppm di SDZ. La biomassa ipogea,
invece, esibisce un andamento di tipo ormetico, woa crescita lievemente stimolata alle

basse concentrazioni di SDZ e inibita alle con@anbni piu alte. L’effetto negativo osservato
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Fig. 4.13 Foto delle radici delle piante @orylus avelland.. alle diverse concentrazioni

di SDZ (ppm) a fine trattamento

Fig. 4.14 Foto degli apici radicali delle piante @orylus avellanalL. alle diverse
concentrazioni di SDZ (ppm) a fine trattamento
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alle alte concentrazioni risulta evidente anchdaneborfologia delle radici trattate che
mostrano ramificazioni e segni di sofferenza. Questiltati sono in accordo con quanto
riscontrato in piante di salice trattate con sutfegtossina (Michelini e al., 2011), tuttavia,
sono differenti da quanto decritto da Dolliveragt (2007) e Liu et al. (2008), in cui altre
specie vegetali hanno mostrato una riduzione deléscita se cresciute in presenza di
antibiotici.

Ad esempio, la sulfadimetossina ha ridotto sigatfiamente la crescita di altre scpecie
(Jjemba, 2001), ma la SDZ sembra non abbia paaticelfetti sulla parte epigea della pianta,
mentre la parte ipogea sembra essere addirittureolata a basse concentrazioni di SDZ,
anche questo in costrasto con la riduzione dedlactta delle radici di piante &isum sativa
L. cresciute in presenza di antibiotici ( Dollivetral., 2007).

4.5 Fotosintesi netta

Di seguito sono riportati i risultati relativi alimisure di fotosintesi netta media per tesi di
trattamento (Fig. 4.15) effettuate cioifrared gas analyzer LiCor LI-6400 XT-systespressi
in umol CO, m?s™. Le lettere sugli istogrammi si riferiscono allaisi statistica ANOVA;
nella figura successiva (Fig. 4.16) sono, invedportati gli stessi dati espressi come

percentuale rispetto al controllo.
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Figura 4.15 Fotosintesi netta media delle pianteCdrylus avellanal. alle diverse
concentrazioni di SDZ (ppm) nel tempo. Le barragado I'ES. Le lettere diverse
indicano differenze significativa (0.05).
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Dal grafico riportato in Figura 4.15 é possibiledgee come le foglie delle piante
controllo e quelle del trattamento con 0.1 ppm DZSnantengano sempre i valori medi di
fotosintesi netta piu alta, con un valore medidedpiante controllo di 5.20, 5.69, 4.88 e 4.33
umol CO;m?s™ nelle quattro giornate di misura.

Le piante cresciute a concentrazioni maggiori 1100 ppm) mostrano sempre valori
medi di fotosintesi netta minori rispetto ai valoegistrati per le piante controllo: queste
piante fotosintetizzano in media il 60% della £fi3sata dalle piante controllo nelle giornate
43 e 50 (Fig. 4.16). Nelle due giornate successivieuo notare un diverso andamento dei
valori di questo parametro nelle piante cresciute B0 e 100 ppm (Fig. 4.16). Infatti, a questi
dosaggi la fotosintesi si riduce in relazione ipaealla concentrazione di SDZ di crescita: ad
esempio, il valore maggiore di fotosintesi nellargata 64 €& stato misurato per la tesi 0.1
ppm (5.41 pmol CO, m?s?), seguita dalla tesi 1 ppm (4.4iol CO, m?sY)e dalla tesi 10
(3.44 umol CO,m?s?Y), ed il valore minore & stato registrato dalla 1€ ppm (2.92umol
CO,m?s?).

| risultati in nostro possesso sono leggermenteriofi ad alcuni dati ritrovati in
letteratura. Ad esempio, la fotosintesi netta natuper alcuni ibridi di nocciolo varia tra i 10
ei18umol CO, m?s* (Awada, 2007).
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Figura 4.16 Fotosintesi netta media delle pianteCdrylus avellanal. alle diverse
concentrazioni di SDZ (ppm) nel tempo espresse qoeneentuale del controllo.
Le barre indicano I'ES.
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4.3 Traspirazione, Conduttanza, WUE

Nella Figura 4.17 sono riportati gli istogrammiat}i alla traspirazione effettuate con
infrared gas analyzer LiCor LI-6400 XT-systespressi in mmol ¥D m’s?, Le lettere si
riferiscono all’analisi statistica ANOVA effettuatali dati. Nella Figura seguente (4.18) sono
riportati gli stessi dati espressi in percentugletto al controllo.

