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MODIFICAZIONI STRUTTURALI ED ISTOCHIMICHE
IN PLANTULE DI PROSOPIS JULIFLORA (SW.) DC. (LEGUMINOSAE)
INDOTTE DALLA SALINITA DEL MEZZO

Riassunto — E stato condotto uno studio comparativo tra plantule di Prosopis
juliflora (Sw.) DC. (Leguminosae) cresciute in ambiente privo di NaCl e plantule cre-
sciute in mezzi con NaCl a diversa molarita, fino alla concentrazione di 600 mM.
Né la germinazione né la crescita delle piantine vengono influenzate in modo signifi-
cativo dall’aggiunta di NaCl fino a 400 mM. La salinita induce modificazioni anatomi-
che ed istochimiche nella radice, nel fusto e nelle foglioline. Le piui importanti sono:
maggiori dimensioni del sistema vascolare, lignificazione precoce, presenza di nume-
rose cellule di storaggio dell’acqua ed incremento di sostanze polisaccaridiche idrofi-
le nelle pareti delle cellule epidermiche, nelle pareti degli stomi, delle cellule di sto-
raggio dell’acqua e delle cellule dell’esodermide.

Abstract — Structural changes induced by the medium salinity in Prosopis juliflora
(Sw.) DC. (Leguminosae) seedlings. Prosopis juliflora plants were grown in cultures
in the absence or presence of NaCl, at the concentrations up to 600 mM. Addition
of NaCl up to 400 mM did not significantly affect germination and growth. Salinity
induced anatomical and histochemical changes in roots, shoots and leaflets. Among
the major changes observed are: the larger size of the vascular system, the early
lignification, the presence of numerous water storage and finally a large amount
of hydrophilic polysaccaridic substances occurring in the walls of epidermal cells,
in the walls of the stomatal cells, of the water storage cells and the exodermis cells.

Key words — Prosopis juliflora | salinity / structural changes.

INTRODUZIONE

Tra le specie del genere Prosopis introdotte in regioni aride e
semiaride in diverse parti del mondo (Hasrt, 1985), Prosopis juliflora
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(Sw.) DC. sembra dimostrare la maggior valenza ecologica ai fini
della colonizzazione di dune mobili sabbiose, di sabbie costiere, di
terreni salati, di praterie aride degradate e di terreni sterili, dove
le precipitazioni sono scarse ed irregolari (MuTHANA, 1985).

P. juliflora, infatti, cresce bene in regioni con piovosita di 150-600
mm annui, ma pud vivere anche in zone talmente secche (75 mm
o meno) in cui poche altre specie arboree riescono a sopravvivere
(Hasrt, 1981); &, inoltre, una specie molto resistente a condizioni di
salinita, come risulta, tra l’altro, da recenti ricerche effettuate in
regioni aride brasiliane (Lima, 1985); cresce rapidamente, tollera mo-
deste gelate, presenta una singolare capaciia di resistenza a condi-
zioni ambientali avverse (MuTHANA, 1985).

Nel presente lavoro & stato condotto uno studio comparativo tra
plantule di P. juliflora cresciute in ambiente privo di NaCl e plantu-
le cresciute in mezzi modificati da NaCl a diversg molarita, allo sco-
po di individuare eventuali modificazioni strutturali ed istochimiche
nella radice, nel fusto e nella foglia. E noto, infatti, che la salinita,
specialmente quella causata da NaCl, non solo influenza la crescita
delle piante e il loro raccolto (STRoGconov, 1964; Mass e HOFFMAN,
1977, citati da SorLoMoN et alii., 1986) ma anche la morfologia, ’ana-
tomia, 'ultrastruttura e il metabolismo (SoLomoN et alii, 1986). Un
contributo alla conoscenza di una specie, P. juliflora, cosi importan-
te ai fini della bonifica di vaste regioni aride, pud essere fornito
dalla discussione della sua anatomia in relazione a condizioni di
stress.

