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Riassunto –  Utilizzando la native PAGE (poliacrilamide gel elettroforesi) è stata rilevata la presenza di glucanasi e chitinasi su estratti 
di piante di alcuni cloni di ciliegio selvatico Prunus avium L. inoculate con differenti specie di  Phytophthora spp.. Il ciliegio da legno risulta 
infatti suscettibile a questo patogeno che provoca un indebolimento generale della pianta fino a determinarne la morte. Queste due PR 
(pathogenesis related) proteins normalmente sono prodotte dalla pianta come prima risposta di resistenza al patogeno. In particolare 
la loro attività enzimatica è coinvolta nella degradazione della parete e nella inibizione della crescita ifale del fungo. Generalmente le 
tecniche impiegate per la loro visualizzazione consistono nella colorazione dell’estratto cellulare grezzo o del gel di poliacrilamide attra-
verso procedure piuttosto lunghe e dispendiose nella quantità di reagenti e nella manodopera. In questo lavoro è stata invece utilizzata 
una tecnica diretta di colorazione dell’attività enzimatica su substrato di Carboximetil (cm)-Curdlan RBB (Remazol Brilliant Blu) per la 
glucanasi e su substrato di Glicol Chitosan per la chitinasi. Il protocollo utilizzato è risultato sensibile nell’individuare la presenza delle 
due proteine oltre che molto semplice, agevole nelle procedure e poco costoso.  

Parole chiave: resistenza, glucanasi, chitinasi, Prunus avium, Phytophthora spp. 

Abstract – Tecnique to detect on  ß-1,3- glucanase and chitinasi by native PAGE,  in Prunus avium (L.)clones  inoculated with Phyto-
phthora spp. ß-1,3-glucanase and chitinase activities have been detected by native PAGE (poliacrylamide gel electrophoresis) on leaf 
extracts of wild cherry (P. avium) inoculated with different species of Phytophthora spp.. These pathogens are  aggressive in wild cherry 
and they can cause wiltings and death of the plant. These two PR (pathogen-related) proteins are normally produced by plants as first 
resistance strategy towards pathogens. The PR activities  are  involved in ifal cell wall degradation and growth. Usually, the techniques to 
detect them  are based on colorimetric assay performed with the total protein extracts or in the poliacrylamide gels, through expensive 
procedures. In this work a direct colorimetric detection on a Carboximetil (cm)-Curdlan RBB (Remazol Brilliant Blu) and Glycol Chitosan 
substrate, is used to reveal ß-1,3-glucanase and chitinasi respectively. This protocol  resulted to be very sensible in detecting  the two 
proteins, very simply, reliable and cheap.
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Introduzione

Il ciliegio selvatico (Prunus avium L.) è una 
latifoglia nobile a legname pregiato ed ha un’ampia 
possibilità di impiego in foresta e nell’arboricoltura 
da legno in tutta Europa (Hammatt e Grant 1997). Il 
miglioramento genetico di questa specie in Italia  è 
finalizzato all’incremento della qualità e della quantità 
di produzione del legname e alla selezione di cloni resi-
stenti ai patogeni che più comunemente lo colpiscono 
(Ducci et al. 1987, Ducci et al. 1988, Ducci e Santi 1996 
e 1997, Barzanti et al. 2004). 

Differenti patogeni possono colpire P. avium tra i 
quali numerose specie appartenenti al genere Phyto-

phthora, come P. cambivora, P. cactorum, P. drech-
sleri, P. megasperma, P. citrophthora, P. syringae 
(Erwin e Ribeiro 1996, Van West et al. 2003). Questi 
patogeni causano il marciume del capillizio radicale, 
microfillia e filloptosi anticipata, appassimento e man-
cata crescita dei getti terminali, fino alla morte della 
pianta. Questa malattia può essere controllata con 
efficacia solamente attraverso l’uso di materiale con 
un più alto grado di resistenza al patogeno. E’ molto 
importante quindi selezionare ed ottenere genotipi che 
posseggano tali requisiti di resistenza.

Nelle piante l’induzione alla resistenza ai patogeni è 
basata sull’attivazione di geni della resistenza che pos-
sono sintetizzare e, quindi, accumulare PR proteins, 
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ovvero proteine correlate alla patogenesi. Le proteine 
PR sono indotte sia localmente che sistemicamente 
(SAR systemic acquired resistance) (Van Loon e Van 
Strien 1999), sono localizzate nella forma base nei 
vacuoli e nella forma acidica nello spazio intercellu-
lare. Basandosi sulle loro reazioni sierologiche, sulla 
massa molecolare e sulla sequenza sono suddivise in 
5 gruppi. Quelle analizzate in questa indagine sono  le 
glucanasi (ß-1,3-glucanasi - EC 3.2.1.39) che apparten-
gono alle PR 2, classe II intracellulare  (in particolare 
2c) e III extracellulare, e le chitinasi [1,4-(N-acetil- 
ß-D- glucosaminide) glicanoidrolase, EC 3.2.1.14] che 
appartengono alle PR 3, gruppo III, classe III (Kalix 
e Buchenauer 1995, Van Loon e Van Strien op. cit., 
Selitrennikoff 2001). 

