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Difficoltà 
Da ��
���� 

Indice globale delle competenze tecniche e/o teoriche richieste allo 
studente, e della complessità delle attrezzature e dei materiali richiesti 

Tempo richiesto 

� = 1 h 
Numero di ore da programmare per l’esecuzione dell’esperienza 

Eseguibilità in giornata 
� o � 

Indicazione se il laboratorio possa essere organizzato o meno in modo da 
essere completato nell’arco di una singola giornata 

Studenti per gruppo 
da���a���� 

Esperienza adatta all’esecuzione da parte di un singolo o di un gruppo fino 
a n studenti 

Attrezzature necessarie Elenco della principale strumentazione richiesta 

Materiali Elenco dei reagenti e del materiale più importante richiesto 

����� �� �� ��� �	��� ��� �
	�	�� ����� �� �� � � 
�� �� � ����� � � �� � 	� 
� �� � ���� � � � �	� 
� ��

�  Argomento Breve descrizione di rimando alle basi teoriche dell’esperienza  

� Protocollo Descrizione dettagliata dell’esercitazione step-by-step da fornire allo 
studente per la sua esecuzione 

����� ����� � � � � �	 � 
�	������ � � ��	���� �� �� �� �� � � � �� 	�� � �	�	���� ��������  � 	���� ����� �� �� � � 
�� �

� Note per l’esercitatore Eventuali trucchi per una buona riuscita dell’esperienza, o avvertenze su 
aspetti peculiari, o possibili varianti nel protocollo 

� Verifiche 
Possibili modalità per la verifica dell’apprendimento, o dell’esattezza 
dell’interpretazione dei risultati; domande per lo studente 
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Le piante contengono diversi tipi di pigmenti fotosintetici liposolubili (apolari), a cui appartengono le clorofille e i 
carotenoidi, la cui estrazione viene effettuata con solventi organici apolari. La loro caratterizzazione può essere 
condotta mediante tre diversi sistemi cromatografici: TLC (thin-layer chromatography), HPTLC (high performance 
thin-layer chromatography) e HPLC (high performance liquid chromatography). In tutti i tre tipi di cromatografia i 
costituenti del campione in analisi possono essere separati poiché sono trasportati da una fase mobile liquida 
attraverso una fase stazionaria solida (lastrina per TLC o HPTLC; colonna per HPLC) e ciascun composto è 
ritardato in funzione dell’interazione che la sua molecola subisce con queste due fasi.  
In particolare, il flusso del solvente porterà ogni sostanza dal punto di applicazione verso l’estremità opposta della 
lastrina o della colonna. Se il composto non avrà interazioni con la fase stazionaria migrerà con il fronte del solvente 
altrimenti, se trattenuto, subirà un rallentamento. Il “ritardo di migrazione” di ogni composto, rispetto al fronte della 
fase mobile, è selettivo e dipende dal sistema fase fissa/fase mobile impiegato. I diversi pigmenti si separeranno in 
modo caratteristico per cui ciascuno avrà uno specifico Rf determinato dal seguente rapporto: 

Rf = Rp / Rs 
 dove 

Rp = distanza tra punto di applicazione e banda del pigmento 
           Rs = distanza tra punto di applicazione e fronte del solvente 

La cromatografia su strato sottile (TLC e HPTLC) è una tecnica rapida e semplice per l’identificazione e la 
purificazione di pigmenti, usata frequentemente in alternativa alla più precisa, ma complessa, cromatografia su 
colonna (HPLC). In questa esercitazione si utilizzerà una tecnica specifica per la caratterizzazione dei pigmenti 
liposolubili più apolari, clorofille e caroteni, che ne permetterà la separazione a partire da estratti di pigmenti totali 
utilizzando come fase mobile una miscela di etere di petrolio:acetone in rapporto 7:3. La fase stazionaria sarà invece 
costituita da lastrine TLC ricoperte di un sottile strato di gel di silice. 
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Quali pigmenti sono stati identificati nei diversi casi? 
Come varia il loro andamento e quello delle clorofille a e b durante la fotoconversione? 
Confrontando tra di loro i dati ottenuti con i tre diversi materiali (plantule eziolate esposte alla luce per 1, 4 o 24 h), 
lo studente esponga le proprie considerazioni sulle trasformazioni quali-quantitative dell’apparato fotosintetico 
durante la fotomorfogenesi. 
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Tutti gli organismi fotosintetici, sia procariotici che eucariotici, catturano l’energia luminosa del sole attraverso 
l’impiego di pigmenti. Si tratta di composti strutturalmente e chimicamente differenti, ma che presentano quale 
fattore unificante la presenza di doppi legami coniugati. Ad eccezione dei batteri che effettuano una fotosintesi 
anossigenica, in tutte le altre specie il pigmento del centro di reazione è costituito da una clorofilla a. Ogni centro di 
reazione è corredato però da un gran numero di pigmenti accessori, che concorrono a raccogliere i fotoni e a 
convogliarli al sito attivo. Alcuni di essi, inoltre, sono in grado di dissipare un eventuale eccesso di radiazione, 
evitando che questo possa determinare un fotodanno. Tra questa nutrita serie di pigmenti ricordiamo le clorofille, i 
carotenoidi (suddivisi in xantofille e caroteni a seconda che abbiano o meno atomi di ossigeno nella loro struttura) e 
le ficobiline. Questi composti sono localizzati funzionalmente all’interno della membrana tilacoidale, in stretta 
connessione con i due fotosistemi. Per questo essi hanno caratteristiche generalmente lipofile. I carotenoidi sono 
fortemente idrofobi, e anche le clorofille, il cui anello tetrapirrolico è di natura polare, sono provviste di una lunga 
catena idrofobica, il fitolo, che permette loro di ancorarsi alla membrana. Fanno eccezione le ficobiline, pigmenti 
presenti solo nelle alghe rosse e nei cianobatteri, che sono idrosolubili. In questi organismi, infatti, essi formano dei 
complessi di cattura della luce, detti ficobilisomi, che sono sì in stretto contatto con la membrana fotosintetica, ma 
protrudono nel citoplasma. 
La capacità di ogni pigmento di raccogliere l’energia luminosa varia in funzione dell’energia del fotone. In altre 
parole, i diversi composti assorbono meglio la luce in punti differenti dello spettro luminoso. Misurando al variare 
della lunghezza d’onda l’assorbanza di un campione che contenga il pigmento solubilizzato e separato dagli altri, è 
possibile costruire uno spettro di assorbimento, caratteristico di ognuna di queste sostanze, in cui possono essere 
presenti diversi picchi. Nella tabella sono riportati i massimi di assorbimento dei principali pigmenti fotosintetici. 
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La disponibilità di pigmenti accessori consente ai cianobatteri di 
raccogliere la luce in zone dello spettro che non possono essere usate 
da altre specie, e quindi di occupare nicchie ecologiche altrimenti 
improduttive. Lo stesso vale per i batteri, le cui batterioclorofille 
hanno massimi di assorbimento nell’infrarosso, e sono in grado di 
utilizzare fotoni a bassa energia. Vista la loro differente natura, per 
estrarre i diversi pigmenti devono essere impiegate procedure 
differenti. Per le ficobiline è sufficiente omogenare il materiale in un 
tampone acquoso, mentre per clorofille e carotenoidi la 
solubilizzazione può essere conseguita solo con l’utilizzo di solventi 
organici.  
La contemporanea presenza di più pigmenti impedisce di fatto una 
loro adeguata caratterizzazione in estratti grezzi, anche se la presenza 
di diversi picchi di assorbimento consente con buona approssimazione 
la loro quantizzazione. Il diverso grado di idrofobicità ci permette 
però di effettuarne la separazione con tecniche cromatografiche, in 
modo da poter disporre di campioni omogenei per il loro studio. 

Diverse metodologie sono impiegabili a questo fine. Quella forse più diffusa è la cromatografia su strato sottile 
(TLC): il campione applicato nella parte bassa di una lastrina ricoperta di silice viene trascinato verso l’alto da un 
eluente, di solito una miscela, che risale per capillarità; i diversi composti presenti procedono con una velocità che è 
inversamente proporzionale alla loro interazione con la silice, e vengono dunque via via risolti. Questa tecnica è 
molto semplice, ma risulta più analitica che preparativa. Per ottenere dei campioni da sottoporre in un secondo 
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momento ad altre prove, una tecnica più adeguata è quella della cromatografia su colonna. Se ne distingono molte 
varianti, a seconda del principio su cui si basa la separazione. Ricordiamo qui solo la cromatografia a fase inversa, in 
cui i composti si legano ad una matrice idrofobica e vengono poi staccati per aumento dell’idrofobicità dell’eluente, 
e quella a scambio ionico, in cui una matrice carica trattiene sostanze con carica di segno opposto, per poi rilasciarle 
quando è fatto passare su colonna del sale. Una volta separati, la determinazione a diverse lunghezze d’onda 
dell’assorbanza consente di costruire lo spettro di assorbimento di ogni pigmento, e quindi di identificarlo. 
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. 
��� � ������ � 	
�������� �	 ��� � � ���� 	� 
� ������� �� 

��� ��
� � � � � 
�� ��	� $� 	�	����������� 
� � �� �� � ��� �� � �� �� � ��� � ������ � 
� �!�2!#�
 ��� 	���$� ���:	�� �� �� � ��$� 	
� 	��� 
�	��� � �� 
� � �� � ������ ���� ��$� � � �� �� 	�� �� �� � 	�� 
����	$� � ���� ��,���4��� � ��� � � � �
���
�� �� ��� � 
� 
��
� � ��� � � � � � � � � � 
� � ��� � � � ���� 	� ���� �� �	� ���	
������ � � � � � � �� � � ��� � � � �	�� H� � 	��� � 	� 
� �
� � 	
�� � 
� 
��,���4��� 	���$� ��� 	� �	��������� � 8�� ��
����� � ��� � ��� �� 
�� 
���� 	� 
� � � � ��  � ��
� �� � ��� ��7 �� :	� ���	�� 	
� � 	� #�6�  �� � 	� � �� � ����� � �	� � ���
�	� � � ���� �� �� 

��� ��� �
� � � � 	�
� ����	�	���� �  � ��� � �� 
�� � 
�� � ��� � ������ �� �� � 8� � �� 
� 
� �	� � � � � 
� � �� � ��� �� � 	
��� *� �  � �� �� �� � � 	� 
��� ��� �	� � �	��� � 	� ��  � �� � � �
� � � � ��
	
�� ��� 	� 
� � 	� �� �� �	����� 
� ���  ���	�� ��� ��� �� � 	����:	� � �� 	� ���$� 	
� 	� 	
�� � $� � 
� ���� 
�!#� �� � 	�  � ��
� �� �9�7 �� � � � � 	��� 
�!#� �� � 	�
 � ��
� �� �6�7 ��� 	� 	� � 
� � ��� 
��  � � ��
� � � 
�� ���� �� ��� �	
����� 	� 
	�� ��!��� ���:	�� � � �� ��� �� �	
����� � � � �� ��� 
� �� �!9����� 	� 
	��
�
�� � �	
�$� � � �� ���� � �� 	���  � 
�	��� � ��� �� � 
	��� �	� �� 	�� �� � 
�� ��	� � � 
���� � � ����� ��� � �	��� �� �� � � 
�� �� 	����  � �� �� � 
�� �� 
����� �
	
��� �� 

�H��	�� 	��	�� �� 	�	
� ���� �� 	��� 	� � � �� �	  � � 	��� � 
�� ��� �� � � � 
� � ��� �� � ��� � 	���� �� 
��� 	� 
	�	���	� ��� � �� � ��� 	� 
� �� � �� � ��
� �� ��

�% @��% �A /BC @�D@*�F�) @% /�*@�C @�@::�% /B�
�� �� � 
��� �� � �� � � �� �� � � �� � � � 
� � 
� � �� �
	�� � � � �� � 	� 
	� �� 
�� 
����� � � �� � 	�� 	�� � � � � ��  � � �� ���� � ���� � 	� �� �� � � � �� � �� ����� � 	� � 	� � �� 	�
� �� � 
�	H�� �	 ��� 	�	
	� 	��� ��� � � � � 	�� ��� ��	�	������ �	�� � ��� � � � �� �� � 	�	
�� ��� � �� 	� 	� �� ����� �� � � � ��� 
� � 
�� ��
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��������������������� � �� � 
� ���������������������������������������������������������������������������������������������������� � 
� ���� 	� � � � 	� 	� 
� �
��������������������������������������������������������������������������������������������������������������� � � 
� �G �	������������������������������� � � 
� �N���F�C ����

�� ���� � � 
� �G �	�N���� F�C ���� � �

6�&,N!(� ���� � � 
� �G �	�N�#��� F�C ���� � �

����������������������������������������������������������������������������������������������������������� � ��
� �� �!��7 ����������������������������������$� ��� 	� �	������

!-�&!#N!(� �� � ��
� �� �9�7 � � �

!-�&!#N!(� �� � ��
� �� �6�7 � � �

�
�(�D@) @% F/C �A /BC @�D@**B�:�@) ) % B�D/��::B% � /F@C ) B�D@/��/E F@C ) /�/:B*�) /�
. 
�� � � ���� �	� � ��	�� � � �
� 
� �� ��	� 	� � 	�  � 
�	� � �� � � 
�	���� � 
� � �� � � �	
�	� ��	� �	� � �� � 	� � 	
��� 	� � 	� ��� � �� � � �
� �� ��� � � � � � � ������� ��	� � � 	�
�� � � ��	 � 
�� ��� � ��	� � �� 
� � � � � � � � �� 
� �� � � � �� ��� � � � � � ��� �� � ��� �� �� � 	� � 
�	�	��� 	� 
� ������� � �� � � 	���� 
��� 
�� ��� 
� 	� � ��	� �	� � ����	� 	
�
) ��� ����!���� �� ���� �$� � � �� � ' � � � ��	�	� 
�� � �� � � � �� � � 
����	$� � ��� � � 	��� � 	� 
	� � ��� 
� �	� � ��	�
� � � ��� �� 
� � � � � �� � �� 
� ��� � ��� � � � � ���� 2
�� ��  � ��� ���	�� �� �
� � �� � �M �� 	�� ��� ��� ��� �� �  � �� ����� �� � � �� ��� 
�� 
��	�
�� �&�� � �	�� 	�� ���	� � � ��	� � � 
�� ��� ���� � � 
� ��� � ���� �N�#���
 F�C ����� �� �� � ��
� �� �9��� �6�7 (���� ���� ����� 	� 
	�� ��� 
� �� ��� � ��� 
�� 
� � 
� �� 	�  � 
�	�&� ��� � �� � � �� ��� �� ��	� � ����� ��	� � � ��	� � � 
�� �
� � �� 	��� 	���� 2���
�	� �� ���� (��� 	��� � � ��� � 
$� � ����� � � ���
� ��� ��	�
� � �	�� � 
� ���  ��� �� �� ��"�����,���
 ���� 
�	
�� �� ���	�� 	�#��
 ��:	�
� ��� ��� 	� ��� � � �� � 	
�� 	� 
� � � � ��� � ���� 	� 
	� 	
� �� 	� 	�� � 	�  � 
�� � ' � � 	0 � �� 
�� 
����� �� . 
�� � � ���� � �� � �� 
� ��� � � 	� � ��� �	�� � 	� �� � ��� 	� ��� � 
�
� ���	�� � � � 
� 
� � � 	
��� �	� � � ������ 
� � � � � ��� �� 
� ��� �	
�� �� 	
�������� �� � � ���� � � ���
� ����� 
��� 
���� �	�� ��	�� ��� 
� �	��� ����� �� 
� �� � ��� �
�� 
��� � 	� 
	��	� � ��� � ������� �� � � 
� ��� ������ � �� �� � 	�� 	�  � 
�	�
� 	�� 	� � �� 	� ��� �	��	�� �
� 	�� 	��� �� 
�	�� �� �
	�  	��
�

�� �� ��)�#�/5���#(� ' �#��
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��������������
���
������
��
��
����
�����
�

�������������
��
�����
�
��������
�
���������
������������
������
�
������

��
�����������������
��
�������������
���������������������	
���������
����
�
��������������������
����������������������������������

��
�
�������������������������������
����������
�
��� �
� ����� ��� �
����� ���� ����������� ��� ���
���� ���� �������	
���� ��
� �
�����
� �������� ������� 
��
����
�
�����
��
� ��������
�
��  ����� �
� ����
�� ����
� ��������� �
� ��
���	
���� ��� ������	�� �
� �������� �����
�!� �
�
�������
�
� ����� 
�� ������
� 
�� �
� ����� ��� �����
���� ����� 
����
��������� �����
�
�
�� ������ ������ ��
�

���������
�� 
� �
������
� �
"� �������
� �
� ���������� ��� ���
��� ������������ ��������������
�� �
��
�
���
��������
���
��
���������#�����	
�������
���������������$��
���������������
�����
��������������	
��
�
�����������������������������������������������������������	
���%&����	
�������
����������
��
�
�������'�
�
�����������
������
���
�������
�������������
���������������

��2�#�*�(-��)�#�/��� 3��� ��
RISULTATI (Da consegnare alla fine dell’esperimento) 
 
Cognome e nome         Campione  Materiale sperimentale Frazione  Colore 
................................   1)  ..................................... ................ .......................... 
................................   2)   ..................................... ................ .......................... 
................................   3)   ..................................... ................ .......................... 

Assorbanza dei campioni alle diverse lunghezze d’onda: 
nm 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 
Campione 1 
Abs              
Campione 2 
Abs              
Campione 3 
Abs              

Conclusioni: il campione 1 è .............................. 
  il campione 2 è .............................. 
  il campione 3 è .............................. 
�
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�

�� #'��������('#'  �#���'���������)�&!�� ��*� ���� � �(�����*�&/�������)��'(���
,)')�#�(-#�!' �&#')-01�
.
���!��/��!�(�)��#��������������
�

��""������8�� ��� �+�
�
8� ����

����+�����������+�
������
�
8� �� ����+��������������+���8� 
���
�����

���+!���
�����8� �������"���!������	��
.���
��������������
/�����"+�
������������"��
������
������$�7������ ���%�
�
��4������

.
����
��8� �������������
����
��
����(�����������������8
�������=8 �
/
��
�A4
�!
��*..�
�
���
���@+
����

�

�� �'��� ��#�('�
:@��% �A /BC @��% BF�) BE % �K/���
/� ��  � � 
� 
�	� � 
��  	� �� ��� � � 
� � 
� � � � � ����	� 	
� ��� � � ����� �� �� � � 	� � �� �� � 	� ��	�� � 	� 
� � ���� � � � � ��� 	�� $� � ���� � ��� 	� 
��	�� &� � �	� �� � �
�	$� 	� �(� � �$� � ����  � �	�� � &�	$� 	� �� � � � �� � � � �(��*�� � 	� ��	�� � 	� 
� � � � ��� � � � � ��
� � � ' � � � �� � 	
���� � �� �� 
�  � 
	� � 	��� �� 
�	� � �$� 	
� 	� � ��	�
� � 
� � 	� �	� 	� � 	� ���  ��� � ���	��� � 	��� � � ��	 � 
�� �� � 	� �	� ���	� 	� 
� �� � 	� � � �� �	����� 	� 
� �� � ���� C � ������ % � � #�� ��� � � � � � � ��� � ��� � � � ���� 	� 
� �
�� � 	� 
� �	
���� � ����� �	
�	� 	� �� 	��	� ���	� 	� 
� ��/��� � � � � ��� �' �� 
��� � �	� �� 	�������������� � �� ��� 	� 
��	���L��$� ���� � �� � � � ������� ��� �� � ��� ����
��� � �  � �	�� � 	�� � � �� � 
�� � � �� �
	�� ��*��� � � ��
� ��� 	� 
� � � � � � � 	����� 	
�� 	�	
�
� ��� 	� � 
��� �� � �� �������� � � ��	�� ��$� 	
� 	� 	�� �� � �	� � � 	�������
� 	� 
� � � � � �� � 	
� � 
�� � �� ��� � �� � $� 	�	�������� 
� 	�� � � �� � 
�� ���� � �$� 	
� 	�  	� ��� �� 
� � � 	�� � � � � � ��� � � � ����� 	����	� �����	
� ��� �� �� ���������
� 	� 
� � �� �	� � ���� � � �� � � 	� � �� � � � � � ��
� � � � � 
� � 
� � 	� � 
�	�	���� � 	
� ��� � � ����� � � � 	� 	� 
� � ��� � 	� 
���� O � � � ��� � � � 	� 	� 
� � ' � � � �	
	��� � ���
� ��� � ��� � % �� �� � � ' � 	�� ��� � � ��� � ���� ��� � 	� ��
� �� � � ��� �� �� � ����� � � � ��
� �� � � $� � ���� � � ��� �� �� � ��� � � �� � 
�� �� /�� � ��� �� � � 	� % �� ' �
������� �	� �	�� � � 	� � � 
	� � � � ��
� �� � � � 	� � 
� � � � ��� � � � � �� � ��	�	� 
�� � � 	� � 	� ��	�� � 	� 
� � ���� �� � � � � � ��� 	�� /�� � ��� �� � � 	� % �� ' � �	� �� � � �	�	�� � � � �
� � 
� � 
� �  �
�� 
� �	� �� � ��
�	� 	� � ��� � ��	� � � � �	 � 
���	� &�	� � � � 	� � � � � � ��� �� ��  � � ���� ���� ��  � � � 	� 	� 
� � � � �� � � �� � 
�� �� � ���(�� *��
� � � 	� 	� 
� �� � ��� �� 	
� � �� �� � � ��
� � �' �� � 	� � 
� 	����� �	
���� � �������� �� ��� �� ��� 	� 
� ��� ����� 
� � ��� �� 	�� ��� 
�� � � � ��� 
	��� ���	� 	�	
� � � � �
� ��� ��� 
� �� �� �� � � ��	��� �� ���	��� �� � � � �� �
� � �	��� � � � � ��� ����� �� �. + ���
:�@) ) % BKB) BF@) % /��
*� � � � � ���� � � 	� �� � � ��	 � 
�� � � 	� � 
�� � � � ��
� �� � 	� 
� � ��� � �� � � 
���� � ��  � � � 
� � ���	�� � � � ���� �� �� � �� � � ��	��� &�� � � ���
� �(� � �����
� � � ��
� �� 	
� �� 
� 	� 
� � � � ���� �� 
� � � � � �� � L� 
� ����� �� � 
�� � � � ��
� �� �� �� ����� 	�� � ���	�� �  � � ���� � 
� � � � � 	0 �  �� � 	 	� � 	��� � � ��	 � 
�� �

� ���� �� � 	� 
� � � � �� � 	� 	�	�� � &"��2,���
 (�� E �	� � � � ���	� � 	��� � � ��	 � 
�� �
� �� � 	� 	�	�� � � �
� ��L� ����� 	� �� ��� � � � 
� � � � � � �	��� ���
� 	� 	� 
	� � � � �	�
� �� ���� 
	�� � �� �
	�� � ��� � � �� �� �� �� ���� �� ���� ��� 
� � � 
���� ����� �� ���� �� 
� �� � �	�� �	  � � 	��� � 
�� �� � � � �	� �� ��*� ���� 	�� 	� 
	�� � 
� � 
� �
�� � � ��	�� �� � ��L� 
� �� 	���� �� � � � ��� � � �	����' �� ��	������� 	��� �� 
� ��� 	�� 
� �� 	������	���	� � ��� ��� 
� � � 
���� �� �$� � ��� �� ��	���� ��*� � � �� �� �� �
� � � � 	� � � 
� � � 
�� � � �	� � � 	� �	� � ��	� � 	� � 
� �� 	�� $� �
�	� � ���� � � $� 	
� 	� � � 
� � 
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	�� � ��	������� �� �� � ������ 
�� 
���� 	� 
� �� 	�� 	
� � �	�� 	�  � 
�	�� �� � � 
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��� ��� 
�� � � 	� ������ 
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�	�� �� � � 	� �
����� 
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� � ���� ��� 
��	�� � ��� �-� 	
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� � �������� 	��� �� ��

• ��� �� � ��� �	��� � � ��
���
�� ��� 
�� 
��� 	� � ������� �� � ��� ����� �� �	��� �	
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� � �� � � ��� 
� �� � � 
�� � ��	� �	�� � 	� �	���� -�   � � 	�
� � � � � � �� ��� �� ����� � ��� �	
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� � 
� �� ��� � � ��� � 5�!(�� 	
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�� �	� �� �� � �������������  ��� � ���	������� 
� � ����� 
� 	� 
� ��� � �	��� � �� � 
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��2�#�*�(-��)�#�/��� 3��� ��
C. ELABORAZIONE DELLE EQUAZIONI PER IL CALCOLO DELLA CONCENTRAZIONE DI SINGOLI 
PIGMENTI PRESENTI IN UNA MISCELA 
L'assorbanza di una miscela ad una certa lunghezza d'onda è data dalla somma delle assorbanze dei diversi 
componenti la miscela a quella lunghezza d'onda. È quindi possibile elaborare le equazioni per il calcolo delle 
concentrazioni per esempio di clorofilla a, clorofilla b e β-carotene risolvendo un sistema a tre incognite. 
Conoscendo i coefficienti di estinzione molare di clorofilla a, clorofilla b e β-carotene a 665 nm, 647 nm e 470 nm, 
formulare un sistema di equazioni a 3 incognite per il calcolo della concentrazione dei singoli componenti. 
 
 �

ε665�

�

ε647�

�

ε470�

Clorofilla a 83.83 20.96 1.52 

Clorofilla b 18.49 46.84 114.4 

Carotenoidi / / 262.0 
 
 

ελ (!��!�) 

pigmento 
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Nella fotosintesi l’energia solare viene utilizzata dalle piante per ossidare l’acqua, con la conseguente liberazione 
dell’O2, e per ridurre la CO2 a zuccheri. La reazione generale della fotosintesi è: 

   luce - clorofilla 
CO2 + H2O →  (CH2O) + O2 

La reazione indica quali sono i substrati e i prodotti della fotosintesi ma non fornisce informazioni sul meccanismo 
delle trasformazioni fotosintetiche. Il meccanismo della fotosintesi fu per la prima volta proposto intorno al 1920 da 
Van Niel il quale concluse che la fotosintesi era sostanzialmente un processo redox. Nel 1937 Hill dimostrò che 
l’ossidazione dell’acqua e la riduzione della CO2 non erano obbligatoriamente legate. Illuminando cloroplasti isolati 
in presenza di un accettore di elettroni non fisiologico Hill dimostrò infatti la liberazione di O2 in assenza di CO2. La 
fotolisi dell’acqua durante le reazioni luminose della fotosintesi è stata successivamente confermata con isotopi 
(H2

18O). Nella reazione di Hill possono essere ridotte una varietà di sostanze, tra cui naturalmente NADP+ e 
ferredossina che sono gli accettori degli elettroni derivanti dalla fotolisi dell’acqua nella foglia intatta, oltre a diversi 
coloranti. La CO2, invece, non può essere ridotta direttamente in questa reazione. L’esperimento di Hill dimostra che 
vi è almeno un trasportatore intermedio di elettroni tra l’acqua e la CO2. Nei suoi esperimenti Hill impiegò come 
accettore di elettroni ossiemoglobina (di colore rosso quando ossidata) che a seguito della riduzione assume una 
colorazione blu. In questa esercitazione verrà invece impiegato come accettore di elettroni, per dimostrare la 
reazione di Hill, il 2,6-diclorofenolo indofenolo (DCPIP o DCIP), blu nella condizione ossidata ma incolore quando 
è ridotto:                                   luce - cloroplasti 

DCIP  + H2O  →  DCIP-H2 + ½ O2 
(chinone- blu)         (fenolo - incolore)  

La velocità del rilascio di ossigeno in cloroplasti isolati può quindi essere determinata colorimetricamente 
misurando la perdita di colore blu man mano che il DCIP viene ridotto. Scopo dell’esercitazione è quello di 
illustrare la reazione di Hill mettendo in evidenza il ruolo dei cloroplasti, della luce, dell’acqua e dell’accettore di 
elettroni, nonchè l’effetto di alcuni erbicidi come la terbutilazina. 
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Calcolare la velocità di fotosintesi, espressa in µmoli di DCIP ridotte per minuto. Per questo calcolo bisogna 
innanzitutto determinare la concentrazione del DCIP che è stato ridotto nel periodo di illuminazione, che è data dalla 
differenza fra la concentrazione iniziale (55 µM) e quella finale (al termine dell'illuminazione) del DCIP: 

[DCIP]rid = [DCIP]iniz – [DCIP]fin = 55 µM - X 
La µmolarità così determinata, riportata in tab. 3, è un valore di concentrazione ed esprime quindi il numero di 
µmoli in 1000 mL di soluzione. Per i nostri calcoli dobbiamo però conoscere il numero di µmoli (10-6) o di nmoli 
(10-9) di DCIP che sono state ridotte nei volumi di miscela contenuta nei tubi (volume che approssimiamo a 5 mL 
per ciascun tubo). La µmolarità viene trasformata in numero di µmoli (per 5 mL) mediante la seguente proporzione: 

µM : 1000 mL = X µmoli : 5 mL 
La velocità di fotosintesi (V) si calcola dividendo le X µmoli (o nmoli) di DCIP che sono state ridotte per i minuti di 
illuminazione (T): 

V = X µmoli DCIPrid / T = µmol min-1 
In modo analogo potremmo ad esempio misurare la velocità di fotosintesi in relazione a condizioni diverse, come la 
temperatura o l’intensità luminosa. 
 
DOMANDE 
1) Spiegare l’effetto causato dalla Terbutilazina sulla reazione di Hill. 
2) Perchè cambia il colore della miscela tenuta al buio quando viene aggiunto acido ascorbico? 
3) Spiegare perché soltanto nel tubo 2 si verifica la reazione di Hill 
4) Qual è la relazione fra trasporto elettronico nei tilacoidi e sintesi di ATP? 
�
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Il diserbo chimico 
Da quando l'uomo si è accinto a dissodare il terreno per aumentarne la produttività si è andato sempre più 
deteriorando l'equilibrio fitosociologico esistente, condizionato sino ad allora pressochè solo da fattori pedo-
climatici. Si è venuta così a selezionare nel tempo una flora spontanea, spesso ridotta nel numero di specie, in grado 
di avvalersi delle lavorazioni e di tutte le pratiche agronomiche più diverse, in misura anche maggiore delle piante 
oggetto di coltivazione. Senza i naturali competitori, queste specie hanno conquistato progressivamente spazio, 
creando seri problemi alle colture agrarie per la lotta per i fattori biologici (luce e spazio), la competizione per 
l'acqua e le sostanze nutritizie, nonchè per la secrezione di tossine. Esse costituiscono inoltre il veicolo per 
l'infestazione da parte di numerosi parassiti. Il danno che tutto questo insieme di fattori è in grado di determinare 
sulla produttività delle colture è enorme, quantificabile tra il 10 e il 25% della resa potenziale. Per questo l'uomo ha 
cercato e cerca soluzioni in grado di ovviare, con il minimo aggravio e la massima resa, a questo stato di cose. Negli 
ultimi 50 anni l'approccio al problema delle infestanti è stato radicalmente modificato dall'introduzione dei 
diserbanti. Per diserbanti o erbicidi si intendono tutte quelle sostanze chimiche provviste di azione tossica nei 
confronti delle piante e in grado di distruggerle, o comunque danneggiarle, ogni qual volta ne vengano a contatto. 
Ovviamente una simile caratteristica è necessaria ma non sufficiente: per poter essere impiegato a questo scopo un 
composto deve: 

��possedere una bassa tossicità acuta nei confronti dell'uomo e degli animali 
��avere una sufficiente stabilità una volta disperso nell'ambiente 
��esercitare una azione selettiva sulle infestanti senza influire sulla resa finale della coltura. 

Sostanze in grado di interferire con processi metabolici peculiari delle piante rappresentano quindi dei candidati 
potenzialmente ideali per questo scopo. Il meccanismo d'azione della maggior parte degli erbicidi di prima 
generazione si esplica in effetti attraverso l'alterazione di uno degli aspetti del processo fotosintetico. Ad esempio le 
triazine bloccano il flusso di elettroni tra il PSII e il PSI inserendosi nella tasca del plastochinone a livello della 
proteina D1, impedendo la riduzione dei chinoni. 
Come misurare il processo fotosintetico per trovare inibitori del flusso di elettroni 
Nel 1937 l'inglese R. Hill scoprì che un omogenato di foglia è in grado di emettere ossigeno se viene illuminato in 
presenza di un sale ferrico come l'ossalato. Nel 1944 O. Warburg dimostrò che anche il p-benzochinone può essere 
ridotto da una preparazione grezza di cloroplasti illuminati, con conseguente emissione di ossigeno. Qualche anno 
dopo si potè infine dimostrare sperimentalmente la riduzione fotosintetica del NADP+ da parte dei cloroplasti. A 
partire dal 1954, quando per la prima volta si riuscì ad ottenere un preparato di cloroplasti intatti e funzionali, potè 
essere evidenziato come il sistema in grado di svolgere ossigeno sia localizzato nella frazione particolata (non 
solubile) dell'organulo, il cosiddetto sistema tilacoidale, ottenibile per semplice shock osmotico dai cloroplasti 
intatti. Si dimostrò quindi che il sistema di fissazione dell'anidride carbonica (cioè gli enzimi del ciclo di Calvin) 
può essere separato dalle reazioni foto-dipendenti della fotosintesi. Il sistema tilacoidale dei cloroplasti è dunque in 
grado di catalizzare la cosiddetta reazione di Hill, definita come la fotoriduzione di un accettore di elettroni a spese 
dell'acqua (che libera il prodotto dell'ossidazione, l'ossigeno molecolare).  
In vivo l'accettore finale di elettroni è il NADP+, che questi giungono a ridurre dopo essere passati lungo una catena 
di trasportatori; il passaggio degli elettroni è stechiometricamente accoppiato alla produzione di ATP che si basa 
sulla traslocazione di protoni tra lo stroma e il lumen. In vitro se ad una preparazione di cloroplasti si aggiunge sotto 
illuminazione un accettore di elettroni non fisiologico, questo, inserendosi in un punto della catena di trasporto degli 
elettroni determinato dal proprio potenziale di ossidoriduzione, può essere dunque ridotto da uno dei componenti 
della catena, anche senza poi partecipare a tutto il processo. La reazione di Hill può essere misurata usando come 
materiale sperimentale cloroplasti preparati da foglie di spinacio o di lattuga attraverso l'evoluzione di ossigeno 
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monitorata per mezzo di un ossigrafo. Questo strumento è però costoso e relativamente poco sensibile. In alternativa 
allo stesso fine è possibile sfruttare il cambiamento di assorbanza causato dalla riduzione di alcuni accettori come il 
ferricianuro di potassio, variazione che può essere facilmente valutata con uno spettrofotometro. 
 
 
 
La riduzione del ferricianuro di potassio 
Infatti il ferricianuro, un composto giallo-arancio, una volta ridotto cambia le sue proprietà spettroscopiche, non 
assorbe più a 420 nm, e in soluzione vira dal giallo all’incolore. Seguendo l’andamento nel tempo dell’assorbanza è 
possibile dunque calcolare la velocità di riduzione del ferricianuro, sapendo che il suo coefficiente di estinzione 
molare è 1000 U.O. M-1 cm-1. Per le sue peculiari proprietà, inoltre, non cede a sua volta l’elettrone a un 
trasportatore a valle della sequenza, ma interrompe il flusso nello schema a Z. Il ferricianuro si inserisce nella 
sequenza di trasportatori di elettroni subito a valle del PSI; se dunque in soluzione si aggiunge un altro composto in 
grado di inserirsi nel trasporto fotosintetico di elettroni tra i due fotosistemi, questi verranno intercettati prima di 
giungervi, e il ferricianuro non sarà più ridotto. In questo modo è dunque possibile determinare sperimentalmente la 
capacità di un nuovo composto di sintesi di interferire con il processo fotosintetico. 
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RISULTATI (Da consegnare alla fine dell’esperimento) 
Cognome e nome: ……………..  Diluizione in acetone  A645 ......... A663 ........ 

……………..  [ ] della clorofilla nel preparato ......................... 
……………..  

Diminuzione dell'assorbanza a 420 nm (indicare quali erano i composti testati in � e : 

Abs T = 0 2 4 6 8 10 12 14 16 min 
�          
	          
�          
          
 

� 	 �  Attività di riduzione del ferricianuro in nmol 
sec-1 mg-1 di clorofilla:  100%  %  %  % 
 
Valutazioni: 
Il composto A:      � non è un inibitore � è un ottimo inibitore � è un mediocre inibitore 
Il composto B:      � non è un inibitore � è un ottimo inibitore � è un mediocre inibitore 
Il composto C:      � non è un inibitore � è un ottimo inibitore � è un mediocre inibitore 
�
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Ruolo fondamentale delle proteine antenna, oltre alla raccolta della luce e al trasferimento dell’energia di 
eccitazione, è la fotoprotezione. Questo meccanismo si basa sulla capacità di allontanare l’eccesso di energia di 
eccitazione attraverso la dissipazione termica. Le molecole coinvolte in questo processo sono le clorofille e i 
carotenoidi. In eccesso di luce le clorofille vengono eccitate dallo stato fondamentale allo stato di singoletto e di 
tripletto. Le clorofille tripletto sono specie molto reattive che venendo a contatto con l’ossigeno molecolare lo 
eccitano ad ossigeno singoletto, molecola a sua volta estremamente reattiva che può ossidare le clorofille rompendo 
l’anello porfirinico, con conseguenti gravi danni per l’intero fotosistema. Quando però sono presenti delle molecole 
di carotenoide, alla giusta distanza e orientazione, le clorofille tripletto possono cedere a questi pigmenti l’energia di 
eccitazione che viene quindi dissipata come calore (trapping) senza che ci sia la formazione di ossigeno singoletto. I 
carotenoidi sono in grado anche di reagire con l’ossigeno singoletto facendolo decadere allo stato fondamentale e 
contemporaneamente dissipando sotto forma di calore l’energia (scavenging). Un ruolo fondamentale in questo 
meccanismo gioca anche la proteina che grazie alla sua struttura tridimensionale è in grado di mantenere nella 
corretta posizione le clorofille ed i carotenoidi coordinati che possono quindi interagire. Scopo della esercitazione è 
fornire delle prove riguardanti il ruolo dei pigmenti e del corretto folding della proteina nella fotoprotezione nonché 
l’azione diretta dell’ossigeno nei danni da fotoossidazione. 
Esamineremo come primo punto l’effetto della forte illuminazione su un campione contenente le antenne del 
fotosistema II e vedremo come l’eccesso di luce su proteine correttamente ripiegate provocherà solo dei danni 
limitati che si evidenzieranno in una piccola diminuzione dello spettro di assorbimento. 
Quando la proteina sarà invece preventivamente denaturata (anche se non in modo completo) da un detergente 
(Triton X-100) le clorofille non saranno più correttamente orientate, i carotenoidi saranno staccati dalla molecole e 
di conseguenza la forte illuminazione provocherà la fotodistruzione delle clorofille che non assorbiranno più 
(photobleaching: le clorofille scolorano). 
L’evidenza che l’ossigeno è il responsabile dei danni da fotoossidazione sarà fornita dall’esperimento condotto nelle 
medesime condizioni descritte sopra (cioè in assenza e in presenza di Triton X-100) e di un sistema enzimatico 
accoppiato in grado di eliminare l’ossigeno nella soluzione. Lavoreremo cioè in presenza degli enzimi glucosio 
ossidasi e catalasi. Il primo ossiderà il glucosio e per tornare in forma ridotta consumerà l’ossigeno molecolare 
sciolto nella soluzione producendo H2O2 (acqua ossigenata: anche questo prodotto è tossico) che sarà poi scissa 
dalla catalasi in H2O e O2, ossigeno nuovamente consumato dalla glucosio ossidasi. L’ossigeno cosi intrappolato 
non sarà più disponibile in soluzione. Anche la forte illuminazione non provocherà più il danno alle clorofille. 
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Lo studente esamini accuratamente gli spettri ottenuti, interpretando i risultati sulla base delle proprie conoscenze e 
degli elementi forniti nella parte teorica introduttiva. Sono coerenti i dati con le ipotesi di partenza? 
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Molti organismi acquatici “si affidano esclusivamente alla diffusione della CO2 per ottenere il substrato della 
fotosintesi. Altre specie, tuttavia, hanno sviluppato dei meccanismi per migliorare l’efficienza dell’utilizzo del 
carbonio e per sopprimere la fotorespirazione. Le concentrazioni di HCO3

- nell’acqua sono spesso molte volte 
superiori ai livelli di CO2, e la capacità di utilizzare questa fonte di carbonio supplementare è stata evidenziata in un 
ampia gamma di macrofite acquatiche. Nonostante che ciò sia dimostrato in poche specie, è generalmente accettato 
che l’HCO3

- sia trasportato attivamente e che quindi elevati livelli di CO2 si instaurino in prossimità della Rubisco, 
con il risultato che l’attività ossigenasica sia soppressa. Siccome in alcune specie è stata trovata una anidrasi 
carbonica esterna, diversi autori hanno ipotizzato il suo coinvolgimento nell’aumentare la disponibilità o di CO2 o di 
HCO3