Le piante controllo si posizionano tra i valori @l di traspirazione (0,80 mmol.B
m?s?) misurati nelle quattro giornate, mentre le piatresciute a piu alto dosaggio di SDZ
(1, 10 e 100 ppm) registrano sempre i valori minotutte le giornate.

Come visto per la fotosintesi netta (Fig. 4.15 ¥6%.anche la traspirazione delle piante
cresciute a concentrazioni iniziali maggiori (1,000 ppm) presentano mediamente il 60%
(Fig. 4.18) della traspirazione misurata dalla fganontrollo nelle prime 2 giornate di
misura.

Nelle ultime due giornate di misura si puo notarediverso andamento dei valori di
traspirazione delle tesi 1, 10 e 100 (Fig. 4.18)ne nella fotosintesi, la traspirazione media

diminuisce in relazione inversa alla concentrazidn®DZ di trattamento.
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Figura 4.17 Traspirazione media delle piante @orylus avellanal. alle diverse
concentrazioni di SDZ (ppm) nel tempo. Le barreddado I'ES. Lettere diverse

indicano differenze significative (£0.05)
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Figura 4.18 Traspirazione media delle piante G@orylus avellanalL. alle diverse
concentrazioni di SDZ (ppm), nel tempo espressaecpencentuale del controllo.

Le barre indicano 'ES.

Il valore maggiore misurato nella giornata 64 eistgto dalla classe 0.1 ppm (1.04
mmol HO m’sY), seguita dalla classe 1 ppm (0,75 mmeDH1*s?), dalla tesi 10 ppm
(0,64 mmol HO m’s') ed infine dala classe 100 (0,46 mmalCHmM?s?) che registra il
valore minore di traspirazione nella giornata 6d¢cecil 50% del valore di traspirazione
registrato per le piante controllo.

Nella Figura 4.19 sono riportati gli istogrammiat@i alle misurazioni di conduttanza
stomatica effettuate canfrared gas analyzer LiCor LI-6400 XT-systespressi in mol D
ms™: nella Figura successiva (Fig. 4.20) sono ripbgiastessi dati in percentuale rispetto al
controllo. Le lettere si riferiscono all'analisasistica ANOVA effettuata sui dati.

Anche in questo caso, le piante controllo si posiano tra i valori maggiori di
conduttanza stomatica registrati nelle 4 giornatentgsura (Fig 4.19); mentre le piante
cresciute a piu alto dosaggio (1, 10 e 100 ppmistregno dei valori minori in ogni giornata.
Anche in questo caso (Fig. 4.20) le tesi 1, 1006 fppm registrano il 60% circa della
conduttanza stomatica registrata per le pianterabmnelle prime 2 giornate di misura.
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Figura 4.19 Conduttanza media delle piant€aliylus avelland.. alle diverse concentrazioni

di SDZ (ppm) nel tempo. Le barre indicano I'ES. tee¢ diverse indicano

differenze significative (R 0.05).
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concentrazioni di SDZ (ppm), nel tempo espressaecpeancentuale del controllo.

Figura 4.20 Conduttanza media

Le barre indicano I'ES.
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Nelle due giornate finali di rilievo, i valori dionduttanza stomatica registrano una
diversificazione del loro andamento: come visto lpdbtosintesi netta e per la traspirazione,
anche la conduttanza stomatica presenta una re&@muversa con le concentrazioni di SDZ di
trattamento. Infatti, nella giornata 64 (Fig. 4.19yalore maggiore e registrato dalla classe
0.1 (0,079 mol KO m?sY), seguita dalla classe 1 (0,056 maiCHM?s?), dalla classe 10
(0,050 mol HO m?s') ed infine dalla classe 100 (0,034 moJQHm?sY), che registra il
valore minore anche nella giornata 57. Pertantestijaati suggeriscono che le piante trattate
con le alte concentrazioni di SDZ abbiano una tagpone rallentata (deficit idrico), forse
anche come meccanismo di difesa per rallentaredimalo del principio attivo a livello
fogliare (avoidance).

| dati in nostro possesso sono mediamente magdgdrvalori di conduttanza stomatica
descritte in letteratura per il nocciolo: la cortdaza stomatica nel nostro trattamento varia tra
0.03 e 0.08 mol kD m’s™, in letteratura varia tra 0.02 e 0.04 (Awada, 2007

