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In condizioni di stress idrico, la vite adotta strategie di difesa tipiche di un comportamento ecologico pessimista, pur possedendo una spiccata variabilità varietale che permette in alcune cultivar di discostarsi dalla strategia rigorosamente pessimista. Queste varietà che, per contro, tendono al comportamento ecologicamente ottimista attuano un controllo ‘quasi-anisoidrico’ dello stress. La peculiarità della risposta  pessimista, o isoidrica, è quella di limitare un forte abbassamento del potenziale idrico attraverso uno stretto controllo stomatico. Nelle cultivar rigorosamente pessimiste (isoidriche), la suscettibilità agli embolismi e/o il segnale di acido abscisico (ABA) concorrono a provocare una repentina chiusura stomatica. La varietà di vite isoidrica, più studiata da questo punto di vista, è sicuramente la cv. Grenache.

Studiando le ricerche di Salleo et. al. (1992), Tyree et. al. (1999), e Mayr et. al. (2006), abbiamo appreso come si possa provocare artificialmente la formazione di embolismi.  Con l’ausilio della pressure collar technique si può creare, quindi, una situazione molto simile al reale stress idrico per ciò che riguarda la risposta dell’embolia. Il nostro lavoro di ricerca si propone di utilizzare un collare di pressione modificato, per Vitis vinifera L., per meglio comprendere l’effetto che una perdita di conduttività idraulica xilematica apporta alle relazioni idriche della fisiologia della pianta. 

I vantaggi nell’utilizzo del “pressure collar” consistono nel disaccoppiamento tra la formazione di embolismo xilematico e la risposta in questi termini a stress idrico; ovvero in dettaglio in:
· Non avere interferenze da parte del metabolismo della pianta, che viene modificato per aspetti e fisiologici e molecolari in condizioni di stress, in particolare dall’azione dell’ABA,

· Standardizzare ill trattamento che si ottiene applicando, su piante uniformemente irrigate con tralci di stessa età e diametro simile, pressioni misurabili e ripetibili,

· Avere un’immediatezza del trattamento, che permette di partire da valori molto simili di potenziali idrici fogliari, e ridurli in poche ore fino a simulare marcate condizioni di stress.

La nostra ricerca ha previsto di selezionare quattro coppie di piante, cv. Grenache, ognuna delle quali composta da una pianta in stress idrico e una irrigata, entrambe in vaso. Su di un tralcio della pianta irrigata è stato posizionato il collare di pressione, mentre l’altro tralcio è stato utilizzato come controllo irriguo. In questo modo abbiamo potuto ottenere tre tesi: una irrigata come controllo, una con pressure collar, e una stressata. Per le prove, effettuate in condizioni ambientali, sono state utilizzate otto piante così da poter ottenere quattro repliche biologiche. Le pressioni esercitate di circa 27 bar erano mantenute fino all’abbassamento dei valori di scambio gassoso per la tesi pressure collar. Al momento della depressurizzazione è stata irrigata (re-idratata) la pianta con reali condizione di stress idrico, così da poter confrontare il recupero con la tesi che era stata pressurizzata. 

Sono state effettuate vari tipi di prove, per analizzare: l’andamento del potenziale idrico, degli scambi gassosi (assimilazione e conduttanza stomatica), della resistenza idraulica e della PLC (percent loss of conductivity). I valori raccolti sono stati analizzati sia osservando l’andamento dei time course giornalieri nelle tre tesi, sia osservando l’effetto sulle varie foglie in relazione alla loro posizione rispetto al collare. Gli strumenti utilizzati per ottenere questi dati sono stati: camera a pressione di Scholander, analizzatore di scambi gassosi (IRGA infra-red-gas-analyzer), e HPFM (High pressure flow meter). 

Per ogni trattamento sono stati campionati piccioli e lembi fogliari di tutte le piante delle quattro repliche biologiche per le successive analisi molecolari che verranno eseguite presso il Dipartimento di Biologia Vegetale dell’Università degli Studi di Torino. I piccioli sono stati preparati in modo da poter isolare i fasci xilematici con la tecnica del Laser Micro Dissection (LMD) previa inclusione in paraffina. Il fine sarà quello di mettere a punto un protocollo di estrazione di RNA dalle cellule parenchimatiche a ridosso dei vasi xilematici. Il cDNA ottenuto verrà quindi testato in PCR real time per quantificare l’espressione di alcuni geni chiave in queste cellule, che si presume siano coinvolte direttamente nel recupero dagli embolismi (Zwieniecki & Holbrook, 2009).
I campionamenti sono stati eseguiti al momento della depressurizzazione per le tre tesi. Nel caso delle due tesi recuperanti, stressata da collare di pressione e stressata da deficit idrico, un secondo campionamento avveniva al completo recupero della conduttanza stomatica. Nel caso della tesi collare questo avveniva la sera stessa delle prove, mentre per la tesi stressata dopo due giorni. I campionamenti prevedevano il prelievo di due foglie con picciolo per tesi, le foglie separate dai piccioli sono state congelate in azoto liquido mentre i piccioli sono stati processati per l’inclusione in paraffina. 