- per le cellule” (Dennis, Turpin, Lefebvre, Layell, Metabolismo vegetale, Ed. Calderini). La reazione 
catalizzata dall’anidrasi carbonica è la seguente: 
 CO2 + H2O � H2CO3 � H+ + HCO3

- 
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Calcolare media e deviazione standard delle repliche ottenute nei due casi. L’attività della anidrasi carbonica peri-
plasmica potrà poi essere ricavata ed espressa in unità Wilbur-Anderson (UAW) applicando la seguente relazione: 

attività (UAW) = 10 [(t0 media / tc)-1]  



��������	�
��
�
������������
������
�������������������
���
�����������
���
����
�������������	�����

 17 

�

��'/������//'�(�!)���������)#� ��('���//��!�!"#'���*� ���� � �(-���3#'� ��
/5��+�#��!�� ��!���'� �� �(��(-���/�  #�*�#� �(-��������!!3��"/�  ��&�

.
���!��/��!�(�)��#��������������
�

��""������8�� ���� �+�
�
8� �����<������

����+�����������+�
������
�
8� ��$7�������%�� ����+��������������+���8� 
���
�����

���+!���
�����8� 6��
�
��������������"�����(�

��!���
�����
.���
�������������(�
�������@+���
6��
�
����������������
�"���!�����

.
����
��8� ���+����������
�
�����!������
���
6��������������������������������
!�!��
���"�����������4���

�

�� �'��� ��#�('�
L’esercitazione ha per scopo quello di completare la caratterizzazione dello sviluppo dell’apparato fotosintetico 
durante il passaggio dal buio alla luce. Ci sono molti modi per analizzare la composizione proteica di una 
preparazione biochimica ma quello più largamente usato è certamente il metodo dell'elettoforesi su gel di 
poliacrilammide (PAGE).  In questa esperienza ci proponiamo di analizzare la composizione in polipeptidi di un 
estratto totale di foglie in termini di numero e quantità relativa dei polipeptidi contenuti in esse. Ci proponiamo 
inoltre di calcolare il peso molecolare apparente dei polipeptidi di interesse attraverso la comparazione della loro 
mobilità elettroforetica con quella di un certo numero di proteine di peso molecolare noto. La procedura 
sperimentale per queste due misure è la stessa per cui si effettuerà un solo esperimento andando poi ad analizzare 
separatamente i dati per ottenere i due tipi di informazione. 
SDS-PAGE 
Le proteine sono cariche, ad un pH diverso dal loro punto isoelettrico, e quindi migrano in un campo elettrico in 
maniera dipendente dalla loro densità di carica. Se il campione è inizialmente presente in una zona stretta, proteine 
di mobilità diversa migreranno come bande discrete e quindi si separeranno. Nonostante l'elettroforesi possa essere 
effettuata in fase libera, i risultati migliori si ottengono usando un supporto che limiti la diffusione e faciliti 
l'evidenziazione delle proteine risolte. Il supporto migliore per separare proteine di PM compreso tra 2000 e 200.000 
daltons è un gel di poliacrilamide. Durante l'elettroforesi le proteine migrano in base alla loro densità di carica e al 
loro PM. Con un particolare accorgimento si può eliminare l'influenza della densità di carica ed ottenere quindi una 
separazione esclusivamente in base al PM. Questo consiste nell'aggiungere alla proteina il detergente carico sodio-
dodecil-solfato (SDS) il quale si lega a tutte le proteine in misura di 1.4 g per g di proteina  aggiungendo così un tale 
numero di cariche negative da rendere trascurabili le differenze di carica dovute alle sequenze amminoacidiche.  
WESTERN BLOTTING E IMMUNO RIVELAZIONE 
In una miscela di proteine, come un estratto cellulare, si possono identificare uno o più polipeptidi sfruttando la 
specificità di legame con un anticorpo. Gli anticorpi, o immunoglobuline, sono glicoproteine sintetizzate dal sistema 
immunitario (nei vertebrati) in risposta allo stimolo "estraneo" prodotto da antigeni quali molecole proteiche, 
polisaccaridiche, ecc. Il gruppo riconosciuto dall'anticorpo è chiamato epitopo o determinante antigenico. Le 
proteine che compongono la miscela da analizzare devono essere preventivamente separate mediante gel 
elettroforesi (in SDS) quindi, per renderle accessibili alle molecole di anticorpo, devono essere trasferite dalla 
matrice che compone il gel su un supporto che generalmente è costituito da una membrana di nitrocellulosa o nylon. 
Abitualmente si usa una procedura di trasferimento attraverso un campo elettrico (elettroblotting). Poichè la struttura 
della membrana è predisposta per legare proteine, onde evitare che le immunoglobuline interagiscano con i siti non 
occupati dalle proteine trasferite, è necessario saturarla mediante un polipeptide (albumina di siero bovino o da latte 
scremato) che l'anticorpo non è in grado di riconoscere. Per permettere il riconoscimento ed il legame tra l'anticorpo 
e la proteina specifica è necessario incubare per un certo intervallo di tempo la membrana con una soluzione 
contenente l'anticorpo stesso. Dopo che la quota non legata viene allontanata mediante dei lavaggi, si passa alla 
rivelazione. Fino a qualche tempo fa gli anticorpi che si usavano venivano preventivamente marcati 
radioattivamente così da permettere l'identificazione diretta mediante autoradiografia. Attualmente si preferisce 
usare un metodo indiretto che consiste in una seconda reazione di riconoscimento anticorpale (si usa una 
immunoglobulina che riconosce il tipo di anticorpo, specie specifica) accoppiata ad una reazione enzimatica 
colorimetrica. Questo secondo anticorpo infatti è coniugato ad un enzima (fosfatasi alcalina o perossidasi) che in 
presenza dei substrati adatti produce una reazione colorata a livello della banda proteica riconosciuta. 
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CALCOLO DEL PESO MOLECOLARE DELLE PROTEINE CHE MOSTRANO UNA DIVERSA QUANTITÀ.  
A questo scopo con un righello si misura la distanza di migrazione delle bande proteiche dall'inizio del gel di corsa 
nella corsia degli standard di peso molecolare e si allestisce un grafico in cui sull'asse delle ascisse è indicata la Rf 
(ponendo uguale ad 1 la mobilità del fronte) e sull'asse delle ordinate il logaritmo del peso molecolare. Il peso 
molecolare delle bande proteiche degli standard  dall'alto in basso è il seguente: 
 

proteina standard          peso molecolare mobilità  Rf 
albumina bovina   66.000 
ovalbumina   45.000 
G3P DEH   36.000 
anidrasi carbonica  29.000 
tripsinogeno   24.000 
Inibitore della tripsina  20.000 
lattalbumina   14.200 
aprotinina     6.500 

Si possono ora ricavare i cambiamenti nel numero e abbondanza relativa delle bande proteiche conseguenti allo 
sviluppo del cloroplasto avvenuto esponendo alla luce le piante. Individuate le bande che cambiano maggiormente la 
loro quantità, si calcola il loro peso molecolare apparente  dal confronto delle mobilità con quelle degli standard.  
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L’amido sintetizzato nei cloroplasti è chiamato primario (o di assimilazione) e rappresenta la condensazione 
provvisoria degli zuccheri prodotti  durante la fotosintesi; si trova concentrato nello stroma. Pertanto la produzione 
di amido rappresenta un’altra misura indiretta dell’attività fotosintetica. Esso compare però solo temporaneamente 
perché di notte viene demolito in zuccheri che sono inviati poi al resto della pianta. L’amido depositato negli 
amiloplasti è chiamato amido di riserva o amido secondario. Esso è accumulato nei parenchimi di riserva della 
radice, del fusto e dei semi ed organi specializzati come bulbi, rizomi e tuberi. L’amido di riserva del fusto e della 
radice viene utilizzato dalla pianta nella ripresa dell’attività vegetativa per costruire la nuova chioma; l’amido dei 
semi costituisce la fonte di zuccheri che consente l’avvio dei processi metabolici che sono alla base della 
germinazione del seme e dello sviluppo della plantula. 
Sia l’amido primario che il secondario sono organizzati in granuli, quale carattere intrinseco della molecola che 
tende ad avvolgersi. Ma a differenza di quello primario, i granuli dell’amido secondario presentano spesso, e in 
particolare nelle principali piante alimentari, spiccate e costanti caratteristiche morfologiche sfruttabili come 
elemento diagnostico a livello generico, specifico ed anche varietale (identificazione di semi, indagine di 
sofisticazione delle farine, ecc.). Quasi tutti i granuli di amido presentano un centro di formazione più o meno 
visibile, chiamato ilo. I granuli possono essere semplici o composti, a seconda se la stratificazione concentrica 
dell’amido inizia intorno ad un solo ilo o no. L’amido è costituito da amilosio e amilopectina. L’amilosio consiste in 
una catena lineare formata da residui glucosidici legati da legami α-1,4, il cui numero può variare da pianta a pianta. 
La catena dell’amilosio ha tendenza da avvolgersi ad elica. L’amilopectina è una molecola ramificata. I legami più 
frequenti sono  α-1,4 ed i legami nel punto di ramificazione sono α-1,6. 
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Il reattivo di Lugol è una soluzione acquosa contenente iodio, molecola che ha la capacità di legarsi alla parte 
interna dell’elica dell’amilosio. In presenza di amido il reattivo di Lugol di colore rosso-marrone si colora di blu. 
Nel caso dell’amido secondario il reattivo, complessandosi ai granuli, ne evidenzia le diverse forme. In sezioni di 
patata si possono osservare le cellule parenchimatiche piene di granuli di amido. 
Lo studente commenti quanto osservato nei diversi casi. �
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Nel momento della sua utilizzatione, l’amido insolubile deve essere convertito in zuccheri solubili. “Si ritiene che 
nella maggior parte dei casi la degradazione del granulo inizi con l’azione delle α-amilasi, ma in seguito può essere 
coadiuvata dall’amido fosforilasi. Questo enzima promuove l’attacco fosforolitico dell’ultimo legame α(1�4) 
all’estremità non riducente di catene di glucano, e quindi porta alla formazione di glucosio-1-fosfato, utilizzando Pi 
come substrato” (Pupillo, Cervone, Cresti, Rascio, Biologia vegetale, ed. Zanichelli). “A causa della reversibilità 
della reazione di fosforilazione questo enzima è in grado sia di sintetizzare glucani, sia di degradarli. … Sebbene la 
costante di equilibrio e la Vmax siano a favore della sintesi di glucani, si ritiene che in vivo la funzione dell’enzima 
sia prevalentemente quella di degradare polimeri” (Maffei, Biochimica vegetale, ed. Piccin). 
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Sulla base della retta standard, si ricavi l’andamento quantitativo nel tempo della produzione di amido nei tre diversi 
campioni. Lo studente commenti quanto osservato nei diversi casi, formulando delle conclusioni relativamente alle 
proprietà dell’enzima e alla sua velocità di catalisi in presenza di prodotti e reagenti, discutendone le possibili 
conseguenze in vivo. �
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La fotosintesi può essere definita come produzione di sostanza organica a partire da anidride carbonica ed acqua 
negli organismi vegetali fotoautotrofi. Questo processo implica dapprima la trasformazione di energia luminosa in 
energia chimica e quindi la generazione di potere riducente, NADPH, con la fotolisi dell'acqua:  
   H2O � 2H+  + 2e-  + 1/2 O2. 
La produzione di ossigeno è inoltre collegata alla produzione di composti organici. Il processo può essere così 
rappresentato:        luce 
    CO2 + H2O ------------------------> (CH2O) + O2 
     clorofilla 
La fotosintesi può quindi essere definita come una reazione di ossido-riduzione, in cui il carbonio della CO2 viene 
ridotto a materiale organico a spese dell'acqua che viene ossidata ad ossigeno che si libera come gas. Pertanto la 
misura della fotosintesi nelle piante può essere effettuata determinando gli scambi gassosi (CO2 oppure O2) o anche 
attraverso la produzione di sostanza secca nelle piante. Poichè gli organismi vegetali effettuano, almeno in parte, la 
respirazione anche durante la fotosintesi, si rende necessaria, in entrambi i casi una correzione a causa della 
contemporaneità di scambi gassosi esattamente opposti. L'eccesso di fotosintesi rispetto alla respirazione è spesso 
indicato come "assimilazione lorda" o "fotosintesi lorda". Chlorella è un’alga verde unicellulare, con un unico 
grande plastidio a coppa che occupa gran parte del volume cellulare e uno o  due piccoli vacuoli. Si riproduce per 
formazione di 4 spore. L’organismo utilizzato è un ceppo, capace di sopravvivere a temperature molto alte (35-
40°C), di un’alga molto comune: Chlorella sorokiniana 211/8k. L’alga viene coltivata in condizioni ottimali di 
crescita, di temperatura (35°C), e di luminosità (> 400 µE · m-2 · sec-1). 
La velocità della fotosintesi verrà misurata come velocità di evoluzione di O2 in sospensioni di alghe unicellulari, 
termostatate ed opportunamente illuminate. E' dunque possibile misurare la variazione nel tempo della 
concentrazione di O2 disciolto utilizzando un elettrodo ad ossigeno collegato ad un sistema potenziometrico. 
L'elettrodo per ossigeno misura la pressione parziale di O2; per leggere i livelli di ossigeno disciolto in parti per 
milione, bisogna considerare che la solubilità dell'ossigeno nell'acqua varia in funzione della temperatura e della 
pressione barometrica. Per esempio, la solubilità dell'ossigeno a 20°C e 760 mm Hg è di 9.08 ppm (mg/l); quindi si 
deve tarare l'apparecchio ad un valore della scala corrispondente alla concentrazione dell' O2 disciolto in equilibrio 
alla temperatura sperimentale con l'ossigeno atmosferico (pO2 = 0.21). La velocità di fotosintesi netta verrà espressa 
come µmoli di O2 · µg-1 chl min-1. L'ossigeno disciolto viene misurato mediante un dispositivo potenziometrico del 
tipo descritto da Clark nel 1956. Esso consiste in una coppia di elettrodi polarizzati e da un elettrolita (soluzione di 
KCl satura) separato dal campione da una membrana sottile di teflon a permeazione di gas. L'O2 diffondendo 
attraverso la membrana raggiunge il catodo (filo di platino) dove viene ridotto ad idrossilione secondo la reazione: 
   O2 + 2H2O + 4e- ________ > 4OH-  
Gli elettroni per tale processo sono forniti dall'anodo d'argento che contemporaneamente reagisce con gli ioni 
cloruro dell'elettrolita secondo la reazione: 
   Ag + Cl- _________ > AgCl + e- 
Ad una data temperatura, la corrente che fluisce tra il catodo e l'anodo è direttamente proporzionale al livello di 
ossigeno presente all'esterno della membrana. Un agitatore magnetico mantiene omogenea la distribuzione dell'O2 
nella sospensione cellulare ed il suo flusso attraverso la membrana. 
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Riportando su un foglio di carta millimetrata i valori registrati si ottiene un 
grafico che mostra la diminuzione della concentrazione di ossigeno nella 
sospensione al buio, e il successivo incremento fotosintetico di O2 alla luce. Le 
velocità verranno calcolate misurando il coefficiente angolare delle 2 rette 
probabili (di fotosintesi e respirazione) passanti per i punti determinati 
sperimentalmente. I valori saranno espressi come ppm O2 · min -1 · ml -1. 
La velocità di fotosintesi netta del campione si ottiene facendo la somma in 
valore assoluto delle due velocità di fotosintesi e respirazione. Le velocità di 
fotosintesi e respirazione,  espresse in  ppm O2 · min -1 · ml -1 vengono divise per 
le concentrazioni di clorofilla così determinate, e quindi convertite in µmol O2 · 
min-1 · µg -1 chl tot oppure chl a . 
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Nelle cellule vegetali il plasmalemma e tutto il sistema di membrane intracellulari degli organelli hanno come 
caratteristica quella di essere semi-permeabili. Questo significa  che le molecole di acqua si muovono attraverso  le 
membrane passivamente  e con relativa facilità, mentre ciò non accade per le molecole  di soluto e per gli ioni. Se ai 
due lati di una membrana sono presenti due soluzioni con differenti concentrazioni l'acqua diffonderà dalla 
soluzione meno concentrata alla soluzione più concentrata (osmosi).  Mettendo queste soluzioni in un osmometro, la 
pressione, che dovrà essere applicata, per fermare la diffusione dell'acqua verso la soluzione più concentrata è 
chiamata pressione osmotica o potenziale osmotico. Una cellula vegetale ha tutte le caratteristiche di un osmometro. 
Data l'alta concentrazione di soluti, presenti nel succo cellulare di una cellula vegetale, l'acqua tenderà a diffondere 
verso l'interno dando  luogo ad un aumento di pressione che causerà lo schiacciamento del plasmalemma contro la 
parete, la quale però, essendo rigida, resisterà alla pressione ed eserciterà una pressione uguale e contraria, questa 
pressione è detta pressione di turgore o potenziale di pressione.         
Concetto di potenziale idrico. 
L'energia libera o energia libera di Gibbs è una proprietà termodinamica di un sistema o di un componente del 
sistema ed è definita come l'energia disponibile  per fare un lavoro. L'energia libera di un componente del sistema è 
in relazione alla quantità del componente presente quindi in genere si esprime come energia per mole o per grammo 
di sostanza in questione. L'energia libera per mole di una specie chimica (es. acqua) in un sistema con più 
componenti (es. soluzione) è definito come il potenziale chimico di quella specie (µ). Il potenziale chimico 
dell'acqua o potenziale idrico (Ψ) si esprime in termini di pressione, bar o pascal (1bar = 0.1MPa). Valori assoluti 
del potenziale idrico tuttavia non sono facilmente misurabili mentre possono essere misurate  differenze di 
potenziale idrico. Quindi il potenziale idrico viene definito come  la differenza del potenziale chimico per unità di 
volume molale (V volume occupato da 1 mole di acqua: 0.018 L/mole), tra l'acqua pura (µ°) e l'acqua  nelle cellule (
µ) alla stessa temperatura, per convenzione il potenziale idrico dell'acqua  pura a pressione atmosferica è uguale a 0 
quindi il potenziale idrico dell'acqua nelle cellule è negativo. Il potenziale idrico è la misura della forza guida che 
causa il movimento dell'acqua in qualsiasi sistema (tessuti vegetali, suolo-pianta-atmosfera etc). 
 
                      µ - µ°    dove P   =  pressione idrostatica 

    Ψw    =        =     P   −  π    π   =   pressione osmotica 
                        V  
Componenti del potenziale idrico 
Ψw =  Ψs + Ψp + Ψg  (+ Ψm) 
Ψs = potenziale osmotico  o di soluto (sempre di segno negativo )  
Ψp = potenziale di pressione o pressione di turgore (positivo, negativo o uguale a 0) 
Ψg = potenziale di gravità  
Ψm = potenziale matriciale (sempre negativo) 

Metodo del volume del tessuto 
Campioni di tessuto, in questo caso cilindretti di tubero di patata pre-pesati, vengono immersi in una serie di 
soluzioni di un non elettrolita come saccarosio, mannitolo o PEG (polietilenglicol). Dopo un periodo di tempo i 
campioni di tessuto vengono rimossi e pesati. Si tratta di trovare la soluzione nella quale il peso del campione di 
tessuto non cambia. Ciò significa che sin dall' inizio il tessuto e la soluzione erano in equilibrio. In altre parole il 
potenziale idrico del tessuto doveva essere eguale a quello della soluzione. Quando il Ψw = Ψs, Ψp = 0, il 
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potenziale di soluto della soluzione  può essere calcolato con la formula di Van't Hoff. 