Indagini sulle proteine coinvolte nella resisten-
za a Phytophthora spp. sono già state condotte su 
pomodoro (Woloshuk et al. 1991, Niederman et al. 
1995), peperone (Kim e Hwang 1994 e 1997, Egea et al. 
1999), soia (Graham et al. 2003) e tabacco (Pan et al. 
1989 e 1991b, Woloshuk et al. op. cit., Niederman et 
al. op. cit.), confermando la presenza di PR proteins 
in risposta all’attacco del patogeno e identificando 
tra queste ß-1,3-glucanasi (Pan et al. op. cit., Kim e 
Hwang op. cit., Egea et al. op. cit.) e chitinasi (Kim e 
Hwang op. cit.). 

Esistono diverse forme isomorfe degli enzimi che 
possono svolgere differenti azioni nell’espressione 
del sintomo e nella resistenza, come nel tabacco e nel 
peperone (Pan et al. op.cit., Woloshuk et al. op. cit., 
Kim e Hwang op. cit., Egea et al. op. cit., Van West et 
al. op. cit.) .

Le glucanasi e le chitinasi nei meccanismi di difesa 
delle piante contro i patogeni agiscono in differenti 
maniere: le ß-1,3- glucanasi idrolizzano ß-1,3-glucano 
(laminarina), tra i maggiori componenti della parete 
cellulare dei funghi, liberano oligosaccaridi induttori 
che provocano la produzione di composti antifungini, 
le fitoalessine ed inducono la lignificazione (Kauff-
mann et al. 1987, Pan et al. op. cit., Kim e Hwang op. 
cit., Egea et al. op. cit., Deborah et al. 2001, Sible et 
al. 2004, Gohel et al. 2006). Le chitinasi degradano 
la chitina, inibiscono la crescita cellulare dei funghi, 
svolgono un ruolo anche nello sviluppo dell’embrione, 
nell’impollinazione e nella riproduzione sessuale (Wu 
e Bradford 2003, Gohel et al. op. cit.). L’interazione 
pianta-patogeno è complessa, i due enzimi agiscono 
in sinergia così che la loro combinazione inibisce la 
crescita dei funghi in modo molto più accentuato di 

quello che possono fare singolarmente. Inoltre tra le 
cultivar suscettibili e resistenti vengono indotte rea-
zioni di difesa molto diverse (Pan et al. op. cit., Egea 
et al. op. cit.). 

I protocolli proposti dalla letteratura per verifi-
care la presenza delle due PR proteins prevedono 
l’estrazione delle proteine totali dai tessuti inoculati 
e descrivono due diverse tecniche di visualizzazio-
ne dell’attività enzimatica: un saggio colorimetrico 
sull’estratto (Kaufmann et al. op. cit.; Legrand et al. 
1987; Kim e Hwang op. cit.) ed una separazione delle 
proteine totali mediante elettroforesi su gel di acri-
lamide non denaturante, native PAGE, e successiva 
colorazione del gel di acrilammide (Cote et al. 1989, 
Pan et al. 1991a, Kalix e Buchenauer op. cit., Gohel et 
al. 2005). Pan et al. (op. cit.), Kim e Hwang (op. cit.), 
Egea et al. (op. cit.) propongono di utilizzare entrambi 
i metodi. 

Obiettivo di questa ricerca è di mettere a punto un 
metodo di screening semplice, veloce e poco costoso 
che permetta di rilevare la presenza di queste due 
proteine PR nel ciliegio correlate ai meccanismi di 
induzione alla resistenza a Phytophthora spp.. 

Materiali e Metodi 

Preparazione del materiale vegetale
I genotipi utilizzati in questa ricerca (Tabella 1), 

prelevati dalle collezioni clonali, fanno parte di un 
ampio gruppo di cloni in via di selezione del CRA- 
Centro di Ricerca per la Selvicoltura di Arezzo (Ducci 
et al. op. cit.).