MATERIALE E METODI

I semi di Prosopis juliflora sono stati forniti dalla Banca dei
semi della FAO in Roma e conservati alla temperatura di 4°C. Le
semine, previo sterilizzazione dei semi con ipoclorito di Na allo 0,5%
per 5 minuti, venivano eseguite in beute su 250 ml di soluzione Hoa-
gland (NoeGGLE e Fritz, 1976) solidificata con 0,9% Difco bacto-agar.
Il pH del mezzo veniva aggiustato a 5,8 prima dell’autoclavaggio.
Furono allestite cinque serie di colture; una, il controllo, con il ter-
reno suddetto senza alcuna modifica, le altre con lo stesso terreno
modificato dall’aggiunta di NaCl alle molarita, rispettivamente, di
100, 200, 400 e 600 mM. Le colture venivano tenute in camera di
crescita 25° + 1C°, a 3000 Lux con un ciclo luce/buio di 12 ore.
I controlli venivano eseguiti ogni due giorni e le plantule venivano
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raccolte dopo 15 e 45 giorni dall’inizio della germinazione ossia dal-
I’emergenza della radichetta. Per 'osservazione al microscopio otti-
co, i campioni di radici, fusto e foglioline venivano fissati per 24
ore in FAA, disidratati nella serie degli alcoli ed inclusi in resina
JB4 (Polyscience Inc.) in capsule BEEM (BrinNN e Pickert, 1979); di
ogni radichetta veniva fissato il primo tratto a distanza di un cm.
dal colletto, dei fusticini veniva fissato il primo internodio, della
prima foglia, venivano prelevate le foglioline a meta rachide. Le se-
zioni di 5-7 pm venivano eseguite con un ultramicrotomo Reichert
Om U2 equipaggiato di lame di vetro. Furono eseguite le seguenti
reazioni istochimiche: a) Safranina-fast green come colorante gene-
rale (O'Brien e McCuLLy, 1981); b) Toluidina Blu O (TBO) in tampone
acetato a pH 4,4 come colorante metacromatico (FEDER e O’BRIEN,
1968); Alcian Blu 8 GX (AB) in acido acetico a pH 2,5 e in HCI a
pH 0,5, per i polisaccaridi acidi (LEv e SpICER, 1964). Per tutti i tests
istochimici usati venivano eseguite reazioni di controllo secondo i
rispettivi autori. '

RisuLTATI

La molarita di 100 mM di NaCl non ha dimostrato alcuna inci-
denza sulla germinazione, sullo sviluppo delle plantule e sulle strut-
ture anatomiche di esse; la molarita di 600 mM, al contrario, inibiva
quasi totalmente la germinazione (98%) e rallentava fortemente la
crescita delle poche piantine nate e resistenti. I migliori risultati
si sono ottenuti con le molarita di 200 e 400 mM. A queste concen-
trazioni di NaCl, la totalita dei semi germinava (100%) e I'emergen-
za della radichetta indicava un ritardo di soli due giorni a 200 mM
e di quattro giorni a 400 mM; lo sviluppo delle plantule appariva,
comunque, del tutto regolare e le piantine non erano affatto soffe-
renti a causa dei trattamenti.

Per quanto riguarda ’anatomia delle giovani piantine riportia-
mo i risultati relativi allo studio di 45 giorni, il piu significativo.