Nella Figura 4.21 é riportato I'andamento del paesam WUE (water use efficency), per
definizione il rapporto tra moli di COfissate e moli di KD traspirate. Nella successiva
Figura (Fig. 4.22) gli stessi dati sono riferititermini percentuali rispetto al controllo. Nella
Figura 4.21 € possibile notare come le differemaa trattamenti siano in genere meno che
nei grafici della fotosintesi e della traspirazianehe i valori di WUE si attestino tutti intorno
il 5%, senza differenze significativa, come indicdall’analisi statistica.
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Figura 4.21 WUE medio delle piante @brylus avellanal. alle diverse concentrazioni di
SDZ (ppm), nel tempo. Le barre indicano I'ES. Ledtediverse indicano
differenze significativa (R 0.05).
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Figura 4.22 WUE medio delle piante @obrylus avellanal. alle diverse concentrazioni di
SDZ (ppm), nel tempo espressa come percentualeodaiollo. Le barre indicano
l'ES.

Nell'ultima giornata di misura, giorno 64 (Fig. 4)de piante controllo si posizionano tra
i valori piu bassi calcolati (4.57%), mentre lait&®0 ppm registra il valore maggiore
(6.64 %) e le restanti classi registrano posizimérmedie, in una relazione diretta tra
concentrazione di crescita e WUE. Tale andamemscente della WUE con la concentrazine
di SDZ, seppure senza una significativita stastembra indicare che gli effetti negativi del
trattamento delle piante di nocciolo coon SDZ silirzino piu a livello di relazioni idriche
che di fotosintesi.

Nei dati descritti in letteratura il WUE varia tita2 e il 4% circa in quattro sottospecie di
nocciolo (Awada, 2007) e sono, pertanto, in linea guanto da noi rilevato.

In conclusione, le analisi dei parametri relatigliascambi gassosi indicano che le
concentrazioni piu alte di SDZ inducono un geneaddbassamento della velocitd con cui
avvengono gli scambi gassosi nelle foglie. Tuttae@nduttanza stomatica e traspirazione
diminuiscono in maniera piu sensibile della fottesn dato, questo, confermato dall’aumento

della WUE con la concentrazione di SDZ.
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4.4 Fluorescenza

Negli istogrammi successivi (Fig. 4.23) sono riptiri dati relativi al rendimento del
fotosistema 1l PSII) effettuati connfrared gas analyzer LiCor LI-6400 XT-systeennella
Figura 4.24 sono riportati i dati in rapporto pericgle con il controllo.

In tutte e quattro le giornate di misura le piacaeatrollo si posizionano tra i valori piu alti
registrati insieme a quelle della tesi 0.1 ppm,imguesto caso, le differenze con le piante
cresciute ad elevate concentrazioni (1, 10 e 10@)ppono meno evidenti che per la
fotosintesi netta. Infatti, le piante cresciuteat concentrazioni di SDZ mostrano circa |l
10% in meno di rendimento del PSII rispetto al colid (Fig. 4.24). Diversamente dai dati
relativi agli scambi gassosi, 'andamento d@é?Sll con la concentrazione di SDZ e molto
simile tra le diverse giornate di misura, con ueadenza alla diminuzione, seppur lieve, a

partire da 0.1 ppm, dose a cui si registrano irvaio alti.
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Figura 4.23DPSII medio per tesi di trattamento nel tempo dalmte diCorylus avelland..
alle diverse concentrazioni di SDZ (ppm) nel tempe.barre indicano I'ES.

Lettere diverse indicano differenze significativ®(0.05).
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Figura 4.24®PSIl medio delle piante dCorylus avellanal. alle diverse concentrazioni di
SDZ (ppm), nel tempo espresso come percentualeodélollo. Le barre indicano
l'ES.

Nella Figura 4.25 sono riportati i risultati dell@isurazioni del trasporto fotosintetico di
elettroni (ETR) inumol e m?s?, effettuati coninfrared gas analyzer LiCor LI-6400 XT-
system.

Anche per 'ETR le piante controllo, insieme a dgiadresciute a 0.1 ppm, presentano
valori tra i piu alti in tutte 4 le giornate di mis (Fig. 4.25) e le altre tesi di trattamento
mostrano in genere livelli di poco inferiori al ¢ooillo di circa il 10% in tutte le giornate di
misura (Fig. 4.26). Come visto per @#PSll, anche I'andamento dellETR mostra una
relazione inversa con la concentrazione di SDZuttetle giornate, a partire dalla dose 0.1
ppm. Ad esempio, nell’'ultima giornata di misuradai 0.1 registra il valore masimo di ETR
(36 umol e m’s™) (Fig. 4.26), seguita dalla tesi 1 (3thol e m’s?) e 10 (25umol e m?s?)
ppm, ed infine dalla tesi 100 (23nol e m’sY).