Le piantine sono state prodotte in vitro mediante 
micropropagazione secondo il protocollo di Barzanti 
et al. (op. cit.). Dopo 4 mesi dall’avvenuta radicazio-
ne 4 piantine per ognuno dei 7 cloni di ciliegio sono 
state sottoposte ad inoculazione con diversi specie di 
Phytophthora: P. cinnamomi (Ph 17), P. citrophthora 
(Ph 9), P. megasperma var. megasperma (Ph 78) e P. 
alni spp. uniformis (Ph 68), secondo il protocollo di 

 Clone	 Provenienza	 Collezione clonale

 AP 06	 Alpago - Veneto	 Pomaio (AR)
 VM 02	 Valle Metauro - Marche	 ISSA (AR)
 VTS 02	 Val Tiberina - Toscana	 ISSA (AR)
 VC 04	 Valle del Senio - E.Romagna	 Pomaio (AR)
 ROTI	 Val Tiberina Sett. - Toscana	 ISSA (AR)
 PUZZOLO	 Val Tiberina Sett. - Toscana	 ISSA (AR)
 TO 08	  Racconigi - Piemonte	 Pomaio (AR)

Tabella 1 - Provenienze e luoghi di collezione dei cloni analizzati.
 Provenience and place of collection of analyzed clones.
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Barzanti et al. (op. cit.). Due piante per ogni clone sono 
state inoculate con V8 agar sterile come testimone. 
Dopo un periodo di 15 gg è stato effettuato un primo 
prelievo delle piantine per i cloni VTS02, VC04, Roti e 
AP06 per i quali era disponibile una maggiore quantità 
di materiale, e dopo 30 gg. dall’inoculazione tutti i 7 
cloni sono stati raccolti e posti immediatamente a 
-20°C. In ciascuna data sono state prelevate anche 1-2 
piante testimone non inoculate (Tabella 2). 

Attraverso una valutazione visiva della percentuale 
del danno è stata fatta un’attribuzione a 6 classi d’in-
tensità, da 0 (sana) a 5 (morta), è stato calcolato un 
indice di suscettibilità per ogni clone ad ogni fitoftora 
come media dei valori ottenuti. 

Estrazione delle proteine totali
Le proteine totali sono state estratte triturando in 

azoto liquido 1 g totale di tessuto radicale e fogliare, 
data l’esiguità del materiale da analizzare, ed aggiun-
gendo 1 ml del seguente tampone (Kim 1979): 160 
mg di Trizma base, 12 mg di EDTA, 500 mg di PVP, 
5 mg di DTT e 1% di 2-mercaptoetanolo in 10 ml di 
H

2
O bidistillata, portato a pH 7.4 con HCl o NaOH; gli 

estratti grezzi sono stati sottoposti a centrifugazione 
per 15 min. a 15500 rcf e il sovranatante così ottenuto 
ha subito nuovamente un passaggio in centrifuga per 
1 ora a 15500 rcf. I succhi cellulari estratti sono stati 
conservati a -20°C.

Il contenuto proteico è stato misurato mediante il 
metodo Bradford (1976) utilizzando direttamente 50 
µl dell’estratto puro.

All’estrazione delle proteine totali, per ogni clone, 
è seguita l’indagine per la presenza di 1,3-ß-glucanasi 
e chitinasi. Per la colorazione sono stati adottati i 
protocolli, sotto descritti, che si sono dimostrati più 
sensibili.

 Clone	 Inoculazione	 Prelievo	 Test.	 Ph 9 	 Glu	 Chi	 Ph 17 	 Glu 	 Chi	 Ph 68 	 Glu	 Chi	 Ph 78 	 Glu	 Chi	
 
 VTS0 02	 30:03:04	 15 gg	 	  V 9-1	 x	 x	 V 17-1	 x	 x	 	 	 	 	 	 	     
		  30 gg		  V 9-2	 x	 x	 V 17-2	 x	 x				    V 78-2	 x	 x	
 VC 04	 5:08:04	 15 gg		  C 9-1	 x	 x	 C 17-1	 x	 x				    C 78-1	 x	 x	
		  30 gg		  C 9-2	 x	 x	 C 17-2	 -	 x				    C 78-2	  - 	 x	
 ROTI	 5:08:04	 15 gg	 RC	 R 9-1	 x	 x	 R 17-1	 x	 x				    R 78-1	 x	 x	
		  30 gg		  R 9-2	 x	 x	 R 17-2	 x	 -	 R 68-2	 x	 x				  
 AP 06	 6:08:04	 15 gg	 AC	 A 9-1	 x	 x	 A 17-1	 -	 x				    A 78-1	 x	 x	
		  30 gg		  A 9-2	 x	 x	 A 17-2	 x	 x				    A 78-2	 x	 -	
 PUZZOLO	 10:08:04	 30 gg	 PC	 P 9-2	 x	 x	 P 17-2	 x	 x	 P 68-2	 -	 x	 P 78-2	 x	 x	
 TO 08	 10:08:04	 30 gg	 TC	 T 9-2	 x	 -	 T 17-2	 x	 x				    T 78-2	 x	 x	
 VM 02	 5:08:04	 30 gg	 	  M 9-2	 x	 x	 M 17-2	 x	 x	 	 	 	    M 78-2	 x	 x	