Radice. Nelle piantine di controllo, cresciute’ in ambiente privo
di NaCl, il sistema radicale consiste di una sottile radice principale
con scarse ramificazioni secondarie appena abbozzate. Nella stele,
costituita originariamente da 8 arche legnose e liberiane, i fasci me-
taxilematici sono gid uniti da xilema secondario; meno evidente &
il deuterofloema; nella zona del periciclo sono presenti 4 masse scle-
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renchimatiche disposte in modo simmetrico a croce; ’endodermide
¢ chiaramente distinguibile; il parenchima corticale & costituito da
7-8 file di cellule grandi con parete sottile e di forma piuttosto rego-
lare; 'epidermide & in gran parte lacerata e gli strati subepidermici
corticali costituiscono un’esodermide di scarso spessore (2-3 file di
cellule) che si desquama facilmente (Figg. 1 e 10). Nelle piantine cre-
sciute in mezzo modificato da NaCl 200 mM, il sistema radicale non
differisce sostanzialmente da quello del controllo. In sezione trasver-
sale abbiamo rilevato le seguenti caratteristiche differenziali: nella
zona interna, a livello di cilindro centrale la struttura secondaria
& pitl avanzata rispetto al controllo, presentando un anello di xilema
piu spesso e piu regolare, il cambio e il deuterofloema piu evidenti;
le masse sclerenchimatiche nella zona del periciclo sono piu cospi-
cue; 'endodermide & tuttora evidente; complessivamente il cilindro
centrale & piu sviluppato di quello del controllo; nella zona esterna
I’esoderma ha raddoppiato il suo spessore (6-8 file di cellule) e si
¢ arricchita di sostanze idrofile polianioniche come risulta dalla co-
lorazione metacromatica (rosso-magenta) del TBO pH 4,4 e dalla co-
lorazione azzurra dell’Alcian blue pH 2,5 e 0,5 (Fig. 2). Anche il siste-
ma radicale in plantule cresciute in terreno addizionato di NaCl 400
mM non mostra differenze significative rispetto al controllo. In se-
zione trasversale si evidenziano, invece, variazioni molto cospicue
rispetto al controllo stesso e alle piantine trattate con NaCl 200 mM:
intensa lignificazione del parenchima midollare e dell’endodermide
che appare stirata, schiacciata ed in alcuni punti strappata; maggio-
re dimensione del cilindro centrale; intensificazione della colorazio-
ne metacromatica nell’esodermide (Figg. 3 e 11).

Fusto. Nelle piantine di controllo, cresciute in terreno privo di
Na(l, il fusto, allo stadio di 45 giorni dall’inizio della germinazione,
presenta 3 internodi con una coppia di foglie per nodo, a disposizio-
ne alterna. In sezione trasversale il fusticino mostra un parenchima
midollare con cellule molto grandi e che occupa pitt della meta della
sezione; la stele & di 7-9 fasci collaterali di grandezza variabile; il
metaxilema di ognuno di essi & chiaramente distinto e separato l'u-
no dall’altro dalle cellule parenchimatiche del raggio; 1'anello cam-
biale & gia intero e costituito da 3-4 strati di cellule nella zona intra-
fasciale e da 2-3 nella porzione interfasciale; & iniziata la differen-
ziazione del deuterofloema che si evidenzia soprattutto nelle zone
interfasciali; nel periciclo vi sono cellule a parete ispessita, talvolta
riunite in gruppetti, talvolta disposte su un’unica fila; lo strato cor-
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Figg. 1-3 - Sezioni trasversali di radici di Prosopis juliflora allo stadio di 45 giorni
dall’inizio della germinazione. 1: Radice di plantula cresciuta in assenza di NaCl;
2: Radice di plantula cresciuta in presenza di NaCl 200 mM; 3: Radice di plantu-
la cresciuta in presenza di NaCl 400 mM.
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Figg. 4-6 - Sezioni trasversali di fusti di Prosopis juliflora allo stadio di 45 giorni
dall’inizio della germinazione. 4: Fusto di plantula cresciuta in assenza di NaCl;
5: Fusto di plantula cresciuta in presenza di NaCl 200 mM; 6: Fusto di plantula
cresciuta in presenza di NaCl 400 mM.
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ticale & di 5-7 file di cellule parenchimatiche; 'epidermide & chiara-
mente distinguibile e presenta alcuni stomi (Figg. 4 e 12). Il fusto
di piantine cresciute in mezzo modificato con NaCl 200 mM appare
appena un po’ pilu tozzo, ossia gli internodi (sempre 3) sono un po’
raccorciati e di diametro leggermente maggiore. In sezione trasver-
sale sono evidenti le seguenti caratteristiche differenziali rispetto
al controllo: nel periciclo si & attuato un intenso processo di lignifi-
cazione con la formazione di un anello sclerenchimatico continuo
anche se irregolare di spessore (da 1 a 5 file di cellule); I’anello floe-
matico & quasi continuo, 1’anello cambiale & costituito da 4 strati
di cellule dappertutto, non c’¢ ancora deuteroxilema (Fig. 5). Nel
fusto di piantine cresciute in terreno arricchito di NaCl 400 mM,
gli internodi non si sono raccorciati in modo significativo rispetto
alle piantine del precedente trattamento. In sezione trasversale si
nota un’ulteriore intensificarsi del processo di lignificazione nella
zona del periciclo, fatto denunciato da una piti viva colorazione ver-
de con TBO pH 4,4; si nota, inoltre, un incremento del meristema
cambiale (4-5 file di cellule) ed un’intensa colorazione metacromati-
ca (rosso magenta) sia nell’epidermide, soprattutto negli stomi, sia
nel floema; inizia a formarsi il deuteroxilema, distinguibile special-
mente tra un fascio e 'altro, in corrispondenza del cambio interfa-
sciale (Figg. 6 e 13).