Plasmolisi e deplasmolisi 
Nelle cellule vegetali turgide il potenziale di pressione (P), o pressione di turgore è positivo ed il plasmalemma è 
compresso contro la parete cellulare. In queste condizioni il ψosmotico = ψpressione,  quindi il ψcellula = 0.  
Se immergiamo questa cellula in una soluzione ipertonica, la cellula inizierà a perdere acqua, con relativa perdita di 
turgore, fino a quando il ψpressione = 0, in queste condizioni il ψcellulare = ψosmotico; inizia il distacco della membrana 
cellulare dalla parete, ed il volume cellulare diminuisce. Questo fenomeno è detto plasmolisi. La perdita di acqua 
avviene essenzialmente a carico del vacuolo, infatti, nelle cellule mature, questo organello occupa circa il 90% del 
cavità cellulare. Nel momento in cui inizia il distacco della membrana dalla parete si parla di plasmolisi incipiente. 
Aumentando la concentrazione della soluzione esterna, la cellula continuerà a perdere acqua fino alla plasmolisi 
completa. In questa fase il plasmalemma si stacca completamente dalla parete. Alla plasmolisi incipiente in diverse 
cellule si può notare che in corrispondenza dei plasmosdesmi il citoplasma rimane attaccato alla parete. La forza e la 
frequenza di queste connessioni conduce ad una notevole variabilità nella forma dei protoplasti plasmolizzati. 
Le cellule in condizioni di plasmolisi incipiente possono essere deplasmolizzate, cioè possono riguadagnare la loro 
turgidità se vengono poste in una soluzione ipotonica o acqua distillata. Il processo di plasmolisi e deplasmolisi può 
essere facilmente osservato al microscopio ottico, impiegando una striscia di epidermide di una varietà di cipolla 
rossa. Le cellule dell'epidermide di questa cipolla hanno un vacuolo centrale molto grande, che contiene una 
antocianina di colore rosa-rosso. La presenza di questo pigmento rende visibile, al microscopio, la variazione di 
volume dei protoplasti delle cellule. 
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DOMANDE 
1)    Il potenziale idrico è la risultante di diverse componenti:  
                      ψ   =    ψP + ψs +  ψg  
Alcune di queste componenti sono assenti, o trascurabili, secondo le condizioni. Indica  quali di queste componenti 
concorrono alla determinazione del potenziale idrico rispettivamente delle soluzioni di saccarosio  e dei cilindretti di 
patata usati nell'esperimento di misura di  ψ  con il metodo del volume del tessuto.  
2)  Sulla base della risposta alla domanda precedente esponi come è possibile calcolare il potenziale idrico dei tuberi 
di patata conoscendo soltanto la molarità delle soluzioni di saccarosio. 
3)  Nelle risposte a questo quesito supponiamo che il volume della cellula non cambi e che non si verifichi alcuna 
diluizione del contenuto cellulare. Una cellula di Chara, un'alga, ha un  ψs =  -1,2 MPa e un  ψP =  +0,5. Qual è il 
potenziale idrico totale di questa cellula in MPa? 
    ψ  cellula  =            MPa 
Supponiamo di immergere questa cellula in una soluzione di saccarosio con un  ψ  s = -1,0 MPa e di lasciare 
raggiungere l'equilibrio. Quali saranno i valori finali dei componenti del potenziale idrico della cellula di Chara 
all'equilibrio? 
    ψs      =          Mpa      ψP      =         Mpa      ψw     =         MPa 
Successivamente togliere la cellula di Chara dalla soluzione di saccarosio e immergerla in un recipiente di acqua 
pura. Quali saranno all'equilibrio i valori dei componenti del potenziale idrico? 
    ψs     =          Mpa      ψP     =          Mpa      ψtot    =          MPa 
 
�
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L'H+-ATPasi è la principale pompa ionica presente sulla membrana plasmatica delle cellule vegetali. Essa, 
estrudendo protoni dalla cellula, genera un potenziale elettrico (circa -120 mV) ed un gradiente di pH (pHin ≈7, pHout 
≈5) attraverso la membrana plasmatica; ciò costituisce il meccanismo primario mediante il quale le cellule vegetali 
mantengono la concentrazione di protoni, sia citoplasmatica che apoplastica, a valori compatibili con le attività 
enzimatiche cellulari. L'alcalinizzazione del citoplasma, che risulta da un incremento dell'attività dell'H+-ATPasi, 
può influenzare numerose funzioni della cellula vegetale. L'interruzione della dormienza dei semi, ad esempio, è 
preceduta da un aumento del pH citoplasmatico. L'energia racchiusa nel gradiente elettrochimico, generato dall'H+-
ATPasi, costituisce inoltre la forza guida per l'assunzione degli ioni a livello della radice e per il trasporto di 
nutrienti nel floema. L'H+-ATPasi controlla anche numerosi altri processi, come l'apertura e la chiusura degli stomi, 
la crescita per distensione delle cellule (crescita acida) e le risposte di difesa della pianta a stress biotici e abiotici. 
L'H+-ATPasi del plasmalemma utilizza l'energia derivante dall'idrolisi dell'ATP per estrudere protoni dal citosol 
nell'apoplasto. Essa è costituita da un singolo polipeptide di circa 100 kDa immerso nel doppio strato fosfolipidico. 
Sono presenti dieci domini transmembrana, che formano il poro attraverso il quale passa il protone. La regione 
citosolica compresa tra le eliche trans-membrana 4 e 5 contiene il sito catalitico dell'enzima, mentre il dominio C-
terminale ha una funzione regolativa, avendo un'attività autoinibitrice. L'H+-ATPasi forma un intermedio fosforilato 
durante l'idrolisi del substrato, per questo motivo è detta di "tipo E-P". 
  E + ATP → E-P + ADP 
  E-P + H2O → E + Pi 
Il fosfato è trasferito dall'ATP ad un residuo di acido aspartico, localizzato nel sito catalitico; la successiva idrolisi 
dell'intermedio rilascia il fosfato e libera l'enzima per un nuovo ciclo catalitico. L'attività dell'enzima è 
specificamente inibita dal vanadato; questo composto è infatti un analogo del fosfato e compete con esso nella 
formazione dell'intermedio fosforilato. L'intermedio E-V non è idrolizzabile e l'attività dell'H+-ATPasi viene quindi 
inibita in maniera irreversibile. 

Misura dell'attività specifica dell'H+-ATPasi 
L'attività specifica dell'H+-ATPasi viene stimata determinando il numero di moli di fosfato (Pi) prodotte, uguali alle 
moli di ATP idrolizzato (ATP+ H2O → ADP + Pi). 
Per il dosaggio del fosfato può essere utilizzato un metodo colorimetrico, il quale sfrutta la capacità del fosfato di 
complessarsi con il molibdato in ambiente acido. Questo complesso in condizioni riducenti assume una colorazione 
blu, la cui intensità è, entro certi valori, proporzionale alla concentrazione del fosfato liberato. La stima della 
concentrazione del fosfato di un campione incognito può essere quindi fatta confrontando i valori di assorbanza a 
740 nm con quelli di una retta di taratura ottenuta facendo reagire il molibdato con quantità note di fosfato. Una 
volta determinate le moli di Pi prodotte, e conoscendo la quantità di proteine presenti nel campione, si potrà 
calcolare l'attività specifica dell'H+-ATPasi, che viene espressa nel seguente modo: 
  µmoli Pi • min-1 • mg proteina-1 
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La costante di Michaelis-Menten (KM) è uguale alla concentrazione 
di substrato alla quale la velocità iniziale della reazione è metà 
della velocità massima 
La KM viene determinata misurando l'attività dell'H+-ATPasi a 
varie concentrazioni di ATP, fino a raggiungere la saturazione da 
substrato 
Il metodo migliore per calcolare la KM utilizza l'equazione di 
Lineweaver-Burk, che rappresenta in diagramma 1/v0 in funzione 
di1/[S]. L'intercetta sull'asse 1/[S] sarà infatti pari a -1/KM 
�

Dunque: 

• Calcolare l'attività specifica per ogni campione 
• Mettere in grafico i valori di attività ATPasica ottenuti in funzione della concentrazione di ATP 
• Calcolare i reciproci della concentrazione dell'ATP e dell'attività ATPasica 
 

[ATP] [ATP]-1 µmoli Pi • min-1 • mg proteina-1 µmoli Pi • min-1 • mg proteina-1 
    
    
    
    
    
    
 
• Calcolare la KM per l'ATP dell'H+ATPasi utilizzando il diagramma dei doppi reciproci 

1/[S]

1/v0

1/vmax

-1/KM
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Si veda la scheda precedente. 
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Sapendo che il coefficiente di estinzione del Pi in queste condizioni è di 14 OD/µmole di fosfato, determinare 
l’attività della H+-ATPasi (attività totale meno quella in presenza di vanadato) espressa in µmol/min/mg proteina. 

pH H+-ATPasi (µmol/min/mg proteina) 
 Controllo Tripsinizzato 
6.1   
6.4   
6.7   
7.0   
7.4   

e mettere in grafico i risultati. Commentare la dipendenza da pH dell’attività nei campioni non trattati e in quelli 
tripsinizzati. Inoltre, sapendo le concentrazioni delle varie soluzioni utilizzate, calcolare la concentrazione di ciascun 
componente della miscela di saggio: 

EGTA   PEP  
glicerolo   piruvato kinasi  
KNO3   gramicidina  
MgSO4  tampone  
ammonio molibdato  vanadato (dove presente)  
ATP  Brij 58  
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Le piante assimilano la gran parte del nitrato assorbito dalle loro radici in composti organici dell’azoto. La prima 
reazione di tale processo avviene nel citoplasma con la riduzione del nitrato a nitrito ad opera dell’enzima nitrato 
reduttasi che catalizza la seguente reazione: 

NO3
- + NAD(P)H + H+  �  NO2

- + NAD(P)+ + H2O 
dove NAD(P)H  indica sia NADH che NADPH. La più comune forma di nitrato reduttasi tipica  dei tessuti verdi usa 
NADH come donatore di elettroni. 
(Si veda anche il protocollo successivo) 
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·Costruire, con i dati così ottenuti, la retta di taratura per il nitrito e calcolarne la quantità prodotta dalla reazione 
enzimatica nelle provette n° 1-3-5 dopo aver sottratto l’assorbanza rispettivamente delle provette n° 2-4-6 in cui il 
colore è dovuto solamente ai pigmenti dell’estratto e non alla sintesi di nitrito. 
Verificare, infine, se all’aumentare della quantità di estratto enzimatico utilizzata per la reazione  aumenta, in modo 
lineare, anche  la quantità di nitrito prodotta. 
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L'azoto nelle sue diverse forme rappresenta l'elemento maggiormente richiesto dalle piante per la crescita. La 
disponibilità nel suolo di questo elemento dipende da fattori abiotici e biotici, come l'erosione, la lisciviazione e 
l'attività microbica. Le piante hanno sviluppato diversi meccanismi per poter utilizzare l'azoto presente nel terreno in 
limitate concentrazioni. La maggior parte delle piante riesce ad utilizzare l’azoto sotto forma inorganica come 
nitrato e ammoniaca o sotto forma organica come urea o aminoacidi; alcune piante inoltre possono assimilare l'azoto 
atmosferico instaurando delle simbiosi con batteri. La risposta ad una particolare forma di una azoto è tuttavia 
diversa da specie a specie. La più abbondante fonte di azoto per le piante che non formano associazioni con 
microrganismi azotofissatori è costituita dai nitrati. 
Il primo passaggio nella acquisizione di azoto (come nitrato) consiste nell'assorbimento dello ione nitrato attraverso 
la membrana plasmatica delle cellule epidermiche e corticali della radice. La concentrazione dei nitrati nei suoli non 
coltivati è sempre piuttosto bassa (10-100 µM) con forti variazioni stagionali e spaziali. Nei suoli coltivati i valori 
sono naturalmente assai più alti (in media 5-10 mM). Il trasporto del nitrato attraverso la membrana plasmatica 
avviene mediante un gradiente elettochimico generato da una pompa ATP-asica; per ogni ione nitrato vengono 
trasportati all'interno della cellula due protoni. Successivamente lo ione nitrato può essere trasportato attraverso il 
tonoplasto ed immagazzinato nel vacuolo, oppure può essere organicato, nelle cellule della radice o, a seguito del 
trasporto con la linfa xilematica, nelle foglie. Il nitrato non può essere assimilato come tale ma deve essere prima 
convertito in NH4

+. La riduzione del nitrato è un processo a due stadi: l’NO3
- viene prima ridotto a nitrito dall'azione 

della nitrato riduttasi (NR). Il nitrito quindi passa nel plastidio dove tramite la nitrito riduttasi si riduce ad 
ammoniaca. L’ammoniaca è tossica in quanto agisce da disaccoppiante nel cloroplasto e quindi viene rapidamente 
convertita in glutammina e  glutammato.  
La riduzione del nitrato e l’assimilazione dell’ammonio sono processi molto regolati. Sia nei funghi che nelle piante 
la somministrazione di nitrato induce l'espressione dei geni per la sintesi dei trasportatori dei nitrati, della nitrato 
riduttasi, della nitrito riduttasi e della glutammina sintetasi. Nelle piante l'induzione si verifica in pochi minuti e in 
risposta a concentrazioni di nitrato molto basse (inferiori a 10 µM). L’enzima che appare sottoposto alla regolazione 
più complessa e anche quella più conosciuta è la nitrato riduttasi. La NR, localizzata principalmente nelle cellule 
corticali ed epidermiche della radice e nelle cellule del mesofillo del germoglio, trasferisce due elettroni dal 
NAD(P)H al nitrato attraverso tre centri redox composti da due gruppi prostetici (FAD e eme) ed un cofattore MoCo 
(complesso di molibdeno e pterina):                                                  NR 

NO3
- + NAD(P)H + H+→NO2

- + NAD+ + H2O 
L'attività della NR è regolata da molti fattori. Tra i fattori che entrano in gioco vi è naturalmente il nitrato ma anche 
la luce, il livello di CO2, l’attività fotosintetica. L’attività della NR è inoltre regolata secondo ritmi circadiani. La 
regolazione dell’attività della NR avviene sia a livello di trascrizione del gene e sintesi/degradazione della proteina 
sia tramite processi di inattivazione reversibile della proteina. Nell'espressione della nitrato riduttasi un ruolo 
importante oltre al nitrato è svolto dalla luce: piante cresciute al buio hanno una attività della NR molto bassa. In 
seguito a trasferimento alla luce, mediante un meccanismo in cui è coinvolto il fotorecettore fitocromo, le piante 
eziolate tendono ad aumentare sia la sintesi sia l’attività di NR. L’attività della NR è controllata nel breve periodo 
anche da meccanismi reversibili di inattivazione/attivazione della proteina. In assenza, o carenza di luce o in un 
ambiente con bassa concentrazione di CO2, l'attività della NR decresce rapidamente da 3 a 10 volte. La regolazione 
rapida e  reversibile dell’attività della NR (l’inattivazione ha una semivita di 15 minuti) comporta una modifica 
covalente della proteina e si basa su un meccanismo di fosforilazione e defosforilazione di uno specifico residuo di 
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serina. L'obiettivo dell’esercitazione è la valutazione dell’'influenza della luce sull’attività della nitrato riduttasi in 
giovani piante di orzo (Hordeum vulgaris L.). 
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Confrontando i valori ottenuti nel saggio di attività con 
quelli della curva di taratura, risalire alla quantità di nitrito 
formato ed esprimere i valori in pkat (= pmoli/s).  
Le moli possono essere calcolate mediante la seguente 
proporzione: 
       mM  : 1000ml = x micromoli : 4 ml 
Discutere i risultati ottenuti nei due casi (estratti da piante 
cresciute in presenza o in assenza di nitrato).  
�

 
 
Semina        11 giorni al buio con nitrati          + 24h luce 
   

Semina        11 giorni al buio senza nitrati          + 24h luce 

                          200 µl enzima  (campione) 
 1.6 ml soluzione nitrato + 0.20 ml soluzione NADH  +   
                                                                                                                200 µl H2O (bianco) 
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Oltre ai pigmenti fotosintetici la cellula vegetale possiede anche altri tipi di pigmenti presenti soprattutto nei vacuoli. 
Ad esempio gli antociani sono pigmenti colorati che impartiscono un colore rosso e blu alle corolle dei fiori. In 
alcuni casi la corolla del fiore presenta più di un colore (garofano, bocche di leone, viole del pensiero, dalie) e ciò è 
dovuto alla contemporanea presenza nella stessa corolla di antociani di colore diverso. Antociani sono presenti 
anche in altre parti della pianta, frutti, fusto, foglie e anche radici. I colori rosso ed aranciato delle foglie in autunno 
e prima della loro caduta sono in gran parte dovuti agli antociani. 
Il colore degli antociani spesso dipende dal pH del succo vacuolare. In genere il colore rosso si ha in ambiente acido, 
mentre il colore azzurro si ha in ambiente basico (es. fiori delle ortensie). È sufficiente trattare con una base una 
fogliolina rossa di radicchio o un petalo di geranio, o l’epidermide che si ottiene per spellatura, perché scompaia il 
colore rosso e appaia il colore azzurro. Lavando con acqua e aggiungendo poche gocce di un acido ricompare il 
colore rosso che, magari, può risultare anche più intenso di quello originario se il pH raggiunto in seguito 
all’aggiunta dell’acido è più basso di quello di partenza. A questo fenomeno si dà il nome di viraggio degli 
antociani, analogamente al viraggio di altri composti usati come indicatori chimici (tornasole ecc.). 
Non tutti i colori presenti nella pianta sono però di natura fenolica. Anche i carotenoidi svolgono spesso una azione 
vessillifera. I cromoplasti sono plastidi colorati per la presenza di pigmenti, tra cui i più abbondanti sono proprio i 
carotenoidi. Questi plastidi sono tipicamente presenti nei fiori e nei frutti, ai quali impartiscono colorazioni che 
vanno dal giallo, all’arancio, al rosso. 
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L’aggiunta di acqua distillata all’estratto di pericarpo di mandarino fa sì che i pigmenti lipofili (caroteni) si 
ripartiscano nella fase organica (inferiore). L’aggiunta di acqua distillata all’estratto di radicchio porta invece alla 
ripartizione dei pigmenti idrofili nella fase acquosa superiore, mentre nella fase lipofila inferiore si ripartiscono le 
clorofille. L’aggiunta di una base o di un acido all’estratto del radicchio, porta al viraggio degli antociani. Questo 
fenomeno è legato alla presenza di gruppi –OH sulla molecola. Un maggior numero di gruppi ossidrilici sposta 
l’assorbimento verso lunghezze d’onda più elevate e dona una colorazione tendente sempre più al blu. 
Lo studente commenti quanto osservato nei diversi casi. �
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Le polifenolo ossidasi (PPOs) sono ampiamente distribuite in natura e sono note per i ruoli fisiologici che svolgono: 
impediscono l’attacco di insetti e microorganismi, fanno parte del sistema di risposta da taglio e sono costituenti dei 
prodotti secondari sintetizzati dalle piante. Quando la frutta matura, la suscettibilità a malattie ed attacchi aumenta a 
causa del declino nel loro contenuto di polifenoli. Gli enzimi PPOs della frutta e della verdura catalizzano la 
produzione di chinoni da costituenti fenolici. Una volta formati, tali chinoni subiscono reazioni di polimerizzazione 
che portano alla formazione di melanine con proprietà antibatterica ed antifungina e con il ruolo di mantenere 
fisiologicamente integro il frutto. Le melanine hanno lo scopo di formare delle barriere che impediscono il 
propagarsi dell’infezione nelle piante. Composti fenolici come l’acido clorogenico, l’acido caffeico e la scopolina 
mostrano proprietà fungicide.  Le PPOs sembrano essere localizzate nei plastidi e cloroplasti, anche se sono state 
osservate nel citoplasma di piante senescenti o in maturazione. Studi di clonaggio e di sequenziamento della regione 
legante rame di tali enzimi hanno mostrato una alta percentuale di conservazione tra piante, animali e 
microorganismi. Le piante che possiedono una maggiore resistenza a stress climatici hanno un contenuto di PPOs 
maggiore delle varietà suscettibili. Altri sistemi enzimatici nelle piante come le chitinasi, le perossidasi, le 
fenilalanina ammonia liasi, mostrano una aumentata attività quando sottoposte a stress.  
Le PPOs catalizzano due reazioni: l’idrossilazione in posizione o adiacente a un preesistente gruppo idrossilico del 
substrato fenolico (attività monofenolo ossidasica) e l’ossidazione dei difenoli ad o-benzochinoni (attività difenolo 
ossidasica). Entrambe le reazioni utilizzano l’ossigeno molecolare come co-substrato. Non è ancora ben chiaro se un 
singolo enzima mostri sia attività mono- che difenolo ossidasica. Comunque, quando nelle piante è presente sia 
attività  mono-  che difenolo ossidasica, il rapporto delle attività è rispettivamente di 1:10 e può raggiungere il valore 
di 1:40. Gli isoenzimi PPOs furono inizialmente isolati nei funghi. Le subunità dell’enzima erano differenti dal 
punto di vista chimico, fisico e cinetico. Si riteneva che tali differenze nelle subunità fossero responsabili delle 
relative affinità degli enzimi per substrati mono- o di fenolici. Le PPOs isolate da mango possiedono due isoenzimi 
ed entrambi mostrano specificità per gli o-difenoli. Alcune varietà di PPOs ossidano solo gli o-difenoli ma non i 
monofenoli, mentre altre hanno sia attività mono- che difenolo ossidasica.  
Le monofenolo ossidasi catalizzano l’idrossilazione dei monofenoli ad o-difenoli. L’enzima è chiamata tirosinasi 
negli animali, poiché la  L-tirosina costituisce il principale substrato monofenolico. Nelle piante l’enzima è a volte 
detto anche cresolasi per l’abilità ad utilizzare il substrato monofenolico cresolo. L’attività della tirosinasi designa 
spesso anche le mono- e difenolo ossidasi delle piante, nonostante la L-tirosina non costituisca il principale substrato 
per l’enzima nei vegetali, data la grande abbondanza di fenoli nel regno vegetale (ecco perché l’enzima è 
considerato una polifenolo ossidasi nelle piante). 
L’attività monofenolo ossidasica è spesso trascurata nelle piante poiché l’idrossilazione è una reazione 
estremamente più lenta dell’ossidazione richiesta per produrre chinoni e per l’inizio della reazione di inscurimento. 
La tirosinasi è stata particolarmente studiata nei crostacei e negli insetti per l’importanza fisiologica che riveste 
insieme con la difenolasi, nell’ispessimento della cuticola per la sclerotizzazione. L’enzima può anche 
metabolizzare ammine aromatiche ed o-amminofenoli, entrambi molto simili ai mono- e difenoli. 
L’inscurimento enzimatico non avviene nelle cellule vegetali integre poichè i composti fenolici nei vacuoli sono 
separati dalle PPOs nel citoplasma. Quando il tessuto è danneggiato da taglio si ha subito la formazione di pigmenti 
scuri. Sia la caratteristica organolettica che biochimica del frutto sono alterate dalla formazione di pigmenti. La 
velocità di inscurimento enzimatico nei frutti e nei vegetali è dettata dal contenuto in PPOs, dal contenuto in 
polifenoli, dal pH, dalla temperatura e dalla presenza di ossigeno nel tessuto.  
Se la frutta viene tagliata, punta o urtata, provocando una lesione dell’organo, si genera una serie di reazioni di 
difesa da parte della pianta (del frutto): le risposte allo stress da taglio. Uno degli effetti più evidenti é dato 
dall’inscurimento della frutta quando viene esposta all’aria. L’imbrunimento é dovuto a delle ossidazioni, in parte 
spontanee, in parte provocate dalla reazione dell’enzima tirosinasi. La tirosina viene trasformata in L-DOPA 
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(diidrossifenilalanina) e quindi in DOPAcromo, di colore rosso, fino ad ottenere il polimero della melanina, di 
colore bruno. I passaggi iniziali, tirosina-DOPA-DOPAcromo sono mediati dalla tirosinasi. 
Scopo dell’esercitazione 
Durante l’esercitazione si vuole misurare l’attività dell’enzima tirosinasi nella polpa della banana (Musa cavendishii 
L.). Bisognerà quindi prima estrarre l’enzima e poi valutare l’attività tirosinasica. Poichè la trasformazione della 
tirosina in DOPA é una reazione piuttosto lenta, il substrato che verrà fornito nella miscela di reazione é la L-
DOPA, che si trasforma rapidamente in DOPAcromo. 
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Sapendo il peso esatto della banana e il volume di estratto, calcolare per ognuno dei 5 campioni la quantità iniziale 
di tessuto che corrisponde al volume di estratto incubato.  Per ognuno di questi si dovrebbe disporre di una serie di 
dati secondo il seguente schema: 