Legenda - Ph 9: P.citrophthora, Ph 17: P.cinnamomi, Ph 68 P.alni spp. uniformis, Ph 78: P.megasperma var. megasperma.
Test.: testimone, Glu: β-1,3-glucanasi, Chi: chitinasi, x: presenza attività enzimatica, -: assenza attività enzimatica.

Tabella 2 - Presenza e assenza dell’attività enzimatica di ß-1,3-glucanasi e chitinasi per tutti i cloni inoculati.
 Presence and absence of  ß-1,3-glucanase and chitinase activities  in all  clones analyzed.

A causa della scarsità del materiale disponibile è 
stata fatta un’analisi qualitativa e non quantitativa. 
Non è stata ritenuta indispensabile la purificazione 
delle due proteine, mantenendo così più bassi i costi 
delle analisi, perché analizzando l’estratto grezzo  le 
bande risultavano comunque ben visibili.

Saggio colorimetrico per la 1,3-ß-glucanasi 
I campioni sono stati sottoposti ad una native 

PAGE, elettroforesi in condizioni non denaturanti 
su gel di poliacrilamide di 0.5 mm di spessore, con 
aggiunta del substrato CM-Curdlan-RBB (Remazol 
Brilliant Blu) (Loewe Biochimica).

Il protocollo utilizzato è stato quello di Kalix e 
Buchenauer (op. cit.) così modificato: per 15 ml di 
Resolving gel al 10%  sono stati usati 4 ml di H

2
O bi-

distillata, 2 ml di CM-Curdlan-RBB, 4 ml di Tris-HCl 
1.5 M pH 8.8, 5 ml di acrilamide 29:1 al 30%, 150 µl di 
ammonio persolfato al 10% e dopo aver fatto degassare 
la soluzione sono stati aggiunti 6 µl di TEMED. 

Per 4 ml di Stacking gel al 5% sono stati usati: 2.7 
ml di H

2
O bidistillata, 500  µl di TRIS HCl 1.0 M pH 

6.8, 670 µl di acrilamide 29:1 al 30%, 40 µl di ammonio 
persolfato al 10% e dopo aver degassato la soluzione 
sono stati aggiunti 4 µl di TEMED.

L’elettroforesi orizzontale è stata effettuata su 2117 
Multiphor II (Amersham Pharmacia) facendo correre 
20 µl dell’estratto con 4 µl di loading dye a 4°C, 300 V, 
30 mA per 4 ore. Come controllo sono stati caricati 20 
µl di 0.4 mgml-1 di 1,3-ß-\glucanasi da Helix pomatia 
(0.5-1.5 Umg-1) (Fluka) con 4 µl di loading dye.

Una unità dell’enzima di controllo corrisponde 
alla quantità di enzima in grado di liberare 1μmole di 
glucosio da laminarina per minuto a pH 5.0 e 37°C.

Il gel è stato poi conservato una notte in H
2
O bidi-

stillata a 4°C. Per favorire l’attività enzimatica il gel 



Ann. CRA - Centro Ric. Selv. - Vol. 35, 2007-2008: 123 - 132  126

A. De Rogatis, S. Guerri, A. Santini, L. Ghelardini
Messa a punto di un metodo per l'individuazione di β-1,3- glucanasi e chitinasi attraverso Native PAGE su estratti di piante di Prunus avium L. inoculate con Phytophthora spp.

è stato immerso in acetato di sodio 0.1 M pH 5.0 ed 
incubato in stufa a 40°C per 5 ore. 