Foglia. E composta paripennata, con 7-9 paia di foglioline. La
fogliolina, nel controllo, presenta stomi leggermente infossati, su en-
trambe le superfici; le epidermidi sia adassiale che abassiale hanno
cellule irregolari nella forma e nelle dimensioni ma spesso piu o
meno globulari; il palizzata & costituito da una o due file di cellule
sub-cilindriche abbastanza regolari, ricche di cloroplasti; il lacunoso
& piuttosto compatto per la mancanza di grossi spazi intercellulari;
le nervature sono di modeste proporzioni costituite da pochi ele-
menti cribro-xilematici scarsamente lignificati; sparse nel mesofillo
fogliare si trovano «cellule di storaggio» dell’acqua: sono cellule pitt
grandi delle circostanti cellule mesofillari, prive di cloroplasti, ap-
parentemente vuote di contenuto, ma in realta piene di mucillagini
(Supzuki, 1985); le pareti delle cellule epidermiche e le pareti degli
stomi presentano la tipica colorazione rosso-magenta (Figg. 7 e 14).
Le foglie di plantule cresciute in mezzo addizionato di NaCl 200 mM
non presentano, nella morfologia esterna, differenze rispetto al con-
trollo: stesse dimensioni e stesso numero di pinne. In sezione la fo-
gliolina presenta le seguenti differenze significative: maggior nume-
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Figg. 7-9 - Sezioni trasversali di foglioline di Prosopis juliflora allo stadio di 45 giorni
dall'inizio della germinazione. 7: Fogliolina di plantula cresciuta in assenza di
NaCl; 8: Fogliolina di plantula cresciuta in presenza di NaCl 200 mM; 9: Foglioli
na di plantula cresciuta in presenza di NaCl 400 mM.
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Figg. 10-15 - Sezioni trasversali in plantule di Prosopis juliflora allo stadio di 45 gior-
ni dall’inizio della germinazione. 10: Radice di plantula cresciuta in assenza di
NaCl; 11: Radice di plantula cresciuta in presenza di NaCl 400 mM; 12: Fusto
di plantula cresciuta in assenza di NaCl; 13: Fusto di plantula cresciuta in pre-
senza di NaCl 400 mM; 14: Fogliolina di plantula cresciuta in assenza di NaCl;
15: Fogliolina di plantula cresciuta in presenza di NaCl 400 mM.
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ro delle cellule di storaggio che aumentano anche di dimensioni, no-
tevole intensificarsi della colorazione metacromatica nelle cellule epi-
dermiche e nelle cellule di guardia dell’apparato stomatico (Fig. 8).
Anche le foglie di plantule trattate con NaCl 400 mM non presenta-
no, nella morfologia esterna, differenze degne di nota rispetto al con-
trollo e alle foglie cresciute a 200 mM di NaCl. In sezione, pero,
alla concentrazione di 400 mM di NaCl, le differenze riscontrate nel
precedente trattamento si evidenziano ulteriormente: notevole au-
mento delle cellule di storaggio dell’acqua, distribuite in tutto il me-
sofillo fogliare, nuovo incremento di sostanze polisaccaridiche idro-
file nelle pareti delle cellule epidermiche e nelle pareti delle cellule
stomatiche. A queste differenze si aggiunge un fatto nuovo: la nerva-
tura principale & piu sviluppata che nei casi precedenti e presenta
un rimarchevole aumento degli elementi xilematici e liberiani e del-
le cellule sclerenchimatiche che formano un cappuccio a mezzaluna
sul floema (Figg. 9 e 15).