) �  � � �& 	
� �	(� �� !� #� -� "� �� 9� ,� 6� 5� !��
�",�� � � � � � � � � � � �

Con tali dati costruire un grafico su un foglio di carta millimetrata, ponendo il tempo in ascissa e l’assorbanza in 
ordinata: la pendenza della retta che interpola i dati sperimentali corrisponde all’aumento di assorbanza per minuto. 

Sapendo che il coefficiente di estinzione molare per il DOPAcromo è 3600 M-1 cm-1, cioè in altri termini che un 
incremento di assorbanza a 475 nm di 0.0036 in 1 ml corrisponde alla sintesi di 1 nmol di prodotto, calcolare in ogni 
caso il valore di unità enzimatiche presenti, definendo 1 U come quella quantità di enzima che catalizza la 
produzione di 1 nmol al secondo (nkat). Rapportate questi valori alla quantità di tessuto corrispondente al volume di 
estratto posto in ogni campione. 
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LE DIFESE DELLA PIANTA DALL’ATTACCO DEI PATOGENI 
Le piante sono continuamente sottoposte all’attacco di una pletora di altri organismi. Erbivori e insetti fitofagi si 
nutrono preferenzialmente della parte aerea; virus, batteri e numerosi ceppi fungini tentano d’altra parte di penetrare 
attraverso la cuticola cerosa che protegge la superficie di foglie e steli per diffondere all’interno dei tessuti, e 
colonizzare via via tutta la pianta. Anche a livello dell’apparato radicale i vegetali entrano ripetutamente in contatto 
con altre specie in grado di minacciarne l’integrità, tra cui, oltre ai microorganismi già citati, nematodi e piccoli 
invertebrati. Per difendersi, i vegetali superiori hanno sviluppato nel tempo tutta una serie di meccanismi che 
tendono a riconoscere precocemente la presenza del patogeno, e a porre in atto la sintesi di composti di difesa (fito-
alessine) che possano risultare tossici per il parassita o che siano in grado di contrastarne la diffusione. Nella 
maggior parte dei casi studiati la resistenza di una cultivar e la virulenza di un patogeno sono ereditati come un 
carattere mendeliano semplice; si parla pertanto di geni di resistenza (r, solitamente dominanti) e di geni di virulenza 
(vir recessivi) o avirulenza (avr, in genere dominanti). Questo non significa che i meccanismi di attacco e difesa 
siano estremamente semplici, ma che il successo o l’insuccesso dell’attacco dipendono da un punto critico, superato 
il quale l’attacco ha successo, ma a livello del quale la pianta può impedire la diffusione del parassita. Quando 
l’interazione volge a favore del patogeno, essa viene detta compatibile; quando la pianta è in grado di sopravvivere 
all’attacco la risposta viene definita al contrario incompatibile, o anche ipersensibile. 
LA RISPOSTA IPERSENSIBILE 
In questi ultimi anni la comprensione dei meccanismi molecolari attraverso cui la pianta percepisce l’attacco di un 
patogeno ha compiuto enormi progressi. L’interazione di recettori posti sulla membrana della cellula vegetale con 
molecole derivanti dall’idrolisi della propria parete, conseguente alla produzione da parte del patogeno di enzimi 
litici, o con sostanze che si liberano dal patogeno stesso (dette in entrambi i casi elicitori), fa sì che le cellule 
contigue al punto di invasione inneschino la produzione di composti tossici dell’ossigeno (il cosiddetto oxidative 
burst, scoppio ossidativo) avviando una vera e propria morte cellulare programmata che tende a fare terra bruciata 
intorno al parassita, impedendone la moltiplicazione. La risposta ipersensibile può dunque essere descritta 
fenotipicamente come una necrosi localizzata che si accompagna al blocco della diffusione del patogeno oltre il 
punto di infezione. Non solo. Opportuni segnali, tra cui il più conosciuto è l’acido salicilico, vengono prodotti e 
diffusi in tutte le altre parti della pianta, in modo che anche senza essere ancora entrate in contatto con il patogeno 
queste si possono preparare ad un suo eventuale arrivo, sintetizzando elevate concentrazioni di composti di difesa e 
migliorando così la resistenza della pianta. In questo modo il contatto con un primo patogeno permette alla pianta di 
contrastare un eventuale attacco da parte di un altro parassita, che non può più coglierla impreparata e non riesce 
quindi a diffondere. Questa proprietà di indurre l’attivazione generalizzata dei meccanismi di difesa è nota come 
resistenza sistemica acquisita (SAR). 
LO SCOPPIO OSSIDATIVO 
La produzione di specie reattive dell’ossigeno nell’apoplasto avviene ad opera di una NADPH-ossidasi presente 
sulla membrana della cellula vegetale che catalizza la formazione di superossido. La sua attività è indotta da 
numerose categorie di proteine, carboidrati, β-glucani, acidi grassi e oligogalatturonidi, derivanti sia dalla parete 
della cellula vegetale (a seguito dell’attività litica di enzimi fungini) che da quella fungina (a opera di enzimi 
difensivi della pianta). Si è visto che anche preparati grezzi ottenuti dal micelio di funghi patogeni sono in grado di 
innescare la risposta ipersensibile. Nel caso di interazione compatibile, la produzione di perossido di idrogeno è 
transiente, e quantitativamente poco rilevante; in quella incompatibile, al contrario, ad un primo scoppio ne segue un 
secondo, molto più persistente, e si innesca la sintesi di salicilato. Quest’ultimo, una volta diffuso nel floema e 
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giunto agli altri tessuti della pianta, è in grado di avviare uno scoppio ossidativo con caratteristiche differenti, che 
non conduce a morte cellulare, ma induce la produzione di fitoalessine. 

DISTINGUERE UN PATOGENO DA UN NON PATOGENO 
Le diverse caratteristiche dello scoppio ossidativo risultante dal contatto con elicitori preparati da un ceppo fungino 
virulento rispetto a uno non patogeno possono dunque consentire di distinguere tra una interazione compatibile e 
una incompatibile. Questo ha un potenziale applicativo notevole. Molti trattamenti antiparassitari sulle colture sono 
preventivi, e in assenza di un possibile patogeno si configurano di fatto inutili, costosi e dannosi da un punto di vista 
ambientale. La comparsa nell’ambiente di ceppi fungini può essere monitorata attraverso l’uso di piastre contenenti 
adeguati terreni di coltura che vengano aperte in campo, ma questo non dice se si tratti di ceppi virulenti o avirulenti. 
La valutazione dello scoppio ossidativo derivante dal contatto di cellule vegetali con elicitori preparati da questi 
isolati ambientali può dunque aiutare a decidere se sia o non sia il caso di procedere al trattamento della coltura con 
anticrittogamici. 
 

�� �#� �(�//���)�#�!�� '/��

�(�D@) @% F/C �A /BC @�D@**��% @) ) ��D/�) �% �) . % ���@% �/*��@% B::/DB�D/�/D% BE @C B�

*���	�� � �� 	� 
� �� � ����� �� � � 
� ��� 	�� � � �	� ��� ���	� � �� � ���� � � 	� � 
� �� 	���� ��� � ���� � � 	� �� 	� 
� �� � ���� 	
� 2�
�	� 	�	
��&�������!� F(�� �� � ����
� � �� �� 
� � � � � 
�� � �� �� 	� 
� � �� 
� ����	� � � -��2� 	��� �� 2#2	� �� � � 	2�� 
� � 
� � ��� 
	�� � &D�;� :�� !�  F(��� �� � ��� � � 
� ��  � � � �� � �� �� ���� �
�� 
� � 
�  �� � 	 � � � 	� �� � � ��	 � 
�� � �� �!�� 
 �� *�� � � 	� �� 	� 
� � ' � �����	� � ���� � �� � 
�� � � �� � � 	� �� 	� $� �
� � � � � ���;#B#� ' � � �� � � 
�� � 	
�
� � �� � 	� 
� ��*� �� � 	�� � � � �� 	��� �� �� ��� � � � ��	��� ��� �� � 
$� � �� �� � �	� ������  � ��� ��� � ��� � �� � � 	� � ����	 ��� 	�� �� �� � � �� ������ 	� � ��� 	� 
� �� 	�
$� � � ��� � �� � � � 	� 
� � � � ��
�� � 	���� �� �� � � � 	� ��	� � �� ' �
� �� � � ��	� � � � �� � 	
��� � 	�� ��� � � ��� �$� �
�	���	� � � �� � � � � 	� �� � ���� 	�� � � �� � � 	� � � � � 	��
�� �� �� � �� � � � 	� � � 	�� � � �H� 	
�����	� �� � 	
	�� � � ��	� � ������ ���� � 	�� �� � ��	�	� 
�� � � 	� � � �	
� 	� 
� �  � ���� � &ε(� � � �� 	�� � �� � � ��� � � � ���� �� �� 	� 
� �
� $� 	 � ���� �����;#B#������� �D�;� :��

� + � 
� � 
� ��� �
	�	�� � 
��� � � � 
� � ����� 
�� 
����	$� � ���� 	�� 
��� � �� � 	� 
� ���   � ��	��� ����-7 �� 	�;#B#�
� � � � 
��� �� � � ������ 
��� � � 
� �G ��� � ���� �-��� F�� ;�9���
� � � � 
��� � �� � 	� 
� �#�� F�� 	�����
� � � � 
��� � �� � 	� 
� �#�� F�� 	�D�;� :�
� � � � 
��� � �� � 	� 
� �#� � � �2!�� 	�� � �� � � 	� �� 	�� 	�����
� �&�BT(�
���� 
� 	� 
� I�������� 
	�� 	�$� � � �	���  � � � �	�� � 
� ��� � � 	�	��� �

� � �
� � � 	��	��� 
���� �� ��H�	��� � �� � � 	� � ��	
�� ���	�� ���� ������ 
����� ��� 
����
� � ��� ����� �� �� ������� �	�
� � � ���� 	� ��	�
�� � ��� � ��� ��� 	�� �� �� � �
�	I�
. 
��� � ��������� ���� �� � �� ��� ��� ��� ��� �� � � � ��� 
� �� 	�� 	� 	� 
	�� � ����� � �� � 	� 
� ����-7 �� � ��� ��� 
� �
� �� 
��!� F��� � 
� �� �	
�9�� � � � 
� � ��� �
$� �
�	� � � 	� � � �� � � 	� � � � ��	� ���2�2!�2!�2#�2#��
 � �H��� � 	� 
� � �� �$� 	
� 	� 	
� � � $� � 
� ����	$� � �� � � � � � ��� 
� � � � ��� � � � �� � 	� 
� � � 	������
D�;� :�� �� 	�� � �� � � 	� �� 	��� � ���
� � ��� �� 
�� � ��  � ��	
��� �� 	�!� ��&���� �� � �M �� �	 ���� ��	�	��� 
�	��	
� � � � �� ��� � �� �� � ��� �� �� � ��� �	 � �	��
�� � � 
� I(��% /�B% D�% :/�D/�% /�B% % @�/FF@D/�) �F@C ) @�*�@C A /F��/C �E ;/���/B��

�� � 	� 
� � !� #� -� "� �� 9�

 � �� �� �� !�� !�� #�� #��
� 4��
4��� � �� � 	� 
� �!� F�� 	�;#B#� �� � � � � �

�

�

�
����
D�;� :��
�BT�

�� 
���� �� �R�
#�� F�
#�� F�
#� � � �2!�

�� 
����	
��� �
��#� F�
!� F�
���!� � � �2!� �

4���� � � 
� �$������!� �� � � � � � �

. 
��� � ������ � 	� 
������� � �� � � 	� �� 	�� � � � �� ���� �	���� � 	� 
� ��� 	���� �	��� � 	�� � � ��� �	���� �� �� �&��� ��
� �#2-� 	
� �	(�� �� 	��� � � � ����!��
 �
� �	�	� � �
� � � ��  � � �	�
�� � 	�� �� � 	� 
� � �� � � 
� 
� �� 
�	� 
� � � � �� � � 	� � �� . �	�	� � ��� � ��� � �� � � �� �� � � ���� �� � � � 
� � � � ��� �� � 	� 
� �  � 
� �
�� 
�� 
����� ���$� � ��� �� 	0 ��� 
�� 
����� ��:������� �	��� � 	� 
	�� 	 ��� ��	�
� � �	��� � � � 	�	��� 
�� 
	�� �	�� � ���	�	� �	���$� � � 	��

B��� 
� �	� 	� � ��	���� � ��� 	�� � � 
�� ���	�� � � � 
� 
� � � 	
��� �	� � �� ����� 
�� 
���� 	� 
� � � � �� � � �� � � 	� � � 	
�
 � �� �2!��	
�� �� 	
�������� � � ���
� ����
�!��
 H� ��� � � 
� � 
� �� � � ���� �� ���� 	
�� �� � ��
�� � ��� � �� � � 
��� ���� � � ���
� ���� ��	� � � 
� � 
�� ���!�
 � �� 	
�!�  ��� �	� ' � 	�� �� � ��	�	� 
�� � � 	�
� � �	
� 	� 
� � 	���  � ���� �&� � ���� � �� �ε�� �� �� � 
$� � �� � ��	�	� 
�� � � ��	� �	����� �� � ��!�9(�

�� ������� ���� � ��� � � 
� � 
� �� � 	� � 
�� �� ������ � � � �� � �� � � �� ��� �	� 	
� ���� ��� � � �� � 	
��� � � 
� � � 
�� ���  � � � � � � ������ ����� � 	� � 
�	�	���
� � 	�
�� ��	� � � 
� � 
�	�� ��� �	�� 	�[ �� �3 �&������ � �� � �� 
���� ����� � �� � 
� 	�� ���� ��� �	��� � 	��� � �� �� � 	�
� ��� � 
�� �� �� � �� ��� (����= �[ <3 �

� (�F/:. % �A /BC @�D@**���% BD. A /BC @�D/��@% B::/DB�D/�/D% BE @C B�/C ��@**. *@�@*/�/) �) @�D/�% /:B�
C � ���� � ��� �� � �� ��� ���� � � 	� ' � �� 
�	
� � � 
�� � � �� � � � 	� 
� � � 	� � � � �	� � ���	� � � � � ���� � � 	� � 
� �� �� � � � � �� � 
� � �� � � � �  � 	� � � � �� ���
� � �	 � �	� � �� 	� 
� � � � � �	����� �	� �� 
	�� �� � �
� 	�	�
� ����� 	
�� � 	� � 	� �	� 
	
�H� ���� �� � � �� �
	� � ��� 	� 
� �  � ���
	���� � ��� ��� ��� �� � 	
���  � 
���
$� � � ��� � �� � � � 	� 
� ��*� � � � � � �� � � 	� � � � 	�  � ��� 	��� 
� � ��� 
� � 	�� � � � � �� � � 	� � � 	
� � � �� � � 	� � �� � � � � ��� � � � �� � � 	� �� 	� � 	� � ��� �� � � � ��� ��� �� �
� � ��� � $� � � �� � � � �� � � 	� � � � � �� �����	� � ��� � ��� �� �� 	� 
� � ���� ���� � � D�;� :��  �� � � ��
�� � 	�� � � �� �� ��� �� �� � ���	� 	� � � � ��� ��� � � 	� � 
	�� �
�	 	��
�� ��� � ���� 	��� � 	� 
� � ��  � ���  � 
$� � ����� 	� ��  ��� � ����� � �� � � 	� �� 	�� 	�����
� �� � ����



��������	�
��
�
������������
������
�������������������
���
�����������
���
����
�������������	�����

 41 

�� ������� ���� �	���	� � ��� ���� ��� �� 	�� �� � � � 	� 
� �� 	�;#B#�� �	��� � � �� � � 
�� ��� �	
���  � 
�� �	
�� � � � 	�� ������ 
����� ��� 
�� �	�	�� �	��	��� ��	�� �����
� ��� �� � � � ��  	�� �	� � � 	� � ��� � ��� �� 
� 	
� � � 	�� �� 
�� ���	�� �� 
� � �� � � � � ���� �� �	� � 	
� � � 
� 
� � � 	�"� �� �	� � ��#��  �� � 
��$� �
�	� � � 	��� ��� �� � 2
�� � � 
���	������ 2�� ��	���#��� � �� 	�� � � � ���� � �� ���� � �� ���

� ��	� � � � � � � �	
�� 
�� � ��  � ��	
��� �� 	�!#� ����
�� � �	
�$� � � �� ���� � ��	� � � 
��
����� ���� � 	� � � ��  	� � � ��� � � � �� � 	� 
	� � �� �� � 	� 
� � �� �� 	
�  � � � � � �� � �	�	� � ��� � � 	� � �� � � $� �
�	� � � 	� �� � � 
� � � � �� ���	� ��� � ��  � 
$� � � ��
$� � � �� �� � ��  � ��
�

�� � 	� 
� � �� �� 	� ��
��  � � � �� � �� 
���� � ���� �� �R� �� 
����	
��� �	
�!#�

 ��
� � ��  � �� ��
�� � 	� 
� � �� �

� � � �

���� #�� F� ��#� F� ��������� 
� 
� 
� 
�
D�;� :�� #�� F� !� F� ��������� 
� 
� 
� 
�
� � �� � � 	� �� 	� #� � � �2!� ���!� � � �2!� ��������� 
� 
� 
� 
�

�� � � 
� �$� �
�� ���� �����!#� �� ��������� ��������� ��������� ���������
� �	�	�� �� �+ � #� � �  ��* � �#��� � � �&@F(��!#��4�� � 
� � �

� �	�	�� �� ��� � � � ���&@�(��!#��4�� � � 
� �
� �	�	�� �� ��� � � � �� �&@� (��!#��4�� � � � 
�

�
/
� � 
� �� �� �
� 
� � 	� � �� ����� 
���������� � 	� 
������ 
� � 
�� 
� � � � 	� � ��� ���� � �����	� 	� ���� ��� �� C � �� � � �� 
� � � � ���

� ��� � 	� 
�	�!#��4��� 	�
� �	�	�� �� �� �� � ����� �� ��� 
��� � � � �� 	�� �� � 
�� �� ��� � � 
� �� 	�+ � #� � �  ��* � �#��� � � ,��� � ��� 
� � � �� ���� 
��� ��� �� � � 	�	� � ��C � � �	�� ��	 	�� � � �
�� �	�� � ���

� ��� � 	� 
�	�!#��4��� 	�� �	�	�� �	�� �� � ����	�� ������	��� � � 	��� � �� � � � 
� �� � � � �� �� ��� ���	��
D� � � ��� � �� � � �� ���� ��	��� �	�� � 
� �� � � �	��� �	
�� ���� �� � ��� �� � �R� ����� 	� � � � 	� 	� 
� �� � ����
�� 
� ��� 
����� ����	����!�����  ����!�� 	
�
� ������ � 	� ��� �� � ��� � � 	� � � 
�� �� � 
	�!�� 	
��	
� ���9�� 	
��� ��� � 
	��� �� �� 	�� �� �� � ����� 	� � � 
�� �� 
����	$� � ���� ��!�#� ���� � �� 	� 
� �
���� �� �	��� 	
�� 
��� � � � 
� � ����D� � � ��� � �� 	  � � 	��� � 
�� � �	� � � �� � �� �� �� � � ��� ��� �	
�� ���� �� � ��� �� � �R� ���� 	��� 
��	�� � �
� �	��� � 	� 
	�
� � �� !�  	
� �� !-���� ��  � &�	�� �� ��� 	� � 	� � $� 	�	����� � 	
�  � � � � � 	  � ��	�� � �� � � �� � � ��� � 
� �� �� �� �� � � � ���� �� 
��	�� � �I(� 	
�  � � � � � �� ����
� � � 	 � 
���� � 	��  ��� �	��� � � ���	�� ���� �� � � 	�� � � � � �
���
�� � � 	� 
� � �� ��� ����!��
 ��� 
��� � �� � � 
� ��*�� ��� � � � 
	� � � ���� �� �"��� � � ��� �� 	
�
 � � � � � ��� � �� ��� � �	� �	�	� � ��� H� � ������� � 	� �	$� 	� 	�
� � �	��� � � � 	�	��� 
�� 
	�� �	��� ��� �� � � � 
� � ��� �
� �� ��� �	��� � � 
� � � � ��:	�� ��� ���

� �	
�
$� � � �� � � � � �"�� � �	� �� 	�� ��� �	��
���� 
� 	� 
� � �� 
� 
� �	� � � � � 
� � �� � �� � �� ��� �� � � � � 	 � 
���� �� � � ��� U � $� � � �� � ���� �� �� ��� � ��  � �� �� � 
�� � �� � �� ��� �� �� 
� 
� �� � � � �	��� � 	��
� � � � �
���
�� � 
� ���� �� � � ����� � �� �� � ��� 
� � � 
�� ��	$� � ��� � �� !�  �� �� 
� ��� �!����� + � �	�	���� � �� � � 	�� � ��� �� � 
�  � �	�� � �� ��	� � � 
� ��
����	
�� 
� 	� �� 	� � ��� �� 	��� � � � J ��

�(���*�B*B�D@**@��) ) /+ /) S �C @/�D/+ @% :/���F�/BC /�
�� 
� � � 
	� � � �	� � � 	� � ��	� � � � �	 � 
���	� �	� � � 
�� �	��� ��� � � 
� � 
	�� � � ��� � $� �
�	���	� � � �� � � ��� � �� � � 
�	� � 
� 	
� 	�� � � � ���� � �� � � � 	� 
� � � 	�
� � �� � � 	� � �� ��� ���� �� � ��� ��� ��� �� ����$� � � �� ��	
� �� 	��� � ��� 	� �� �� 
�� ���	�� ������ � 	�
� �	
��� 	�	
��� �	� � ��� 	� 
� �� � � �� �	����  � � �	
� 	
� �	��
� �	
�� �� 	
�������� � � ���
� ���D� � � ��� � �������	��� �� 
���� ������ � �	
�� �� � �	���� � � �	� �	�� ��	�� ��� 
� �	��� 	�� �� �� � ���
��� � � � 
�� ���$� �
�� �
� 	 �� 	� �� �� � �������	� 	� ��� �� � 	
�� �	���&� �� � � ����� �� ��!!(�� ���� 
� 	� � ��
� � ��� � ������ ����$� � � ���� � ����� �� � ��� � ���� ����:	�� �� �� ��� � �� 	�
� � � ��� 
�� � 
�� �� ���� 	�� � ����� ��� �� � �� � 
� 	�� ���	��	�� � � ��� � 	��	
� 	� 	� � �
� � �	
����� � � � �� 
�δ�� 	��� � � ���
� ��	
�� 
�δ�� 	���  � � ��/���� �� �
��� � � ��� � ��� � �� � � 
��� ����  � 
�� �  � � 	� � � 	� �� � � ���
� �� � � ��  	
� �� �� D�� $� � � ��� � 	� �	��� 	� 	�� 
�  � �� � � 	� 
 � �� &� � �  � ��� � � � ' � ��� � � � �
� 	��� �� (��	� � ��� �� � ��� � �� 
� � �&� �	�	� � �
� � �ε���� � ��� �
� ����� �	 ��� ���� �� � ���� � � ��	��� 	� 
� (��:	���� � � ��	�	
�	
� �	��� ��� �� ��� 
� �� ���!�� �� 	�
�� ��� �� ��*�� 
	� �� 	� 	� � ���� � ������	� 	� �� �� �	
�
R���&= �
 � ��� � �2!(�� 2!�� �	
�� R���&= ��  � ��� � �2!(�� 2!���

. 
�� � � ���� � ��� 
� �	� 	�"� � ��� �	�� 	�� �� 
��� 
�� � ���� ��� � 	�� � � � ��	�� � � �	� � 	� � �� 	� ������ � 
�	� � � � �� ��� ��� 
� � 
�	�� � � 	� ������ � � � ��� ��� 
��� � 	� 
	�
� � ����� ��� � � 
	�	� �� � � �	�	� � ���	��� 
� 	
	���� �� ��:	��� 
� ��� �� � � 
�� ��� � ��

• � 	0 �� 
��� � � � �' �� 	�� �� 
�� �� � 
� �� ��	����  � 
�� ����� 	�
���� � � �� ��� ��� �� 	�� ��� �$� 	
� 	� � 
� �� � �� � � 	� � �� � � �� ��� �� �� � � ��� �

• 	���	�� �	 � 
�� �' ��� 
�	���� � � � �� 	�� �� � 
�� �� 	�� �� 
�� ��� � �� � 
$� � ��� 
���� �	�	�� �� �� �	��� � �� � � 	� � �� �� � � ��� �' ��� � 	�	��� ���	
�� �	� �� ��
���� ���	���� � � � J �

�
�

�� �� ��)�#�/5���#(� ' �#��
 �����
��	
������$��������
������
�������������������
��������������
�������'��
��
��������
�
����
���
�
�
������������
����
����
��������
��������
��
������
�����
������
�� ���������	
��������
�
����
���
�����'�
����
�����������������������
���$������
���
����������������
������
��
���:�����9��;����<��=������>��
��������
�� �� #�?27%� 4������������� 
������
����� @�� A���
����
��� ���� �
����
��� ��
�
�:� ��� ��� ��

����

�������� ����� ���� �:��
��� 0����� ��� ����������	�������	�� ����� ������ ������ ��:�
��� 32.� 27�B273&� 
�
��������
����������
�
��������
��-����������
�����
�'��������
�
�
�!��
�����������	
��
��
���
������������
�
����
������ ������	�� 
�� ������ �
� 
������� ��� ����
�� ���
���
���� C��� �
������ ������ �����
�� #��� ��$� �������
������� ����� ��������� ���� 
����
����� �
� �
��
�D �%� '� ���� ����	
���� �
� �������� �
� ����.� 
�� *�EE�� ��
�������	
��
� �������(� �����6�8 �� 
����� ���
����������� �
��
�
��
��� 
����	������������������	
�����
�
��������
���� ,��	�� �����	����� ���������� �
� ��$� 
�� ������� ���� �����
������� ���
���� ����� �����
����
��	
����� ��������� ������ ������
��	
���� ������������� ��
� ������
� ������
� �� �� ���� ������ �
� ������
�����������������
�����������������
�����
�!�����������������������



��������	�
��
�
������������
������
�������������������
���
�����������
���
����
�������������	�����

 42 

�

��2�#�*�(-��)�#�/��� 3��� ��
RISULTATI (Da consegnare alla fine dell’esperimento) 
Cognome e nome  ................................................... 
   ................................................... 
   .................................................. 

Diluizione della soluzione 3% per ottenere una soluzione 1 mM ...............  

nmol H2O2 5 10 15 20 25 se ne deduce un ε pari a  
A515      M-1 cm-1   

 
Aumento dell'assorbanza a 515 nm: 
Abs T = 0 10 20 30 40 50 60 min 
� 0.000       
� 0.000       
	 0.000       
� 0.000       
 

� � 	 � Attività di produzione del perossido in 
pmol sec-1 g-1 di cellule:               (100%) % % % 
 
Valutazioni: 
Il ceppo A:       � è un un patogeno  � potrebbe non essere patogeno 
Il ceppo B:       � è un un patogeno  � potrebbe non essere patogeno 
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Nelle piante gli ormoni sono presenti in concentrazioni molto basse, da qualche ng a qualche µg per kg di peso 
fresco. In genere le concentrazioni nelle parti vegetative - foglie, fusti - sono molto più basse di quelle nei semi. 
L’analisi di quantità così ridotte di sostanze pone problemi analitici di notevole complessità.  
Le sostanze ormonali devono essere estratte dai tessuti con un solvente adatto e la miscela complessa di sostanze 
così ottenuta viene separata attraverso una procedura di analisi che prevede partizioni di solventi a pH diversi e vari 
tipi di cromatografie. La struttura delle singole sostanze ormonali viene quindi identificata mediante metodi 
chimico-fisici, come la spettrometria di massa. Oltre che dalla concentrazione molto bassa il lavoro di analisi è 
ulteriormente complicato dalla presenza, nelle singole classi ormonali, di diverse strutture. Il massimo livello di 
complessità si ritrova tra le gibberelline di cui si conoscono oltre cento strutture.  
Se poi si vuole determinare la quantità, o la concentrazione, di un ormone in un tessuto, è necessario disporre di un 
adatto standard interno con il quale calcolare il recupero. Uno standard interno è costituito da un composto con 
caratteristiche chimiche il piu possibile simili a quelle della sostanza che si vuole analizzare, idealmente la stessa 
molecola "marcata" con un isotopo non radioattivo (2H, 13C). Lo standard interno viene aggiunto all'estratto del 
tessuto da analizzare in quantità nota; il rapporto tra quantità iniziale e quantità finale di standard interno, al termine 
dell'analisi, viene quindi utilizzato nel calcolo dell'efficienza di recupero. Tutto questo fa sì che l'analisi anche di un 
singolo gruppo ormonale sia un’operazione lunga, che richiede competenza specifica e anche una strumentazione 
costosa.  
Metodi di determinazione parzialmente alternativi all'analisi chimico-fisica sono i metodi immunologici e i saggi 
biologici. I primi possono essere molto specifici e rapidi ma devono essere accuratamente controllati e vengono 
utilizzati in pratica soltanto per alcune strutture ormonali. I saggi biologici hanno avuto un ruolo determinante nella 
scoperta e nei primi studi sugli ormoni e sono insostituibili per gli studi sull'attività biologica. Non permettono una 
determinazione definitiva -hanno cioè una specificità limitata- ma sono facili da effettuare, hanno una buona 
sensibilità, e permettono una quantificazione approssimata della concentrazione ormonale. Un saggio biologico è 
costituito dalla misura di un effetto fisiologico, quanto più specifico, di un ormone. Gli effetti fisiologici utilizzati 
sono tra i più caratteristici di quell'ormone e vanno dallo stimolo dell’allungamento dello stelo di una plantula alla 
induzione della sintesi di un enzima (es. α-amilasi). 
Oggetto dell'esercitazione è la determinazione tramite saggio biologico della concentrazione di gibberelline in semi 
di Sechium edule o di altra specie. 
 

�� �#� �(�//���)�#�!�� '/��

�(�@:) % �A /BC @�D/�E /� � @% @**/C @�D��:@F/�
• �� � ��� � �� � � � 	� � �  	� � � ���� �� �	��	� 	
� � 
�  � ���	� � � 	� �� �� 	���� �� � 	� 
� � �� � #��  �� � 	�;#B�� � � � ���� � ���	�� � 	�	�� ���$� 	
� 	�� �� ��

� � � �� ��� ���	� � ��� �	
�� � ��	� �	���	
� ��
• �� 
��	�� � ��� ��L�  � � � 
��� ���"������  �� � ��!�� 	
� �	�� �� �� �� � ��� �	��� � �
���
�� ��
• �� � 	� � ���� �	��� ;���-��� 
�;���!�C ��
• ) ��� �� �	�� �	
�	 �� �� �� � � ����� �� �� ��!��� ��� �� � ��� � � ��� ��L� � ������ ���-�� ���	� 	� 
	��� 
���� ���� �� 	�� �	�� �� �	�	� � �
� � �� ��	�� � ��  	��



��������	�
��
�
������������
������
�������������������
���
�����������
���
����
�������������	�����

 44 

• ) ��� �� �	�� � �L� � ������ � 	
� ��� ���� � � 	� � �	�� � 	
� � 
� � ���� 
� � � 	� � � ��� � �� 
� �� � ��� ��� �� �� 
� � � � � � � �� � ���� � � � ��� � � � � �� � �� 
�
�L� � �� � ���� �� ��� ��
�� ���-�Q ���	
� �����������4���

• �� � �	���� ��L� � ������ ���� �� 
����� ����� 	�� � ��� ��	� � � �	���� 	�� 	�	���� � ��E �� � ��������  ��� � ���	��� � �� ����� �� � ��	�� �&) *�(�� �� � 	�� � � ��� �
� � ��!��� �� �	�	� � �
� � ���  � �� � �� � 
�� �� 	����� �	
� � 
�� ���� 	� �� ����@�B��<�;��-<��B;�
� ����� �� � � �� 	� 
� �!�<�<!��

• �� �	� � ��� ������� ����� �� 	� 	� � �� �� �	� � � 
��� � 
�� �	�!��� �� 	�� 	�	�� �� � ��� �� 	�� ���� � �� � 
�� �	
�!��� ��	� �� �� 	�� � � ��� ����� � � ��&% �� (H�
��� �� 	��� ����� 	�	�� �� 	��	�� �� 
��� ��	� �	��� 	
� � ��� � 
�� ������ �� �	����	
��� �	�� 	�� � ��� ����� 
� � ��� 
	�� ��@�� 	�� ����� 	�	�� ��� 
�#� ��� 	�
@�B���� ��� ���� 	�;#B���

• �� 
��	�� � ��� �� ��	� � ��� ��L@�B������ 	��� �� �� � ��  � �&���!� �(��
• ) ��� �� �	�� ��L� � ������ �	
�@�B���
� ��� ���� � � �� ��� ��	�� � ��	��� �� � 	� �� � ��������� � ��� ���� �	��� �� � �� � ���� �	��� � �� � 
�� �� � ��� ���� � ���

� (�:�E E /B�D@**L/�B�B) /*@�D/�*�) ) . E ��
*L���� 
� � � 
�� �� � ��� �� �� �� �' �� 
� �� � � �	�� ��� ��	��	� �� � 	�	�� 	0 �� �� 
� 
�	��	�� � ��� �� 	��� �� ��	
� ��O � � � �� �� ��� ��� �� 	� �
	�� � ��������� � �� � ��� �
� �	 � �� �� � ����� 	� 	� 	� 
� �� �� � ��L����� � �	 � 
�� ��� ��� ���� ��*��� �� � � 
� ��� � ��� �� 	��� �� ��	
� �	
�� 
�� � ������ �� � � � ���� �� � M �� � � � �� �� � � � ��	
�
� � 	� � 
� ��� �	�	� � �
� � ��L���� 
� � � 
�� �	
� � ��� �� ��$� � � �� �� � � ��
� � �� � ��L	� � �� �	�� �� 	������ � �����  � �� �	 ���� � ��� � � � �� � � � �� �� �� � ������
� 
�� �� �� �� � 	� ������ ���  	� � ��
� � � �L���� 
� � � 
�� � � � ��L	� � �� �	�� � � 	� ����� � �� 	
� � � �� � 	� 
	� �� 
�� 
� 
�	� $� �
�	� � 
� �� � � 	� � 	��� �� ��	
� ��
:� ��� � � 	� � � 
�� �� 	� 	� � ����L���� 
� � � 
�� �� � ��L	� � �� �	�� �� 	������ � ��	
�� �� � � 
� ��� � ����� � �� � 	� 
� �� �� 
� � �	� ���&�L� � ������ �� � � � ���� (�� �
� 	�  � ��� ����� 
��� 
�� ��� 
� ����� �� ��� 	� ������ ����*��� �	 ��� � ������ 
�� 
���� 	� 
� � � 	� � � � ��
� � � � 
� � � � 
� ������� � �� � � �����  � ���� 	� 
� �
� � ���� �	� � � � ��� �	� �� � 	��� � ��� 
� ��� 
� ��L� � ������ � � � � � ���� � �� 
� $� � ���� � ��� 
� ��� �� 
� $� �
�	� � 
� �� � � 	� $� � ���� � � � ��
� �� ' � �� 	� ��� �
�	� � �� � 	� ������ �� � � ����

• / �	�	�� �	�� �  	�� 	������ � ��� � ��$� ���� � �� ���	
�� 
���� � ����F� ��� ��	���� � � 	
��� �	
�� 
����� � � ����� ��	�� � �������� ���	���� �	 �	�	���
� 	���$� ��� 	� �	��������#��Q ����� � � �� � �� ������� � � ����� 
�� ��� 
� ����

• . �	�	� � �
� � �� � ��� � 	��� � 	�	
� � � ���� ��� ���� �
� ��� ���� � � �� ��� ��	�� ���	� � �� � 	� �� 	� � �� � �$� �
�	� �� 	�E �-�&!�2��2!���
� (��
• F� ��� �� ��� ���� � � �� ��� ��	�� � ��� ���� � ���� � 	�  � ���$� � ��� ��� 
�� 
� 
�	��L� � ������ �� � � � ���� �� ��� �� � 	��� �� ���� �	��� �� � �� � ���� �	��

� � �� � 
�� ��
• D� � � �#"�� �� ���� ��� ���� �	
�� � 
	���� � � ���� 
��	���� �� 	�������� ��� � 	� 
� � �� �!� ��� 	�;#B�� 	� �	���������� � ����� �#���� � � �� �� � ���
�� �

�� 
� !�  �� � 	� ;#B� � 	� �	������ &�� 
��� ��� (�� �� ��� ���� � 
� ��� � ��� � � �� � !�� � �  	� � � � 	
�
�	� � 	� ����� � ��� � �� � �	� 
� � � $� � ��	� � 	0 �
�  � � � 
� 	��

• F�
�� 
� �� � 	�� �� � �� �� ���� #�Q �� � � ��� � 	���  	
�� 	� 
� � � � �� ��� � � 	� �
	� � � � � � 	�� ' �  	� � ���� � ��� �� 
� � � � � �� � � ��L	� � �� �	�� � � � ��� �
� ��
�� �� �� 	�� � 
	���� � � ����

�
�

����2�#�*�(-��)�#�/��� 3��� ��

�� Riportare i dati relativi alle diverse quantità di GA3 in tabella e costruire la curva dose-risposta. 
�� Utilizzando la curva dose-risposta della GA3 stimare la quantità di gibberelline presenti nell'estratto 

saggiato (come GA3 equivalenti). 
�� Calcolare la concentrazione di gibberelline nei semi. 

DOMANDE: 
1. Perché il pH dell’estratto è stato aggiustato a 3 prima della partizione con EtOAc? 