Nell’idrolisi enzimatica regolata dalla glucanasi 
l’RBB, legato covalentemente al substrato CM Cur-
dlan presente nel gel, viene rilasciato e disperso nel 
tampone acquoso determinando la presenza nel gel di 
bande più chiare che testimoniano la presenza della 
proteina. E’ possibile verificare la presenza dell’enzima 
osservando il gel con luce bianca. Il gel è stato poi 
fotografato e conservato a 4°C in H

2
O bidistillata.

Saggio colorimetrico per la chitinasi
Anche per la chitinasi i campioni sono stati sotto-

posti ad una native PAGE su gel di poliacrilamide, di 
spessore 0,5 mm, con aggiunta del substrato Glycol 
Chitosan (Sigma-Aldrich). Il protocollo seguito è stato 
quello di Pan et al. (op.cit.) modificato. Per 15 ml di 
Resolving gel al 15%  sono stati usati: 6 ml di Glycol 
Chitosan 0.04% (w/v) in acetato di Na 0.1 M pH 5.0, 
4 ml di Tris-HCl 1.5 M pH 8.8, 5 ml di acrilamide 29:1 
al 30%, 150 µl di ammonio persolfato al 10% e dopo 
aver fatto degassare la soluzione sono stati aggiunti 
6 µl di TEMED. 

Per 4 ml di Stacking gel al 5% sono stati usati: 2.7 
ml di H

2
O bidistillata, 500 µl di Tris HCl 1.0 M pH 6.8, 

670 µl di acrilamide 29:1 al 30%, 40 µl di ammonio 
persolfato al 10% e dopo aver degassato la soluzione 
sono stati aggiunti 4 µl di TEMED.

L’elettroforesi orizzontale è stata effettuata su 2117 
Multiphor II (Amersham Pharmacia) facendo correre 
20 µl dell’estratto con 2,5 µl di loading dye a 4°C, 300 
V, 30 mA per 3 ore. 

Come controllo sono stati caricati 20 µl di 0.1 
mgml-1 di chitinasi da Streptomyces griseus (200-600 
unitàg-1) (Sigma-Aldrich) con 2.5 µl di loading dye; una 
unità dell’enzima di controllo è in grado di liberare 1 
mg di N-acetyl-D- glucosamine da substrato di chitina  
per ora a pH 6.0, 25 °C in 2 ore di reazione.

Per permettere l’attività enzimatica il gel è stato 
immerso in acetato di Na 0.1 M pH 5.0 ed incubato in 
stufa 40°C per 4 ore,  e dopo è stato sottoposto a colo-
razione mediante una soluzione fresca di 0,01% (w/v) 
Fluorescent Brightener 28 (Sigma-Aldrich) in Tris-HCl 
0.5 M pH 8.9, per 5 min. a temperatura ambiente. Al-
lontanata la soluzione colorante, il gel è stato incubato 
una notte a 4°C al buio in H

2
O bidistillata.

L’attività enzimatica della chitinasi è stata rilevata 
mediante colorazione fluorescente del gel ed illumi-
nazione ai raggi UV (ultravioletti) che permettono di 
individuare nel profilo elettroforetico la presenza di 

zone più scure prive di fluorescenza: queste zone testi-
moniano l’avvenuta degradazione del Glicol Chitosan 
presente nel gel ad opera dell’enzima. La presenza del-
la chitinasi è stata perciò verificata ponendo il gel in un 
transilluminatore a raggi UV dove è stato fotografato. 
E’ stata fatta una valutazione della intensità di fluore-
scenza confrontandola con il controllo, costituito da 
proteina pura a concentrazione nota.

Dato che i profili elettroforetici di entrambe le 
proteine differiscono nella dimensione e nell’intensità 
delle bande, è stata messa a punto una suddivisione in 
6 classi di intensità assegnando il valore 0 all’assenza 
di proteina fino al valore 5  della proteina pura.

Risultati

Entrambi gli enzimi sono stati trovati nelle piantine 
inoculate e la loro presenza si può attribuire alla rea-
zione di difesa verso l’attacco fungino, data l’assenza 
di queste PR proteine nel testimone, costituito da 
piantine non inoculate.

Come appare nella Figura 1, la concentrazione 
dell’estratto non sembra influenzare l’intensità delle 
bande delle due proteine. 

I cloni studiati si mostrano tutti suscettibili alle 
differenti specie di Phytophthora (Tabella 3), con un 
indice di suscettibilità medio-alto (3-5), eccetto i cloni 
VTS02, AP06, Puzzolo, TO08 e VM02 che presentano 
per la Phytophthora Ph 78 un indice intorno a 2.   

La presenza di glucanasi (Tabella 3, Figura 2, Foto 
1) è stata riscontrata in tutti i cloni per tutte le specie 
di Phytophthora inoculati, in tutti i prelievi eseguiti, 
ad eccezione dei campioni AP06 inoculato con Ph 17, 
primo prelievo, Puzzolo inoculato con Ph 68 e VC04 
inoculati con Ph 17 e Ph 78, secondo prelievo, dove vi 
è assenza di attività enzimatica, pur presentando tutti 
una suscettibilità tra 3 e 5.