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

L'influenza della salinita del mezzo sulla fisiologia delle piante
superiori ¢ da tempo oggetto di studi, non solo ai fini di una cono-
scenza di base ma anche allo scopo di elaborare efficaci strategie
colturali. E comunemente accettato che, da un punto di vista ecolo-
gico, alcune specie possono essere definite «alofite obbligate» (War-
SEL, 1972), mentre & tuttora in discussione l'esistenza di alofite «fi-
siologicamente» obbligate. Tra gli autori che sostengono questa di-
pendenza fisiologica, EsHEL (1985), nel dimostrare che Suaeda aegyp-
tiaca richiede, per il suo sviluppo ottimale, NaCl a livelli di macro-
nutriente, indica questa specie come un’alofita obbligata sia ecologi-
camente che fisiologicamente. E comunque, generalmente preferito
dai diversi autori parlare di «salt tolerance» indicando o ipotizzan-
do, di volta in volta, il meccanismo o i meccanismi che ne stanno
alla base, quali I'esclusione di sale, I'incremento di K+, I'accumulo
di carboidrati solubili come glucosio, saccarosio, fruttosio, la sinte-
si di soluti organici quali prolina, omobetaina, glicina betaina che
permettono che alti livelli di sale non disturbino il metabolismo (War-
SEL, 1972; RozeMA et alii, 1981; LErRNER, 1985; CripsoN et alii, 1985;
MartoH et alii, 1988). Anche per il genere Prosopis gli autori (DAFNI
e NEecBi, 1978; FELKER et alii, 1981; Hagir, 1985) parlano di stress-
tolleranza e non di esigenza di sale, pur trattandosi di piante che
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vivono spontanee in ambienti salini (ad esempio il Salton Sea in Ca-
lifornia e il deserto Atacama in Cile). Prosopis juliflora germina e
cresce indifferentemente in ambiente privo di sale come a 100 mM
di NaCl; germina e cresce bene anche a 200 mM e a 400 mM: a
queste concentrazioni manifesta, pero, significative variazioni strut-
turali e istochimiche. Nelle radici di plantule cresciute in presenza
di sale, si verifica un progressivo aumento in spessore dell’esoder-
mide, accompagnato da un progressivo incremento della componen-
te polianionica idrofila nella parete cellulare; si verifica, inoltre, un
anticipo nel passaggio alla struttura secondaria con la formazione
di un pit cospicuo anello continuo di deuteroxilema e di deutero-
floema e con un precoce processo di lignificazione del parenchima
midollare. Anche nel fusto cresciuto in presenza di sale & chiaro
I'avvio anticipato della struttura secondaria con uno spiccato au-
mento dell’anello cambiale, del floema e l'inizio del deuteroxilema;
intenso ¢ il processo di lignificazione a livello del periciclo e l'incre-
mento delle sostanze polianioniche. Nella foglia, infine, la presenza
di NaCl nel mezzo induce un aumento nel numero delle cellule di
storaggio dell’acqua, distribuite in tutto il mesofillo, un incremento
della componente polianionica delle pareti cellulari epidermiche e
stomatiche, ed, alla concentrazione di 400 mM, il differenziarsi di
una nervatura centrale pit grande, pil ricca di elementi conduttori
e meccanici.