In conclusione, i dati relativi abPSIl e allETR indicano che la fase luminosa della
fotosintesi € meno influenzata della velocita dséizione della CQdalla presenza di SDZ

nel terreno.
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Figura 4.25 ETR medio delle pianteC@rylus avelland.. alle diverse concentrazioni di SDZ
(ppm) nel tempo. Le barre indicano I'ES. Lettergedse indicano differenze
significative (P< 0.05).
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Figura 4.26 ETR medio delle piante@rylus avelland.. alle diverse concentrazioni di SDZ

(ppm), nel tempo espresso come percentuale delotlont_e barre indicano I'ES.
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4.5 Parametri fotosintetici riferiti all’area foghire delle piante

Riferendo all'area fogliare totale i parametri feitdetici e relativi agli scambi gassosi
possibile valutare gli effetti del trattamento c6BZ a livello di pianta intera. Il calcolo é
stato eseguito utilizzando le ultime misurazionfetfiate (giorno 64 per i parametri
fotosintetici, giorno 70 per le aree fogliari). Ngriafici cosi ottenuti (Fig. 4.27, 4.28, 4.29 e
4.30) é possibile notare un curva dose/effettopdi ormetico, fino alla concentrazione di 10
ppm, iin quanto alla dose 100 ppm si osservanorivdiofotosintesi totale, conduttanza e
traspirazione paragonabili al controllo. Con I'ezioae delle piante 10 ppm, 'andamento per
supericie totale del WUE ¢, invece, di tipo cresedfig. 4.30). E’ da ricordare, comunque,

che nessuna differenza significativa e stata miesssalto con I'analisi statistica. p0.05).
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Figura 4.27 Fotosintesi netta media delle piant€alylus avellanal. calcolata per I'area
fogliare totale a fine trattamento alle diverse aantrazioni di SDZ (ppm). Le

barre indicano I'ES.
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Figura 4.28 Conduttanza media delle pianteCdrylus avellanalL. calcolata per l'area

fogliare totale a fine trattamento alle diverse aantrazioni di SDZ (ppm). Le
barre indicano I'ES.
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Figura 4.29 Traspirazione media delle pianteCdirylus avellanal. calcolata per l'area

fogliare totale a fine trattamento alle diverse aantrazioni di SDZ (ppm). Le
barre indicano I'ES.
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Figura 4.30 WUE medio delle piante@orylus avelland.. calcolato per I'area fogliare totale
a fine trattamento alle diverse concentrazioni BZppm). Le barre indicano
l'ES.

In conclusione i dati reltivi alla fissazione di €@er l'intera area fogliare potrebbero
indicare che le piante sottoposte a concentrazimmpo elevate di SDZ compensino la
minore velocita di fotosintesi attraverso la pradoe di un numero maggiore di foglie.
Alternativamente si potrebbe pensare che questdepabbiano a disposizione un maggior
guantitativo di carbonio per la crscita dell’apparapigeo poiche il loro apparato radicale e

ridotto per I'effetto tossico della SDZ.
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4.5 Microorganismi endofiti

Nella figura 4.31 € riportato il conteggio, mediato5 campioni, delle colonie di endofiti
presenti nelle varie tesi. Le piastre del contrabbmtengono un valore medio di colonie pari a
9, mentre quelle delle tesi 0.01 e 0.1 ppm, seppareuna certa variabilita, presentano i
valori di colonie piu alti (mediamente intorno @ 4Questi risultati potrebbero essere spiegati
da una induzione alla migrazione fisica degli eitddhlle radici, organo dove i sulfamidici
preferenzialmente si accumulano (Michelini et @1P), verso gli organi epigei della pianta,
stimolata dalla percezione di concentrazioni saliletli antibiotico. Tale induzione e
postulabile possa iniziare anche da suolo stesegppando un maggior passaggio dalla vita
rizosferica a quella endofitica e la successiveesscalle parti aeree della pianta quale
meccanismo di rifugio ed evitamento del composssitm. Nelle tesi 1, 10 e 100 ppm si
riscontrano, invece, i numeri piu bassi di coloftispettivamente 1, 4 e 0), presumibilmente
perché a queste concentrazioni il sulfamidico scuawla anche a livello fogliare
raggiungendo concentrazioni troppo elevate perdaacita degli endofiti, o per un effetto di
letalitd gia acuto a livello di suolo e di sedi il con conseguente abbattimento delle
cariche microbiche sia rizosferiche che endofitiche