2. Nella lastra TLC le GA più polari si localizzano più in alto o più vicino all’origine rispetto alle meno polari? 

3. Quali devono essere le caratteristiche di un biosaggio? 

4. Quando è indispensabile un biosaggio? 

5. Quali sono i limiti quantitivi della determinazione tramite curva dose–risposta utilizzando uno standard? 

6. Una risposta positiva del biosaggio ad una gibberellina indica che quella molecola è attiva per sé? 
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Il sistema in cui l’azione delle gibberelline è stata chiarita più in dettaglio è quello della mobilizzazione delle riserve 
nel seme durante la germinazione, sistema che può essere utilizzato come saggio biologico per questi ormoni. Le 
gibberelline sintetizzate dal coleoptile e dallo scutello dell’embrione diffondono fino alle cellule dello strato 
dell’aleurone, dove stimolano la produzione di α-amilasi e altre idrolasi, che frammentano l’amido contenuto 
nell’endosperma amilaceo. L’imbibizione del seme vitale ne avvia la germinazione, e il metabolismo dell’amido 
porta al rilascio di zuccheri. In assenza dell’embrione, però, le cellule dell’aleurone non ricevono alcun segnale… 
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Il viraggio di colore da blu, tipico del solfato di rame (CuSO4), a  rosso-arancio, dovuto alla produzione di ossido di 
rame (Cu2O), è indicatore della presenza di zuccheri riducenti. Il rame passa infatti da rameico, Cu++, a rameoso, 
Cu+. Lo studente commenti i risultati in relazione alla presenza o meno dell’embrione e delle gibberelline esogene. 
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Per rilevare l’attività di composti ad attività citochininica presenti in estratti di tessuti o per dimostrare l’attività 
citochinino-simile di molecole neosintetizzate, si ricorre a dosaggi biologici ad elevata sensibilità. Uno dei test 
maggiormente impiegati è quello di crescita di cotiledoni isolati. Questo test si basa sul fatto che le citochinine 
stimolano specificamente la crescita per distensione dei cotiledoni isolati da vari semi (ravanello, zucca, cetriolo, 
ecc.) nel primo periodo di germinazione. Né le auxine, né le gibberelline interferiscono in modo significativo con 
questo test. In questa esercitazione verificheremo l’effetto di diverse concentrazioni di kinetina sulla crescita dei 
cotiledoni di cetriolo. 
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Calcolare la variazione di peso ed esprimere questa differenza in percentuale rispetto al T0 (tempo zero) utilizzando 
la formula:   

                              peso finale – peso iniziale 
                                          _______________________   x 100 

                                                      peso iniziale 
 
Per ogni concentrazione saggiata calcolare la media delle variazioni percentuali in peso rispetto al T0 e quindi la 
variazione percentuale rispetto al controllo: 
 
                              Media della variazione percentuale in peso rispetto al T0 
                                         _______________________________________________  x 100 

                                            Media della variazione percentuale del C rispetto al T0 
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Coltura in vitro di cellule vegetali 
Il grande successo della ricerca scientifica che tra la fine dell’Ottocento e la prima metà del Novecento giunse alla 
delucidazione degli aspetti fondamentali della biologia e del metabolismo cellulare, nonchè alla comprensione dei 
meccanismi molecolari della ereditarietà, ebbe tra i maggiori determinanti la possibilità di disporre di efficaci 
tecniche per la coltura in vitro di microorganismi. Popolazioni costituite da milioni di individui geneticamente 
identici in grado di crescere in terreni a composizione chimica definita ad una velocità di duplicazione di pochi 
minuti fornirono infatti un materiale sperimentale omogeneo, che poteva essere sottoposto a variazioni ambientali 
controllate di cui verificare l’effetto sulla fisiologia della cellula. Inoltre la selezione effettuata mediante l’imposi-
zione di condizioni non permissive su miliardi di cellule indipendenti permise di isolare mutanti anche molto rari, tra 
cui dei letali condizionali che in natura sarebbero stati eliminati, la cui caratterizzazione facilitò l’identificazione 
della corrispondente funzione non patologica. Per molti decenni un simile approccio non fu possibile per gli 
eucarioti superiori. La coltura di cellule e di tessuti animali e vegetali, che avrebbe esteso anche a questi organismi i 
vantaggi sperimentati per i procarioti, era preclusa da due insiemi di elementi. Da una parte la lentezza di 
duplicazione delle cellule (da uno a parecchi giorni) a paragone delle poche ore necessarie per quelle batteriche o 
fungine, faceva sì che se la coltura fosse stata contaminata anche da un solo batterio o da una sola spora, nel giro di 
pochi giorni la popolazione eucariotica sarebbe stata completamente soppiantata da quella microbica. D’altro lato le 
cellule eucariotiche sembravano essere particolarmente recalcitranti a riprendere una attiva divisione cellulare. 
Quelle vegetali, una volta isolate da un espianto opportunamente sterilizzato in superficie, nella migliore delle 
ipotesi andavano incontro ad un accrescimento volumetrico, ma senza dividersi. La scoperta delle auxine nei primi 
decenni del Novecento accese le speranze di ottenere colture vegetali in vitro. Ma se fu relativamente facile ottenere 
colture di radici che, poste in un terreno nutritivo in presenza di auxina, si dividevano continuando ad accrescersi 
apicalmente, per molto tempo non si riuscì ad indurre lo stesso fenomeno con espianti di altri tessuti e, soprattutto, 
senza mai ottenere la crescita di cellule indifferenziate che avrebbe consentito gli stessi vantaggi sperimentali offerti 
dalle colture di microorganismi. 
Auxine, citochinine e rigenerazione a pianta 
Il quadro mutò radicalmente con la scoperta delle citochinine. Se le auxine controllano la crescita per distensione, 
queste inducono la ripresa della divisione cellulare, e una adeguata combinazione dei due ormoni può determinare lo 
sdifferenziamento di un espianto ottenuto dai più svariati tessuti della pianta, inducendo lo sviluppo di aggregati di 
cellule indifferenziate detti calli. Il trasferimento dei calli in un terreno di coltura liquido, mantenuto in continua 
agitazione per consentire una opportuna ossigenazione delle cellule, porta spesso ad una loro frammentazione in 
aggregati di poche decine o centinaia di cellule. Pur con le dovute limitazioni, relative soprattutto ai tempi di 
accrescimento (una cellula vegetale in vitro mostra in genere un tempo di duplicazione compreso tra le 36 e le 48 h), 
questi risultati misero a disposizione dei ricercatori sistemi sperimentali simili a quelli delle colture microbiche. Nel 
giro di pochi anni, però, ci si rese conto che le tecniche di coltura axenica di espianti vegetali potevano offrire 
possibilità ancora maggiori. Al contrario di quelle animali, le cellule vegetali conservano molto spesso la 
totipotenza, cioè la capacità di dare origine ad un intero individuo. Sottoponendo calli in coltura ad una adeguata 
stimolazione ormonale (in cui il rapporto tra auxine e citochinine deve essere ottimizzato di volta in volta), si può 
dunque ottenere la rigenerazione di plantule. Se il processo avviene in un unico passaggio mediante la transizione 
attraverso stadi simili agli stadi di sviluppo dell’embrione, esso prende il nome di embriogenesi somatica. Una 
possibile alternativa è data dall’induzione preliminare a partire da un callo indifferenziato di apici meristematici; 
questi sono poi indotti a radicare mediante trasferimento in un terreno di coltura in cui sia presente una diversa 
combinazione di ormoni; si parla in tal caso di organogenesi. 
Queste metodiche consentono risultati eccezionali. Almeno in linea teorica, è possibile infatti espiantare dei tessuti 
da una pianta, indurre la moltiplicazione in vitro di milioni di cellule geneticamente identiche, e da queste rigenerare 
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migliaia di piante adulte, cloni perfetti dell’individuo di partenza. In alternativa si può selezionare in vitro una 
cellula che rechi una mutazione vantaggiosa (ad esempio la resistenza ad un patogeno), imporre delle condizioni 
selettive che consentano la sopravvivenza delle sole cellule che recano questa mutazione, e da questa ottenere piante 
che presentino la medesima caratteristica. Lo stesso può dirsi per cellule trasformate geneticamente mediante le 
tecniche del DNA ricombinante, da cui rigenerare piante transgeniche con migliori proprietà nutrizionali o colturali. 
Micropropagazione e plantule axeniche 
Anche senza considerare queste ricadute tecnologicamente più avanzate, la coltura e la manipolazione in vitro di 
specie vegetali, anche per la relativa facilità tecnica e il basso costo della strumentazione necessaria, sono entrate già 
da alcuni decenni nella filiera di alcune produzioni agro-industriali, specie nei settori orticolo, vivaistico e delle 
piante ornamentali. L’uso degli ormoni per la radicazione di talee è ormai entrato nella prassi comune. Molte specie 
vengono riprodotte per talea a partire da piantine cresciute in vitro in condizioni axeniche. La propagazione in vitro 
consente di disporre di piante sicuramente esenti da virosi, patologie che potrebbero altrimenti devastare intere 
coltivazioni. Non da ultimo queste metodologie, prive di controindicazioni poiché non implicano la manipolazione 
del genoma della pianta, consentono la riproduzione somatica (= non sessuale) di specie che hanno cicli vitali molto 
lunghi, o permettono di clonare su larga scala individui particolarmente produttivi, senza la necessità di dover 
selezionare la progenie per isolare i pochi individui che hanno ereditato il carattere. 
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A) STERILIZZAZIONE E GERMINAZIONE IN CONDIZIONI AXENICHE 
A casa. Incubare le piastre in un luogo luminoso e caldo, ma non alla luce diretta del sole e non vicino ad una fonte 
di calore. Esaminarle quotidianamente valutando: 
�� la germinazione dei semi, con l’emersione del germoglio e/o della radichetta 
�� la comparsa di eventuali contaminazioni batteriche o fungine sull’agar vicino al seme o a ridosso della 

radichetta 

B) DETERMINAZIONE DELL’EFFETTO DI DIVERSE COMBINAZIONI DI AUXINE E CITOCHININE 
SULLA RIPRESA DELLA PROLIFERAZIONE DA PARTE DI CELLULE DI ESPIANTI DI SPINACIO 
A casa. Incubare le piastre in un luogo caldo, ma non vicino ad una fonte di calore, scartando quelle in cui 
compaiono contaminazioni (attenzione a non confondere muffe con radici avventizie, e viceversa). Sulla base dei 
risultati concludere se: 

 quiescenza 
cellulare 

proliferazione 
cellulare 
indifferenziata 

produzione di 
radici avventizie 

produzione di 
germogli 
avventizi 

l’assenza di ormoni stimola     
la prevalenza di auxine stimola     
la prevalenza di citochinine stimola     
la presenza di entrambe stimola     
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Agrobacterium tumefaciens e A.  rhizogenes, batteri gram-negativi che vivono nel suolo, sono gli agenti causali 
rispettivamente della malattia “crown gall” e “hairy roots” in piante dicotiledoni infettate. Il “crown gall” è 
caratterizzato dalla formazione di masse tumorali (galla del colletto) che si sviluppano al sito di infezione. In “hairy 
roots” invece si ha abbondante proliferazione di radici che si sviluppano nelle aree infette (foglie o fusti o radici). 
Ambedue i tessuti indotti dall’infezione con Agrobacterium sono tessuti vegetali tumorali cioè capaci di proliferare 
in vitro in modo illimitato e autonomamente, senza cioè l’aggiunta di fitoormoni necessari per la crescita in vitro di 
cellule vegetali non infette. In coltura senza ormoni, cellule “crown gall” formano masse di tessuto amorfo (calli), 
cellule “hair roots” si differenziano in tessuto radicale. Ambedue i tessuti producono e secernono una classe di 
composti (derivati di aminoacidi) detti “opine”. L’induzione della crescita tumorale dipende dall’integrazione ed 
espressione nel genoma della cellula ospite di un particolare segmento di DNA (T-DNA o R-DNA per tumefaciens e 
rhizogenes) contenuto in un plasmide (Plasmide Ti o Ri) portato dai ceppi virulenti di Agrobacterium (Zambrysky et 
al., Cell 56, 193, 1989). Vari elementi genetici sono necessari per l’infezione e l’induzione di tumorigenicità: 

��i geni chvA e chvB, localizzati sul cromosoma di Agrobacterium, che mediano l’attacco alla pianta; 
��i geni vir, localizzati sul plasmide Ti o Ri, mediano la mobilizzazione del segmento T o R-DNA; 
��il frammento plasmidico T-DNA (o R-DNA) caratterizzato da due sequenze identiche di 24 paia di basi 

ciascuna ai due estremi e da elementi genetici all’interno che mediano funzioni necessarie per la sintesi 
endogena e il metabolismo di auxine e citochinine necessarie per l’acquisizione della tumorigenicità. 

Nel complesso gli agrobatteri virulenti realizzano un processo di trasformazione genetica in quanto sono capaci di 
inserire un frammento del loro DNA nella cellula ospite. Come tali possono essere utilizzati, con opportune 
modifiche, come vettori per manipolazioni genetiche nelle piante suscettibili. 

SAGGIO DELL’ATTIVITÀ DI GENI “REPORTER” IN PIANTE TRANSGENICHE 
Il controllo dell’attività di un gene si esercita a vari livelli: controllo della trascrizione, della traduzione, dell’attività 
del prodotto. Di particolare rilievo è il controllo della trascrizione operato da sequenze promotrici (generalmente 
poste a monte della sequenza codificante) che assicurano il livello di trascrizione, la tessuto-specificità della 
espressione o la dipendenza della trascrizione da stimoli esterni (luce-buio-temperatura, ecc.). È possibile saggiare le 
proprietà di sequenze promotrici costruendo un gene chimerico portante ad esempio:  

1- una sequenza che codifica per un particolare enzima di facile dosaggio, suscettibile di visualizzazione 
istochimica e non presente nei tessuti vegetali (gene “reporter”);  

2- una sequenza promotrice putativa agganciata a monte della sequenza nucleotidica che codifica per la 
funzione “reporter”.  

Il costrutto è quindi inserito nel segmento T-DNA in posizione adiacente al gene Kan R (gene che codifica per una 
proteina che conferisce resistenza all’antibiotico kanamicina; ciò è utile perchè permette di selezionare subito le 
cellule effettivamente trasformate) e integrato nel genoma della pianta mediante infezione con Agrobacterium. Di 
conseguenza la trascrizione del gene “reporter” e quindi la comparsa dell’attività enzimatica da esso codificata nei 
tessuti della pianta transgenica dipenderanno dal tipo di promotore utilizzato. In sintesi il sistema permette la 
valutazione della capacità promotrice e della tessuto-specificità di vari putativi promotori nelle piante. Se si 
utilizzano invece promotori “forti”, come per esempio quelli virali, che consentono trascrizione elevata e costitutiva, 
si può ottenere in pianta una super produzione di proteina eterologa. 
L’obiettivo dell’esercitazione è duplice: 

1- dosare l’attività del gene “reporter” β-glicuronidasi (GUS) in tessuti fogliari di piante transgeniche. A 
questo scopo si utilizzano piante di Arabidopsis thaliana transgeniche per inserzione del gene GUS sotto 
controllo del promotore 35S, una sequenza di DNA promotrice della trascrizione di un mRNA 35S del 
virus del mosaico del cavolfiore. Questo promotore dà trascrizione elevata e costitutiva cioè promuove la 
trascrizione del gene a cui è legato con alta efficienza ed in quasi tutte le cellule. 
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2- Visualizzare per via istochimica la localizzazione dell’attività GUS in piante transgeniche di A. thaliana in 
cui l’espressione del gene è sotto controllo del promotore S35 o di un promotore tessuto specifico. Come 
materiale di controllo si utilizzano piante di Arabidopsis non geneticamente trasformate. 

Il gene “reporter” utilizzato in questa esercitazione è il gene di E. coli che codifica per l’enzima  β-glicuronidasi 
(GUS). L’enzima catalizza l’idrolisi di legami β-glicuronidici, è molto stabile e praticamente assente nella maggior 
parte delle piante. Un conveniente substrato per il saggio dell’attività GUS è il 4-metilumbelliferil-β-D-glicuronide 
(MUG): la reazione catalizzata è MUG ↔ acido glicuronico + 4-metilumbelliferone (MU). MU è fortemente 
fluorescente a pH alcalino quando eccitato con luce di 350 nm e con emissione massima a 450 nm. Di conseguenza 
è possibile valutare la conversione di MUG (non fluorescente) a MU valutando la fluorescenza di MU alla 
lunghezza d’onda di emissione utilizzando uno spettrofluorimetro.  
La visualizzazione istochimica della presenza di attività GUS in piante transgeniche è possibile utilizzando come 
substrato per l’enzima il composto 5-bromo-4-cloro-3-indolil-glicuronide (X-Gluc). Incubando sezioni di tessuto 
con X-Gluc, il substrato penetra nelle cellule e in presenza di GUS libera 5-bromo-4-cloro-3-indolo che è insolubile 
e forma un precipitato di colore blu intenso (blu-indigo). Di conseguenza l’osservazione al microscopio di cellule 
contenenti il precipitato blu è sintomo dell’espressione in quelle del gene GUS. 
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�� �������  	
��� 	�� 	� �� ��� � 	
� ��� :�(��/��� � � �� � 	� �� �� � � � � �� � � ���� 	�� � ��� � � 	� � ��/
�� 
��� �	 ����� � �	��� � 	� 
	�
� � 
� � 
� � ����	� �� �� 	�� � �� 
� 	�� �� � � 	
� � �	� 
�� � �����	
� �� :� ��� � � 	� � � 
�� � � 	� �� � 	� 
� � � 	�� �� ���	� � � � 	� K� �	
��	� ����� �� � �� � � � 	� 
� �
�	� � ��� � � �����  � �� � � � � �� � 2� �� �� 	
� � � �� � �
� � � � ����� �� �� �� 	���� ���$� � ��� ���� ������ � �	�� �� � � �� � �	� �� 	��� � 	� 
	��� 
�� 
� 
�	�$� �
�	� �
� �����	�� 	�� :��� �� 	�� � ������ �� 
� 	 ��	�� �	
�� 
�� � ��  � ��� ���� �� 	�!� �����  � �	
� 	���� �
� �������� ����� � ��� ��	� � ������
�
�� � 	� 
� �� !� #� -� "� �� 9� ,� 6� 5�
� :��&4� (� �� !�� !�� #�� "�� 9�� !��� �� ��
� :��&4��� 	�� 
��� � ���!� � < �(� � � � � � � � � �
@�&4�(� 222� 222� 222� 222� 222� 222� 222� T� #T�
;#B�&4���	
� ���!� �(� � � � � � � � � �
�
�� � 	� 
� � �� ����	�� �� 
��� � 	� 
� �-� ��� 	��� �� � 
�� ���� ��� 	���� ��� 
� ��/
�� ���� �!�� 	
�����  � � ���� ���� �	� 
�� ���� � 	� 
� � �� ���-� ��
� 	� �� �� � 
�� � � � � � �� 	���� � � � �	�� � &�� � 	� 
� � � � �� �� � 	� 
� (�  � ��� � �� 
� �� /
�� ���� � "��  	
� �� ��  � � ���� ��� � �	� 
�� �� *� � � � �� �
���� � � ���
� ����99��
 ��
� % � �� � 
�� ����C �#�B-�#7 ��C �B;���#7 ��C �2�������� ���!97 ��:D:�!7 ���� :B"&�;#B(�"7 �

% � �� � 
�� �� ��K� �	
��	� ����� �� �� 	�� 	�� �!�!��� 
�;#B�
���� � �	�� �� 
���� �� ��� 	������� ����	� � ���
� � �	
�� ���	�� �� � ������� 	��	 � ������	
�� �� 	
��� �	�� ��� �	�� 	��� � � ���
� ��� �	
��� �	� � � ��� �$� �
�	� �
� 	� � :�� � �� � � 
�	� 
� ����  	� �� ��� � 	� �� �� 	� 
� ��D� �� � 	
��� � � ���	�� � 
�� � ���$� �
�	� � � 	� � �� �� 	
� � � �� � � 
�� � 
� 	� �� � 	� 
	� � 	� � � ������ �
� 
� 	 ��	�� ������� ���� �!(������ 
�� 
���� 	� 
� �� 	�� �� �� 	
� �� � ���@�& � < �(�� �#(��� �� �� �� 	
� �� � ������ �� � ��� ��  � �� 	��� � �	���

�(�D@) @% F/C �A /BC @�D@**L�) ) /+ /) S �@C A /F�) /���β2E */�. % BC /D�:/���&E . :(�

*L���	� 	� � � 
� 	 ��	��� � �� � � � � �� � � �� ��  � �  � �	� � 	� �� �� � 
�� � �� 
� �  ��� � � �� 
� �� 
� � ��� � ��� � ��  � �	� � 	� � �� � � ��� � &F. (� �� � ��� � � � ��
 	