Il numero totale di bande visualizzate sono state 
31 su 37 campioni analizzati.

Intensità 5, massima, è risultata nei campioni R9-1, 
P17-2 ed M9-2. In quest’ultimo campione è inoltre 
evidente una banda proteica a basso peso molecolare 
assente in tutti gli altri campioni. Intensità 1, minima, 
è stata riscontrata nei campioni C9-2, R17-2, R 68-2, 
R78-1, A9-2, T9-2 e T78-2. Intensità 4 è risultata nei 
campioni V9-1, V17-1, A9-1, A17-2, P9-2, P78-2, T17-2; 
il valore 3 è stato trovato in  V9-2, V17-2, C9-1, C17-1, 
R9-2, A78-1, M17-2, M78-2; intensità 2 in V78-2, C78-1, 
R17-1, A78-2. 

Si può notare che nei cloni VTS02, VC04 e Roti 
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Figura 1 - Andamento dell’intensità in ß-1,3-glucanasi e chitinasi rispetto alle concentrazioni di proteine totali estratte nei campioni analizzati.
 Intensity proceedings in ß-1,3-glucanase and chitinasi respect of the total proteins obtained in analysed samples.

Clone	 Phyto	 Indice	 Campione	 Conc.	 Intensità	 Intensità
 	 	  suscet.	 	  mg/ml	 glucanasi	 chitinasi
VTS0 02	 Ph 9	 4,62	 V 9-1	 1,2	 4	 4
			   V 9-2	 1,2	 3	 3
	 Ph 17	 3,35	 V 17-1	 1	 4	 4
			   V 17-2	 1,5	 3	 3
	 Ph 78	 2,16	 V 78-2	 1,4	 2	 4
VC 04	 Ph 9	 3,5	 C 9-1	 1,2	 3	 2
			   C 9-2	 1,4	 1	 4
	 Ph 17	 3,37	 C 17-1	 0,6	 3	 3
			   C 17-2	 1,3	 0	 2
	 Ph 78	 3	 C 78-1	 0,4	 2	 3
			   C 78-2	 1,4	 0	 4
ROTI			   RC	 0,9	 0	 0
	 Ph 9	 5	 R 9-1	 0,4	 5	 3
			   R 9-2	 0,2	 3	 2
	 Ph 17	 4,4	 R 17-1	 0,2	 2	 4
			   R 17-2	 0	 1	 0
	 Ph 68	 4	 R 68-2	 0,4	 1	 3
	 Ph 78	 3,35	 R 78-1	 0,1	 1	 4
AP 06			   AC	 0,9	 0	 0
	 Ph 9	 4,87	 A 9-1	 0,1	 4	 2
			   A 9-2	 0,5	 1	 5
	 Ph 17	 4	 A 17-1	 0,4	 0	 2
			   A 17-2	 0,6	 4	 4
	 Ph 78	 2	 A 78-1	 0,3	 3	 3
			   A 78-2	 0,7	 2	 0
PUZZOLO		  PC	 0,9	 0	 0
	 Ph 9	 4,9	 P 9-2	 0,5	 4	 5
	 Ph 17	 5	 P 17-2	 0,9	 5	 5
	 Ph 68	 3	 P 68-2	 0,8	 0	 5
	 Ph 78	 2,75	 P 78-2	 1,4	 4	 3
TO 08			   TC	 1,2	 0	 0
	 Ph 9	 4,25	 T 9-2	 0,6	 1	 0
	 Ph 17	 5	 T 17-2	 1	 4	 4
	 Ph 78	 2,125	 T 78-2	 0,7	 1	 1
VM 02	 Ph 9	 4,3	 M 9-2	 1,2	 5	 5
	 Ph 17	 3,46	 M 17-2	 0,7	 3	 4
 	 Ph 78	 2,59	 M 78-2	 1	 3	 4

Legenda -  Indice suscet.: indice di suscettibilità (Barzanti et al., 2004),
Conc.: concentrazione proteica dell'estratto

Tabella 3 - Intensità attribuite a ß-1,3-glucanasi ed a chitinasi nei 
differenti cloni.

 Intensity assigned for ß-1,3-glucanase and chitinase activi-
ties in different clones.

viene riscontrata una intensità di glucanasi maggiore 
nel primo prelievo, fatto dopo 15 giorni, mentre nei 
campioni di AP06, inoculati con Ph 17, l’andamento 
è inverso. 