Numero (n)

N ﬁ
0 ‘ —E ﬁ

C 0.01 0.1 1 10 100

Figura 4.31 Numero medio di colonie di endofifiree esperimento delle piante @orylus
avellanaL. alle diverse concentrazioni di SDZ (ppm). Lerkandicano 'ES
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Hammesfahr et al. (2010) hanno riscontrato differerodificazioni nella struttura della
comunita e nell’attivita microbica del suolo, a aeda del quantitativo di SDZ aggiunto al
terreno. Non é da escludere, quindi, che anchiataliho della pianta si possano avere effetti
sulla presenza ed abbondanza di microrganismi laziome alla concentrazione di
sulfamidico. Questi fenomeni, oltre alle evideneflalFigura 4.31, sono visualizzabili anche
analizzando il numero di repliche nelle quali sin&l riscontrate colonie e quelle in cui nelle
piastre non si era invece osservata crescita (#8aBe3). In particolare nelle tesi 1 e 10, pur
con numeri di colonie bassi, risulta positivo unmauo di piastre superiore a quelle del
controllo, mentre dalla tesi 100, non si recupegasnna colonia di endofiti. | sulfamidici, a
dosi basse appaiono quindi stimolare I'accesseralbfitismo ed alla traslocazione dei batteri
verso le parti aeree della pianta, mentre a désilalloro tossicita acuta si presenta tale da

rendere non praticabile tale strategia di rifugio.

Cc| 001 01 1 10| 100

Presenza 2 4 3 3 5 0
Assenza 3 1 2 2 0 5

Tab. 4.3 Numero di piastre per PCA con la preserassenza di colonie di

microorganismi
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5. Conclusioni

| risultati mostrano che la crescita epigea deienge di Corylus avellanal. non é
influenzata negativamente dalla presenza di SDArdari 70 giorni di esperimento. Nessuna
tesi mostra numero di foglie, lunghezza dello stelgerficie fogliare inferiore al controllo.
Seppure senza significativita statistica, le piammtgtate con 100 ppm esibiscono valori
maggiori in molti parametri biometrici considerati.

Diverso € il comportamento dell’apparato radicaie si trova a diretto contatto con il
sulfamidico. Infatti, gli apici radicali delle pi&a cresciute a concentrazioni elevate di SDZ
risultano essere di colore scuro e di dimensiomamirispetto agli apici radicali delle piante
adibite a controllo, inoltre, presentano una maggi@mificazione secondaria rispetto alle
piante controllo.

Le analisi degli scambi gassosi hanno messo ineexa@ una fotosintesi netta minore
nelle piante cresciute a piu alte dosi di SDZ,an® ad un rallentamento piu sensibile della
conduttanza stomatica e della traspirazione. Tadirdizioni, portando ad un minore flusso di
acqua dal suolo alla radice potrebbero rappresemntarmeccanismo di difesa messo in atto
dalla pianta per rallentare I'accumulo del pringcigttivo nelle foglie.

Le analisi della fluorescenza dimostrano, inoltieg la fase luminosa della fotosintesi &
meno influenzata dalla presenza si SDZ, che lacitéldi fissazione di C© Pertanto, il calo
di fotosintesi rilevato alle piu alte concentrazidin SDZ sembra dovuto ad effetti a livello
fase oscura della fotosintesi, anche in relaziahere ridotta disponibilita di CQlovuta alla
chiusura stomatica.

Per quanto riguardo gli endofiti, questi sono pgeesenti nei piccioli fogliari delle
piante cresciute a concentrazioni iniziali maggiril ppm di SDZ, probabilmente per il
bioaccumulo di dosi letali di SDZ. Il minore numetomicroorganismi a tali dosaggi di SDZ
potrebbe portare ad un maggior quantitativo di @aid fissato disponibile per la crescita
delle piante e giustificare cosi i valori dei paetrnbiometrici misurati nelle piante cresciute
con 100 ppm di SDZ. A concentrazioni iniziali pitadse gli endofiti sono, invece,
maggiormente presenti che nel controllo, probalitedovuta ad una migrazione fisica degli
endofiti dalle radici verso gli organi epigei defimnta.

Sara interessante, comunque, valutare gli effettaghresenza del sulfamidico a livello di

micorrize del nocciolo e comunita batterica dallsu
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Uno sviluppo futuro, di particolare interesse,rpbbe essere un’indagine qualitativa
degli endofiti presenti. L'indagine qualitativa pestterebbe di stabilire le concentrazioni
letali per alcuni microorganismi patogeni @rylus avelland..
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