La precoce lignificazione & un fenomeno gia osservato in alofite
come Silene maritima (MILLNER, 1934 citato da SAADEDDIN e DODDE-
Ma, 1986), Salicornia virginica (ANDERSON, 1974 citato da SAADEDDIN
e Dobpema, 1986) Arthrocnemum fruticosum (SAADEDDIN € DODDEMA,
1986) o in piante cresciute sperimentalmente in mezzo addizionato
di NaCl come Pisum sativum (SoLoMON et alii, 1986), ma non & stata
mai segnalata in specie del genere Prosopis. Inoltre, mentre in Sali-
cornia virginica il fenomeno & stato riscontrato piu avanzato nel fu-
sto, in Silene maritima, in Arthrocnemum fruticosum e in Prosopis
juliflora & piti marcato nella radice che apparirebbe, quindi, pitu sen-
sibile alla salinita. Questo dato & in accordo con i risultati di Soro-
MoN et alii (1986) su Pisum sativum: gli autori dimostrarono che la
salinitd induceva cambiamenti anatomici e morfologici, nella radice,
dopo soltanto 24 h di coltura.

Non ci risulta, dalla bibliografia, che siano state avanzate inter-
pretazioni di questo avvio precoce della struttura secondaria. Da un
punto di vista funzionale resta facile ipotizzare che la piantina, in
condizioni di stress idrico legate al basso potenziale dell’acqua, prov-
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veda a creare strutture piu efficienti ai fini del suo bilancio idrico:
in tutti e tre gli organi, radice, fusto e foglia, la parte vascolare
si potenzia prima ed in modo pili cospicuo. In quest’ottica andreb-
bero visti, secondo la nostra opinione, il grande spessore dell’eso-
dermide e l'incremento di sostanze polianioniche idrofile, evidenzia-
te dalle reazioni istochimiche impiegate. Tali sostanze (polifosfati,
acidi policarbossilici e polisolfati) portano cariche negative che rea-
giscono metacromaticamente (colorazione rosso-magenta) con TBO
a pH 4,4 (BurLock et alii, 1980), risultati confermati dall’Alcian Blue
a pH 2,5 e 0,5: questo colorante basico, infatti, a bassi valori di
pH, mostra affinita rispettivamente con polisaccaridi debolmente aci-
di (con gruppi -COOH) e con polisaccaridi fortemente acidi (con grup-
pi -SO4--); tali polisaccaridi acidi o pectine polianioniche o polianio-
ni (HesLop-HARRISON e? alii, 1984) sono capaci di legare le molecole
d’acqua in quantita direttamente proporzionali alle cariche negative
presenti (MopeNEsSI e VaNzo, 1986). La presenza di sostanze capaci
di legare molecole d’acqua acquista un particolare significato nella
foglia: qui, infatti, sta ad indicare un meccanismo di cattura dell’u-
midita atmosferica, come & stato precedentemente dimostrato per
Prosopis tamarugo (SERRATO VALENTI e MELONE, 1988), meccanismo
pitt accentuato nelle foglioline cresciute in presenza di sale, nelle
quali l'incremento della componente polianionica delle pareti delle
cellule epidermiche e delle pareti degli stomi & messa in evidenza
dall’intensificarsi della metacromasia. Nelle stesse foglioline, inol-
tre, I'arricchimento in cellule di storaggio dell’acqua del mesofillo
rappresenterebbero una riserva idrica essenziale in un ambiente arido
salino.

Molto resta da indagare sui meccanismi che sono alla base delle
variazioni strutturali ed istochimiche indotte dalla salinitd, ma il
fatto che Prosopis juliflora sia una specie capace di-realizzare, in
tempi molto brevi, strategie adattative che le permettano di vivere
in ambienti difficili, ci sembra una ragione in piu ai fini di una
scelta in un ampio progetto di bonifica ambientale.
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