La presenza di chitinasi (Tabella 3, Figura 3, Foto 
2) è stata riscontrata in tutti i cloni per tutti i ceppi 
di Phytophthora inoculati, in tutti i prelievi eseguiti, 
ad eccezione dei campioni Roti inoculato con Ph 17, 
secondo prelievo, che tuttavia presenta una suscetti-
bilità elevata (4,4), AP06 inoculato con Ph 78, secondo 
prelievo, meno suscettibile (2), e TO08 inoculato con 
Ph 9, secondo prelievo, dove vi è assenza di attività 
enzimatica, ma alta suscettibilità (4,24). L’analisi elet-
troforetica dei testimoni ha rivelato assenza di attività 
di entrambi gli enzimi.

Il numero totale di bande visualizzate sono state 
32 su 37 campioni analizzati.

Intensità 5, massima, è stata trovata nei campioni 
A9-2, P9-2, P17-2, P68-2, M9-2; l’intensità 1, minima, è 
stata trovata in T78-2 e RC; intensità 4 è stata rilevata 
in V9-1, V17-1, V78-2, C9-2, C78-2, R17-1, R78-1, A17-2, 
T17-2, M17-2, M78-2, PC; il valore 3 è in V9-2, V17-2, 
C17-1, C78-1, R9-1, R68-2, A78-1, P78-2; intensità 2 è 
stata attribuita a C9-1, C17-2, R9-2, A9-1, A17-1. 

Si può osservare che per la chitinasi nei cloni 
VTS02 e  Roti è stata riscontrata una intensità superio-
re nel primo prelievo, in AP06 l’andamento è inverso, 
mentre in VC04 l’andamento è vario.

Discussione 

Obiettivo più ampio delle ricerche sviluppate su 
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Figura 2 - Andamento dell’intensità nell’ attività di ß-1,3-glucanasi in 
tutti i campioni inoculati e nei differenti periodi di prelievo.

 Intensity proceedings in ß-1,3-glucanase activity in all 
inoculated samples and in different times of collection.

Foto 1 - Profili elettroforetici dell’attività della glucanasi di alcuni campioni nelle differenti fasi di prelievo.
 Electrophoretic profiles of  ß-1,3-glucanase activity in same samples in the different times of collection.

Foto 2 - Profili elettroforetici dell’attività della chitinasi di alcuni campioni nelle differenti fasi di prelievo.
 Electrophoretic profiles of chitinase activity in same samples in the different times of collection.

Figura 3 - Andamento dell’intensità nell’ attività di chitinasi in tutti i 
campioni inoculati e nei differenti periodi di prelievo.

 Intensity proceedings in chitinase activity in all inoculated 
samples and in different times of  collection.
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P. avium è di selezionare genotipi con caratteristiche 
superiori al materiale attualmente diffuso in commer-
cio, da utilizzare nella filiera vivaistica. Devono quindi 
rispondere anche a requisiti di resistenza ai patogeni 
più comunemente diffusi. Per tale scopo sono state 
utilizzate diverse tecniche di indagine, tra le quali la 
selezione attraverso test precoci in vitro, la valuta-
zione della presenza di PR proteins normalmente 
correlate alla resistenza ai patogeni e l’individuazione 
di geni di resistenza.

Scopo di questo lavoro è stato quello di mettere 
a punto un metodo di screening semplice, veloce ed 
economico, che permetta di rilevare la presenza di 
glucanasi e chitinasi, proteine correlate ai meccanismi 
di induzione alla resistenza a Phytophthora spp.

Facendo riferimento ai metodi di analisi presenti 
in letteratura sono state messe a punto delle modifi-
che nei protocolli che hanno permesso la rilevazione 
qualitativa delle due proteine usando native PAGE, 
nonostante l’esiguità dei campioni sui quali è stato 
possibile lavorare.

La presenza di glucanasi e di chitinasi è stata ri-
scontrata per tutti i ceppi di Phytophthora studiati in 
tutti i cloni di P. avium inoculati, mentre queste due 
proteine sono risultate assenti nelle piante testimone 
non inoculate.

Le nostre osservazioni mostrano che la produzio-
ne di queste proteine è stata indotta dall’infezione 
di  Phytophthora, come in altre specie vegetali, dove 
l’aumento nell’attività di questi due enzimi risulta cor-
relato a patogenesi e svolge  un ruolo nella comparsa 
dei meccanismi di resistenza. Inoltre non è stata osser-
vata una differenza di accumulo delle due proteine tra i 
genotipi con differenti suscettibilità, ma solamente un 
aumento di produzione delle proteine dopo l’infezione 
del patogeno, anche se con tempi diversi. 

Queste proteine sono risultate implicate nei mec-
canismi di difesa contro attacchi fungini in Capsicum 
annuum infettato da Phytophthora capsici (Kim e 
Hwang op.cit.), dove l’accumulo della glucanasi era 
risultato più marcato se si era presentata incompati-
bilità nell’interazione peperone-Phytophthora, mentre 
non era stata osservata differenza di accumulo di chi-
tinasi tra interazioni compatibili e incompatibili, ma 
solamente un aumento di quantità dopo l’infezione del 
fungo. Altri autori hanno dimostrato la relazione tra la 
glucanasi ed i meccanismi di difesa della pianta alla 
patogenesi, come Pan et al. op.cit. in tabacco inoculato 
con Peronospora tabacina e virus del mosaico, Egea 

et al. op.cit. in due cultivar di peperone infettato da 
Phytophthora capsici ed Oelofse e Duberry (1996) in 
tabacco inoculato con Phytophthora nicotianae. Se-
condo questi autori resta difficile spiegare la differenza 
di intesità e più incerto appare il ruolo della chitinasi.  
In Brassica napus la chitinasi risulta molto più ele-
vata nelle cultivar suscettibili (Rasmussen et al. 1992), 
nel riso infettato da Pestalotia palmatum sono stati 
osservati accumuli di glucanasi e chitinasi soprattutto 
nelle interazioni incompatibili. Anche in Hordeum 
vulgare (Andersen et al. 1997) e in soia infettata da   
Phytophthora megasperma f. sp. glycinea si nota 
un aumento di chitinasi più elevato nelle interazioni 
incompatibili che in quelle compatibili (Habereder 
et al. 1989) mentre Punja e Zhang (1993) riportano 
alti livelli di attività chitinasica in piante infettate sia 
resistenti che suscettibili. 

In questo studio i cloni si mostrano notevolmente 
suscettibili alle specie di Phytophthora studiate ad 
eccezione alla Ph 78, che risulta meno aggressiva verso 
la maggioranza dei cloni.

Attraverso i protocolli di analisi messi a punto in 
questo lavoro non è possibile quantificare le proteine 
e definire le forme isomorfe presenti, ma dato che i 
profili elettroforetici differiscono nella dimensione e 
nell’intensità delle bande si può supporre che questa 
corrisponda ad una differenza di quantità prodotta. 

I profili presentano un andamento dei valori diffe-
rente nei due momenti di osservazione. Per la glucana-
si l’intensità del primo prelievo, dopo 15 giorni, risulta 
superiore, eccetto che nel clone AP06. Nel clone VC04 
inoculato con Ph 17 e Ph 78 è addirittura assente, 
quindi il momento di massimo accumulo risulta nelle 
prime fasi dell’infezione. L’intensità delle bande della 
chitinasi non segue un andamento costante tra i diversi 
cloni. Più comunemente mostra un’intensità maggiore 
nel secondo prelievo. Per questo motivo si potrebbe 
supporre che l’attività cresce a mano a mano che si 
manifestano i sintomi della patologia.

Nei cloni con massima suscettibilità, TO08 con Ph 
9 e Roti con Ph 17 la chitinasi è assente al momento 
del secondo prelievo, ma presente nel precedente.  Si 
suppone che questi genotipi presentino la massima 
produzione nelle prime fasi dell’attacco fungino.

Anche Egea et al. (op.cit.) hanno messo in eviden-
za una notevole differenza di intesità e di velocità di 
risposta tra le cultivar di peperone. E’ stato inoltre 
osservato da Pan et al. (op.cit.) che in tabacco inocu-
lato con Peronospora tabacina e virus del mosaico 
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l’andamento della produzione di proteina è differente 
nelle piante suscettibili da quelle resistenti ed è con-
dizionato anche dalla fase di insorgenza dei sintomi 
provocati dal patogeno, anche se non tutte le forme 
isomorfe degli enzimi sono associate ai meccanismi 
di resistenza al patogeno, possono comunque essere 
interpretate come sintomo di stress provocato dall’at-
tacco fungino.

Attraverso questa strada viene rilevata in modo 
chiaro la produzione delle due proteine in seguito 
all’infezione fungina. Resta difficile tuttavia individua-
re con certezza la differenza di suscettibilità/resistenza 
nei cloni di ciliegio analizzati, se non mettendo a 
confronto questi risultati con quelli ottenuti attraverso 
gli screening precoci in vitro, ampliando il numero 
di genotipi analizzati e confrontando i risultati con i 
rilievi dei sintomi della patologia sui cloni delle par-
celle comparative in campo ed un successivo studio 
attraverso marcatori molecolari che permettano di 
individuare i geni di resistenza (resistance genes).
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