L’elaborazione dei dati, ha portato a queste principali conclusioni:

· le tesi irrigata e stressata hanno mostrato andamenti attesi, e hanno fornito un utile confronto per la tesi collare

· il pressure collar ha un effetto penalizzante su tutti gli organi a valle del collare

· l’effetto penalizzante è commisurato all’entità della pressione e alla durata del trattamento, nonché alla richiesta evapo-traspirativa giornaliera

· la pressurizzazione compromette tutti i parametri sottoposti al controllo: potenziale idrico, conduttanza stomatica, assimilazione, e PLC 

· le conseguenze della pressurizzazione sono più evidenti nelle foglie immediatamente vicine al collare, scemando con l’aumentare della distanza

· la gradualità del trattamento, in relazione alla distanza, è stata osservata per tutti i parametri analizzati

I risultati delle tesi irrigata e stressata hanno confermato andamenti già osservati in bibliografia (Schultz 2003, Lovisolo et.al. 2008). I dati ricavati da pressure collar sembrano concordare con quelli di altri studi su questa tecnica Salleo et. al. (1992)  Mayr et. al. (2006), in cui viene evidenziata la localizzazione degli embolismi nelle parti di legno subito a monte e a valle del collare (5 cm). I valori penalizzanti registrati nel nostro esperimento mostrano uno slittamento in zone anche più distali. Pensiamo che questo sia dovuto alla maggiore durata della pressurizzazione. Le nostre riflessioni portano a ipotizzare che le foglie prossimali al collare siano penalizzate dall’effettiva presenza di embolismi, mentre quelle più distali, avvertito lo scarso flusso idrico concorrano a diminuire la traspirazione per limitare la tensione xilematica ed evitare la formazione di nuovi embolismi. 

Gli sviluppi futuri di questo lavoro saranno: 

1) confrontare le dinamiche di recupero degli embolismi su altre cultivar, spesso studiate per quel che riguarda il comportamento isoidrico e anisoidrico, come Chardonnay e Syrah, entrambe ‘quasi-anisoidriche’.

2) osservare l’espressione genica per poter capire, come varia prima, durante  e dopo la formazione dell’embolo, l’attività delle cellule parenchimatiche.
3) capire quale sia il segnale che limita la traspirazione delle foglie distali dal collare.  
Induction and recovery of water stress under real and artificial conditions

Upon water stress, the grapevine shows pessimistic ecological behavior, although in grapevine is displayed a wide varietal variability, and some varieties behave, on the contrary, as optimistic plants. The peculiarity of the pessimistic, or isohydric, response is in limiting the reduction of water potential in the plant through a tight stomatal control. In pessimistic cultivars, either embolism susceptibility or ABA signaling concur to cause stomata closure. The isohydric variety most studied is the cv. Grenache.

Through researches of Salleo et. al. (1992), Tyree et. al. (1999), and Mayr et. al. (2006), we learned how to artificially induce a formation of embolism. Through the pressure collar technique, it is possible to simulate artificial embolisms similar to them formed under water stress. 

Our research aims to use a adapted pressure collar, for shoots of Vitis vinifera L., to understand the effects of the xylem loss of hydraulic conductivity on plant water relations, but without any metabolic interference born as a defense during the water stress period. An uncoupling of water stress and embolism formation is the final goal of this work.

We used four pairs of potted plants, cv. Grenache, each of them consists of one plant upon water stress and the latter well irrigated. On a branch of the irrigated plant the pressure collar was applied, whereas another branch was used as a control. In this way we could obtain three theses: an “irrigated” control-, a “pressure collar”-, and a “water stress”-treatments. The trials were carried out upon environmental conditions, with four biological replicates. 

Different ecophysiological measurements were performed: dynamics of water potential, gas exchange (carbon assimilation and stomatal conductance), hydraulic resistance and PLC (percent loss of conductivity) assessment. The values obtained were analyzed either by observing daily time courses of the three theses, or observing the effect on different leaves in relation to their distance from the collar. The instruments used were: the Scholander pressure chamber, the gas exchange analyzer (IRGA infra-red-gas-analyzer), and the HPFM (High Pressure Flow Meter).

For each treatment were sampled petioles and leaves of all plants of the four biological replicates for subsequent molecular analyses to be performed at the Department of Plant Biology of the University of Turin. Petioles were prepared in order to isolate xylem vessels with the technique of Laser Micro Dissection (DML) after inclusion in paraffin. The aim will be to develop a protocol for extracting RNA from parenchyma cells close to vessels. The cDNA obtained will then be used in real-time PCR to quantify  expression in those cells of putative genes, assumed to be directly involved in embolism recovery (Zwieniecki & Holbrook 2009).
Result-processing has led to these major conclusions:

· irrigated and stressed plants show expected trends, and provide a useful comparison for the thesis with pressure collar

· the pressure collar has a penalizing effect on all organs downstream the collar

· detrimental effect is proportionate to the level of pressure and duration of treatment, and to the requested daily evapo-transpiration

· pressurization affects all ecophysiological parameters: leaf water potential, stomatal conductance, assimilation, and PLC

· the consequences of pressurization is most evident in the leaves immediately surrounding the collar, decreasing with increasing distance

· the gradient in relation to the distance is observed for all parameters analyzed

The results of the irrigated and stressed plants confirmed trends already observed in literature (Schultz 2003, Lovisolo et.al. 2008). Our results on ‘pressure collar’ plants agree with those of other studies on this technique performed by Salleo et. al. (1992) and by Mayr et. al. (2006), who highlighted the localization of embolism in the parts of wood immediately upstream and downstream the collar (5cm). In our experiment, a shift of embolism-related results are even prolonged along the shoot. We think this is due to the increased duration of pressurization of our experiment, as compared with the cited ones. Our reasoning leads to hypothesize that the leaves proximal to the collar are penalized by the actual presence of embolism, while in those farther away, the lower water flow decreased transpiration, limiting in turn the xylem tension to avoid the formation of new embolism. 

Future developments of this work will be: 

1) to compare the dynamics of recovery of embolism on other cultivars, often studied with regard to isohydric and anhysoidric behavior as Chardonnay and Syrah.

2) to observe the gene expression in order to understand parenchyma cell activity during the cycles of formation and recovery of embolism, in order to validate or refuse the theory Zwieniecki & Holbrook (2009). 

3) to understand what is the signal (hydraulic? metabolic?) that limits the transpiration of leaves distal from the collar.