� �� �� � �� � �� 	�� �� �� 	
� ��:	��	�� �� ���� ���� 	���� � �' �� �� � � � � � � �� ��� 
� � � 
���� ��� � ���� 	� � ���� � ��L���	� 	� �� 
� 	 ��	���� 	��� � � � � 	���
� � �� � 	
�
� � � ��� � � �� �	� � 	
	� 	��� � &� 	(� � � ���� �� �� 	� 
� �� *L� � � � �	 � 
�� � �� � � $� 	
� 	� �� � � �� � � � � 	� � � �	�	���� � � � � �L���	� 	� � � 
� 	 ��	���
 	� � ����� � � � � 	� ��� ��� �� 
� 	� 	� 
� � � � ���� � 	� � � ��� �� ��� 	� 
� � ���� � 	� � � �� 
�� 
���� 	� 
� � � 	� � 
� 	 �� 
� �� � �� � 	� �� *L� �	� ��	� � � ' �  	� � ���� � ���
� �� � � � 	� 
� � � � �� � �� � � ��� � � � ���� �� �� 	� 
� � &F. (� 
� �� ��  � � � 	
� � 
��  	� �� ��� � 	� �� �� 	� 
� � �� 
�� 
� 
�� � 	�� � � �� ����� � &F. E (� � � �L� � ������ �
� 
� 	 ��	�� �&@(��:	�
� �	��� ���� 	���� � �� � �� �� � ��� �� 
� � �� � � �� 	� �� 
�	
� � �� 	�� ��� ��� 	� 
� �� � ����$� �
�	� �� 	�F. ��� � �� 	��� � ��
� ����  � � ��
�	M �� � ��� ' ������ �� 	� 
� �� �� �� � � ���� ;�,�� � 
��� ����$� �
�	� �� 	�F. �� � �� �� ��� ����� � � 	�
�� � 	� � ������ � �	 � ��	������ ;�!��	
�$� �
�� �
' � � � �� � �� $� � � �� � � ;� �����	
� � �� � � F. � ��� � �� � �� �� :	� � � � ��

� � ���� � �	�� � $� 	
� 	� � 
��  	� �� ��� � 	� �� �� 	� 
� � � � � 
�� � � �	� � � 	� � �� � � ��� �
�� 
�� 
� 
�	�� 
��� � �� � 	� 
� ������	
��&� �� � � ��� �� �� � (�	
��� 	��� � 	� 
� � �� �����  � 	�� 	� � �� 	���	$� � �� �� � ���� 	� �� ���� 	��� �� 	� 
� � 
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��  � � � 	� 	� 
� �� � ���� 	� �� ���� 	��� �� 	� 
� �&� � ��  � ��	
��� �!� �(��
:� �� ����� �F. E �#� F� � ����4���&����� ���� ������ 
�� 
���� 	� 
� ��	
��� (�
) @� � � � "6��4��> �
@� � � � ��#��4��> �
> �/�� � ��  	�� 	�@�&� �� 	��� 
� � � � � 
� ��� 	�) @(�� � 
� �� �� � 	�	�	�� 	�� ��	�� 	� 
	���� � �� 
� ��� � ��L���	� 	� �� � � � �� ����
� ��/Q �� � � �� � 	� ��

��  � � � 	� 	� 
� �� � ����� � �� � 	� 
� �� 	�� �� � ��
C �#�B-���#�F� � � !�5� ��� � ��� �� � � ����

!Q �� �� � 	� ���

�� � 	� 
� � �� ������ 	� �� ���� 	��� �� 	� 
� ��L� � ������ �@���� 	���� �� ��� 
��  � � ��
� � � 
�� ������ ���	�� �	����� 
�  � ��� ������ �� � ��� �� 
���	$� � ���� 	�
!���4�� � � ����  	� �� ��� � 	� �� �� 	� 
� ��� ��  � 	� � �� � �� � � 	� 	� &!� 2�#� 2�-� 2��� 2�!��  	
(� � � 	  � ��� ����
� ���� � �� � � ���� � �� � ��:	�
� �	��� � �
� ����
� �� � � ����� �� � ������ �� 	� 
� �� 	����� � �������� � ��� � ��� ;������	
� ����� �� � � �� ������ 	� � ���� � ������� � �� � �� 
� ��� � ��F. �
� ��� �� �� � � ��� �� �� � ��
F	� � ��� ��� � �	 � ��	����*�����	���� 	� 
� � � � ��� � � ���  � 
�� � ' � ��  � 	� ��� � �� �� � � 
��  � 
�� � � � �� ��	� � � 
� � ����F. ����
F�= ����� � 
	� � � 	�
��� � �� � �� 
� ���. �	�	� � ��� �� �  � �� ��� �� �� � � � ���� � �	 � ��� �� ����� �� � � ���� � � ������ � � � ��� � ��� �� � � � � � �� ��� ��� � � ���� ��� �� ���  � 
�� ��� 
��� �
��� � � �� � 	� 
� � � 	� � �� � ��:	� 
� �	� �� � � 	�� ��� � �	 � ��� � �  �  	� � �� � �	
� ��	� � 	� ��� � �� � �� 
� ��
� ��L	
�� �� ���� � ��������� � 
	� � � 	� ��� � �� � �� 
� ���
O � ��� ���	��� ��� �� � 	� � ���� �� ��� � ��"������ 	�� � � � �� �� �� � � �� ���� 	�� 	�� �	��� � 	� 
	��

#Q �� �� � 	� ���

�	� � �� �� �	��� �� � 	� �� ��	�
� � �&��� � � � � 	�
� � �� �� 	 � � � �
� � (����$� �
�	� �� 	�@�� �� � � 
�� �
� ���� 	� �� ���� 	��� �� 	� 
� ��
@
��� �	�	�� �� � 	�� �

� ��	� � �� �	��� � 
� �� � � �� � ��� ��
�

��2�#�*�(-��)�#�/��� 3��� ��
@*�� B% �A /BC @�D@/�D�) /�
!� �� % 	� � ����� � 	
� ���� ���� 	� � ��� �	� � 	� ��� � �� � �� 
� �� &K(�  	� � ���	�� ��� � ��	�� 	� 
� � � 	� ��� � �� � �� 
� �� &∆K(�� �� � � ' � � �� � � �� 	� 
��� � �����
�� 
�� 
���� 	� 
� �� 	�F. �
� ������ � � ����� 	� �� ��� ����
� ����  � � ��' �� 
�� 	� � ���� � ����� � �� �	� �� 	��� �� 	� 
� ��C �� �������� ��� ������!Q � 	
� �� �' �
��  � �� 
� 	� ��� � �� `�	�
�� a�&F. �� �� � � 
�� �
� ����� � �� � 	� 
� � � 	�F. E �� ��� � �� � �� 
� ��� 
� � � � 
��� � ���� � 	� 
� ��� � � 
�� ��� �� 	��� �� 
� ��� 	�
�� � � �� � 
�� � ���� ��� � � � ���� �� � � ���� � � $� � ���� � � ���� � � �� �� � � ���� � �� � � ���  � 
�� (�� � � �� �� 	� 
� 
� � � �� �� � � � �� � 	
��� � ��� � � �� �	� � � 	�
�� �� 	� 
� �� � ��
�� �	��!Q � 	
� �� ��

�@������4���
� (. �� � % � � � � � ((. �� � % � � � � �

 	
� K� ∆K�� ��� 	
�!� ∆K< 	
� K� ∆K�� ��� 	
�!� ∆K< 	
�
!� � 222� 222� � 222� 222�
#� � � � � � �
-� � � � � � �
�� � � � � � �
!�� � � � � � �
 � � 	��∆K< 	
� <<<<� <<<<� � <<<<� <<<<� �
� � � ��� ��
� ��� � <<<<� <<<<� � <<<<� <<<<� �

�
��  � 	���� �� 
������ �����
��� � ��� � ������ � �� 
� ��$� �
�	� �� 	�� � ������ ��
��	� � ��� ��
/
� �	
� �� � � 
� ���� � �	� � 	� � � M ����� 
� � �� ��� � � ��� � � �� �	� � � 	� �� �� 	� 
� � � 	 	
� 	� ���
� �� ��  � � � 	
�$� �
�� � � 	� �	� � �� � � �� � �� � � 	� � � 
�� � ���
�� 
�� 
���� 	� 
� � � � �� � � �� ����� � � � ��� �� �� 	� 
� � � �� �� � � � � � �� � � ��� $� 	�	��	� � &� � �� �	� � 
� ���� � � � ��� � �� � � �� (�� ) � ���� 	��� �	
��
�� � �� � � ���
$� �
�	� � � 	� � � �� ����� � ���� �� � ��� � ' � �� ���	� � � 
�� � � 	��� ����	� � � ��� ������$� �
�	� � � 	� � � �� ����� � 	
	� 	��� �&� � ���� 	������ 
�� 
���� 	� 
� �� 	�
� � �� ����� � 
� 
� � ��	�� � 	� 
	�	���	� � � 
�� � 
� �� ��  � � (� � � ��� �� 
�� 
���� 	� 
� � � 	� � �� � � ��� � �� � ��� � ' � ��� � �� &� � �� �� 	� ��� � � �� �	� � � � ����
�� �� 	� 
� �	
� � �� ��' ����� �� ���	�� (������ �� 	� 
� �� � M �� �� �� � � �� ��	
� �� � 
�� ���	� ' ���� � �� �	� ��� � ��
�� �&� � ��� ' �
� 
��	�� 	��	
���	� �� 	� 
� �
� � ���� 
� 	 ��� � ��
�� ���	
�� ��� 	� 
� (�� ����� � �� �	� � 	� � �������� � �� � � 
���� 
�� 	� � ���� � ����� � �� �	� �	
	� 	��� �� 	��� �� 	� 
� ���

�� ��� � �� � 	
��� �� � �� ���  � ����� � �� �	� �� ��	��
� ����  � � ��� � �� �� �&� �� � � � �� (�� � � ���� �	
�� � � � � � 	��

�(�D� �� � 	
��� �&�� � 	� 
� �� � ���� � 	� 
� (����� ��	�� 	� 
� �� 	���� � �� � �� 
� ��&∆K(�� ��� 	
�!�� ����� ��	�� 	� 
� �� 	���� � �� � �� 
� ��� � �� 	
� �� �
b&K#2K!<&�#2�!(��&K-2K#(<&�-2�#(�� ���c��/
���� � �� 	������ 
�� � 
�� �� � ����� � �� �	� �� 	��� �� 	� 
� �� 	�� � � � �� � � �� 
�� � ���  � 
�� �� �� � �� � � 	� � �
� � 	�� ��� �	�� 	�∆K< 	
��:� ����� � �� �	� �� 	��� �� 	� 
� �' ��� � ��
�� ��	�� 	����� 
� � 
� �� ��� �	�� � � ��	�� � ��� � 
	� 	� � ���� 	�∆K< 	
�� �� �	�� � � 
�� ��	�
� �� � �� � 
�	� � � � � �	� ���L� ��� �� � � � � �	 � 
���� � � ���

� � � 	�� � � � 	�	� 	� �� � � 
� � ��	� 	�� /
� $� � � ��� ��	 � � ��� � �� 	�� � ��� �� �  � � 	� � � � 	� ∆K< 	
�
&Σ∆K< 	
�<�
�  � �� �� � ��� � 	� � �� (�' �� 
�� 	� � ���� � ����� � �� �	� �	
	� 	��� �� � ������ �� 	� 
� �	
�� � � � �� ����� � � 	�� 	� 
� �� ��
� ��� �&:(�' �� 
��
� �	 ��� � ���� ��� �� ��� � � �	��� ������ 	� � ����

�(� % 	� � ����� � 	
� � ���	�� � � � � ������  	��	 � ������ 	� � ��� �	� � 	�K�  	� � ���	� � � � 	
��� �	� � �� 	� ��  � 	��� ��	� � � 
� � 
�	�� /
���� � � � 	� ����� 
�� � 
�� �
� � ����� � �� �	� �� 	��� �� 	� 
� ����� � 
� � 
� ��� � ������ �� ��� � � ��	����� �	�� � 
�	�� � � �	 � 
���	�� 	 	
� 	� �� �
� ����  � � ��:� ����� � �� �	� �� 	��� �� 	� 
� �
' ��� � ��
�� ��	�� � 
�	�� � � �	 � 
���	�� � �	
	� �� 
� �� 
���� ��������� 	�� � 
� � 
� ��' �� 
�� 	� � ���� � ����� � �� �	� �	
	� 	��� �� 	��� �� 	� 
� ��� �	�� � � 
�� ��	�
� �� � �� � 
�	�� � 	�� ��	�� � � �	 � 
���	�� � � � �	������ ��� �� �� � � �	 � 
���� �� ���

� �� 	��� � � 	�	� 	��� � �
� � ��	� 	��	� � � ��� ������� � 
� � 
� ��� � ������ ����
�� � � � � �	� �	
�� �� � ���	�� ��	�� � � �	 � 
���	���� ��� � �� � 	
��� �	�� ��� � ��	�� � 
� � 
� ��&�(�� ��� � 	
� �
� �� �&�(�� � ������ ����&[ �= ��3 �N��(��� � �
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 � � �	� � 	
�� �� � ��� 	� � � � ��	� � ��	� � � �� �� � � � ��� � ���
��	� 	� � 	� �� � �� � � 	� 
� � �	
� ��� � �� �� ��  � � �� �� � � �� 
� ��� ����� ����	�� �� C � ���� � �� � � 	
�
� 
��� �� �	���� 	����� ��� �� �� � � �	 � 
���� �� � 	�
� � ��	�� �� � 	�' ��� ��� ������	�� �� 	�[ ���� � �  � 
� � ��� � �
� 
�� 	�� 	��� ��� �� ��� � � �	��� ��	���  � 	�� 	�
� �� �	� � � ��

*��� � 
� � 
� ��� � ������ ����&∆K< 	
(�' �� 
�� 	� � ���� � ����� � �� �	� �	
	� 	��� �� 	��� �� 	� 
� ��� � ���� ��� �� ��� � � �	��� ����� �� � � ��� � 	� � �� �
� 
�' �
��� � � � � ���� � $� � � ���  	� � ��� �� 	
�	� � �� � � $� �� 	� �� 
� 	�� � ��� �� �  � � 	� � � 	� ∆K< 	
� ����� ���� � � �� �� � � 
��  � 
�� �� �� �� � � 
	� $� �
�	� � � 	�
� � ������ �� �	�	� � ����� � � 	��� ��� ��	�	�� ��� �	�� 	�∆K< 	
�� ��� 
� �	�&�� 	�� � � � � �� � 	��� ��� � 
� 
� �� � 	��� � 	� 
	�����	(��
��$� � � �� �� � 
�� �� �� �� � � �� ����� 
� � ��	�� ��� �� � �� �	� �� 	��� �� 	� 
� � 	� � ���� ���  � �∆K< 	
�	
� � �	�� 	�F. �� �� � � ��� �� � �� 	
� �� �� � �� � �� 	�
� �� �� 	
� ����  � �	
� 	���� �
� �������� ����� � � � � 
�� ��C � ������ �$� � � �� �� � � � �� ��� 
� ���� 
�� �� �� � � �� � ��� �� � � �� 	��� ��� ��� �� 	�� 	� 	� 
	��� � ��� � �� �
� � � ���� ��� ����� � ������ �	
	� 	��� ��	
� ��� �� ��� 
� �� �	���� � 	� 
� �� 	��� 	��� � �� � 	� � ���� ������� � �� � �� 
� ���
 
� J �µ��@�<��� � 	� 
� �� J �µ��@�<��� � 	� 
� ��
∆K< 	
�
� ���� � 	� 
� �� 	��� ��� ��� � �

∆bF. c<∆��
� ���� � 	� 
� �� 	��� ��� ���&
F�<� 	
(� � �
F. < 	
�� �� � � ��� �
� ���� � �� 	� 	� � ��> �& � �	<& 	
�3 ��� � (� � �
F. < 	
�� �� � � ��� �� � �� ��� 	�@> > �& � �	�<�& 	
�3 � �@(� � �
F. < 	
�� �� � � ��� �� � �� � �� �� �� 	
� �& � �	�<�& 	
�3 � � �� �� �((� � �

> � � �� 
� �� � �� 
�� � � � �� ����� � �� � � 	�� � � ��  � � �� ���� � � � �� �� � 	� 
� � � 	�  	� � ��� � ��� � 	� !�  �� � � �� � � � � �� �� � � � �� � K��� � �� � � 	�� 	�� � !���4�� � 	�
 	� �� ���� 	���� �� 	� 
� ��� 
�!�5� ��� 	� 	� �� ���� 	�� �� � �
> > ��� 
� �� ��� 
�� �� � ������� ��� � �� �	 ��� 	�� � ���� ��� � �� �� 	�� 	�� ���� � ������ �@��

/�� �� 
��� 
�� � ���� 	� �	� � ����	� � ��� 
� �	� � �	�	� � �
� � � � 	� � �� � � $� �
�	� � � 	� @� � 	� � � � � ��� � � 	� � ���	�	�� � �� � � �� ��� 	� 
� � ��' � ���� ��� � � �� �	� � � 	�
�� �� 	� 
� �� ������ 
�� 
���� 	� 
� �� 	�� 
� 	 ���

�(� /� � ��	� ����� ��	� � 	� � � � � ��� 
� � � �
�� � � � 	� ����� ���� � $� �
�� � � � �� ����� � ' � � ���� � �� 
� �  ��� � 
� ����  	� �� ��� � 	� �� �� 	� 
� � � � $� 	
� 	� ���
�� 
�� 
���� 	� 
� ��	
��� �� � ��� � �� ����� �� �� � ��� �� � � ��� ��� �� � �  � 	� �� � � � �!�� 	
�� 	�	
�� ��� 	� 
� ��
�

�� �#� �(�//���)�#�!�� '/��,'/ �#�' �+����(�!)/�!�� '#�1�
@:�@% /F@C ) B�(��/ (/ 0 �

% 	� � ��� 	� 
� �� 	����	� 	� �β2� �	�� �� 
	� �� 	���	
�� 	�
�� ����
� � � 
	�� � �
O � ��	���	� � � 
�� �� ��� � �� � � 
� �� � � �� ���
� � � 
� � � � M � � � � � �� � � 	� � ��	� � ���� 	� �� �� 	 	�� � 
�� ��:�  	� � �� �	�	� � ��	� � 	� � 	�
�� � ���
� � � 
	�� � ��� � �
� � � �	 � 
� � 	�� � � 
� � � � ���� E . :� � � ��� � �� 
��� ��� � � � �� � ��  � �� �� � -�:� � � � � ��� � 	�� �� 
��� ��� � � � �� � ��  � �� �� � �) ;� 26� � � 
� � � ���	� � � � �	� � � � � 
�
�� ��� 
� � �� ��	� � ��� � � � ��� �	��	� � � � 	
��� � 	
� � � � 	� 	� 
� � � � ��	���� � 	
� �� � ��� � 	� ��� � �	��� &#�2#"Q �(�� D� � � � �2!�� � 	� �
	� 	� � � � 	
� ��	� � � 
� �
�� 
� � 	�!2!���� �� �� � 
� �� �� 
�	�� � ��� � � � �� ����� �� �	�	�	
�!2!��� ��� 	�� ��	
	
� �� � �� �	� 
���  � � � �����  � �� � � � � ��

!� F�T2E �� ��&�2���  � 2"2��� �� 2-2	
� � �	��� �	�� �� 
	� � (�
!��� F�:� � 	� ��� � ���� �� ;�,���
!�� F�@D) ��
���� F��� ��� � 	� ��� ��� �	�
� �� �
���� F��� ��� � 	� ��� ��	�	�
� �� �

/
�� �� � � 
� ��� 	�E . :���TE �� ���	�� ����2���  � 2"2��� �� 2-2	
� � �� ��� � �' �	
� � �� �	�� �� ��� � ��� 
�� �� �	� 	���� �� 	��� �� �� ���� �	
�� 
� � �&��� 2	
� 	� � (��
D	��� 
� � � � � 
� ����� � � � �� �� 	� 
� ���� 	��� � �� � 	� �� 	��� ��� �� ��� 
�� 
� 
�	�	��� �� �	� 	���� ���� �' �� 	
��  � �� � ���� � � �� � � 	� 
� �� � ��� � 
� �E . :��

*�� �� �� ��� 	� 
� � � 	� -�:��E . :� ' � � 	� 	�	�� � 	
�  � 
� � � 	� !� � �� $� � ���� � 	��) ;� 26��E . :� 	
� � 
� � �	� � � �� �� ���� �� �� � 	�� ���� � ���� � � ��	 � 
�� � � � ��
� � �� ����� � 	
� �� ���� ��� � ��
�� ���� ��� � � � �� �� 	� 
� � ���  	��� � �� � 	� � � � �� � ������ � � � � � #�2#"� � �� � � 	� 	
�� ��� 	� 
� � 	
� � �� � � 
� �� � � �� � � �� ����� �
� �� � � � ��
�
�


