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1. Stato dell’arte.

Negli ultimi anni, l’uso degli isotopi stabili applicato alla caratterizzazione delle risposte fotosintetiche e adattative delle piante ai cambiamenti climatici si è rivelato di sempre maggior successo. Vari processi naturali sia geochimici che fisiologici stanno alla base delle ripartizioni isotopiche di elementi stabili quali O, H, C e N, e ne determinano le differenze nella composizione misurate nella vegetazione.
Mentre gli isotopi di C e N nelle piante sono stati ampiamente studiati in passato, per ricerche legate sia alle variazioni d’abbondanza e di composizione della CO2, che all’efficienza idrica, minori sono finora gli studi degli isotopi di O e H nel sistema vegetale. Questi possono invece rivelarsi molto utili per lo studio e la definizione di quei processi biochimici che avvengono tra l’acquisizione di acqua dalle radici, la fissazione fotosintetica e le successive trasformazioni metaboliche ma, soprattutto, per lo studio degli effetti ambientali su questi processi.

Gli isotopi di O e H nei prodotti metabolici delle piante derivano dalla composizione isotopica dell’acqua “ambientale” (di falda, gravitazionale o capillare) disponibile agli apparati radicali, a meno delle variazioni introdotte da frazionamenti isotopici che sono generalmente di natura biochimica e fisico-chimica. La composizione isotopica dell’acqua ambientale, a sua volta, dipende da parametri strettamente ambientali come temperatura e umidità, e dalla dinamica del ciclo idrologico, che solitamente variano sul territorio da zona a zona. Questi parametri condizionano fortemente in qualità e quantità i frazionamenti degli isotopi leggeri in questione. Tali processi di ripartizione isotopica, rappresentati essenzialmente dai fenomeni di traspirazione fogliare e di trasformazione metabolica durante i processi fotosintetici, hanno solitamente effetti opposti, poiché l’evapotraspirazione tende ad arricchire la pianta in isotopi pesanti (18O e 2H) mentre i frazionamenti biochimici tendono ad impoverirla negli stessi isotopi. La descrizione e la quantificazione dei frazionamenti e la loro variazione al variare dell’ambiente risulta perciò di fondamentale importanza ai fini della comprensione dei processi di adattamento delle piante ai cambiamenti globali e anche per poter utilizzare queste composizioni isotopiche come indicatori climatici e paleo-climatici. Sulla base degli stessi principi e informazioni, cioè sul legame tra la composizione isotopica e il territorio, risulta anche possibile utilizzare gli isotopi stabili per la caratterizzazione di prodotti alimentari di origine vegetale o animale, considerando questi ultimi come livelli più elevati della catena trofica nei quali viene trasmessa, a meno di frazionamenti caratteristici di ogni gradino della scala trofica, una composizione isotopica associabile alla zona di origine. Nell’ultimo decennio gli isotopi stabili sono stati più volte impiegati per testare la qualità e l’originalità di vari prodotti alimentari, ed esempi sono gli studi eseguiti sul miele, sui succhi di frutta, sul latte, sul vino, sulla carne, ecc., per cui in questo progetto si sono voluti considerare entrambi gli aspetti investigativi: da un lato quello relativo all’investigazione delle influenze ambientali sulla composizione isotopica nella vegetazione e dall’altro l’applicazione diretta delle conoscenze acquisite sui prodotti alimentari. 




2. Obiettivi

L’obiettivo principale del programma Short-Term Mobility è stato quello di mettere a punto una metodologia di studio comune tra i due istituti (IBAF e CEBV), volta alla definizione delle strategie d’indagine e di misura delle composizioni isotopiche (18O/16O, H/D) delle piante e dei loro prodotti in relazione all’ambiente e ai frazionamenti isotopici legati ai processi fisiologici e biochimici. Con queste informazioni si voleva pervenire alla identificazione e alla comprensione delle relazioni pianta-ambiente e all’utilizzazione degli isotopi stabili come indicatori ecofisiologici, geografici e climatici.
Inoltre, in collaborazione con i ricercatori del CEBV, si intendeva testare e pervenire alla stesura di un metodo congiunto per la raccolta e la misura dei parametri isotopici nelle piante spontanee e coltivate, cresciute nei due diversi contesti climatici, con l’intenzione di estendere la collaborazione ad altri partner dell’area mediterranea.

3. Attività svolta

Il programma di Short-Term Mobility è stato svolto nel periodo compreso tra il 23 settembre 2007 e il 14 ottobre 2007, presso l’istituto CEBV e sotto la supervisione della Prof. Cristina Maguas e del responsabile tecnico del laboratorio Dr. Rodrigo Maia.
Nel presente progetto di scambio si è cercato di disegnare le linee guida e i parametri di studio della ricerca congiunta sulla composizione isotopica degli elementi stabili nella vegetazione e sull’influenza che su questa variabilità esercitano i parametri climatici e le loro variazioni. Inoltre, abbiamo previsto di portare avanti un confronto tra le vegetazione tipiche della macchia mediterranea, presente in entrambe le zone, quali l’olivo e il Pino. Nel primo caso, sono stati finora misurati i prodotti del frutto (olio d’oliva), mentre è previsto per l’anno prossimo un contestuale campionamento e la misura degli isotopi nelle foglie delle stesse piante di produzione dell’olio che viene misurato (foglie e frutti dalla stessa pianta). Nel caso del pino, è stato progettato un criterio di campionamento analogo nei due laboratori e sono state opportunamente scelte le varietà da studiare in Italia e in Portogallo. 
I campioni di olio, già disponibili e analizzati presso il CEBV, sono provenienti da tutte le regioni italiane e da varie regioni del Portogallo. Il proposito ulteriore, nel caso dell’olio, era, oltre all’indagine sul prodotto della pianta, anche cercare di verificare se indagini isotopiche di questo tipo potevano rivelarsi utili per la caratterizzazione geografica e la protezione dalle sofisticazioni e dalle frodi dei prodotti alimentari di origine tipica, quale è il caso dell’olio extra vergine di oliva. 

Lo scopo primario, comunque, era quello di individuare e standardizzare la strategia di raccolta dei campioni vegetali tale da coprire varie zone di provenienza nei due paesi mediterranei (Italia e Portogallo), con caratteristiche fisiografiche e climatiche diverse dei luoghi di origine. Con questa pianificazione collegiale del campionamento si prevede, infatti, di ottenere un criterio comune per l’individuazione della massima diversità nei rapporti isotopici caratteristici delle piante e dei loro prodotti (18O/16O, 2H/1H, 13C/12C, 15N/14N), stabilendo la relazione tra le composizioni isotopiche, i processi metabolici e le condizioni climatiche. In tal modo si potranno ricostruire e descrivere gli effetti delle variazioni climatiche e ipotizzare le conseguenze dei cambiamenti globali sulla vegetazione e sulla loro fisiologia.
Contestualmente a questi campionamenti di foglie e frutti (e loro derivati) è previsto di svolgere in tutti i siti di provenienza dei campioni anche una raccolta mirata della risorsa idrica associata (acqua di falda e acqua xilematica), per stabilire i rapporti tra la composizione in D e 18O nell’acqua e nei prodotti metabolici della pianta (misurata soprattutto nei lipidi), nonché comprendere l’effetto dei diversi climi, piuttosto che quello dei diversi metabolismi. L’idea generale è quella di riuscire a correlare i gradienti e le composizioni della risorsa idrica (strettamente dipendenti da parametri climatici come T e umidità) con la composizione isotopica misurabile nei prodotti vegetali, ai fini della valutazione delle variazioni composizionali dovute alla fisiologia nelle piante nei due contesti climatici.
Una parte preponderante del piano di lavoro svolto durante la Short-Term Mobility ha riguardato anche la messa a punto della metodologia analitica per l’estrazione dei parametri di interesse all’analisi isotopica. Presso il Centro di Ecologia e Biologia Vegetale della Facultade de Ciencias dell’Univeristà di Lisbona sono disponibili strumenti del tutto analoghi a quelli di nuova acquisizione presenti presso il laboratorio di chimica isotopica dell’Istituto di Biologia Agro-Ambientale (IBAF) di Porano. Lo spettrometro di massa, che lavora in flusso continuo di elio (CF-IRMS), e le periferiche per l’analisi elementare e la pirolisi sono stati utilizzati per la misura dei rapporti isotopici in campioni solidi (soprattutto 18O/16O; 2H/1H eseguiti a Lisbona, mentre i rapporti 13C/12C, 15N/14N sono stati misurati per confronto con le determinazioni già fatte a Porano). Inoltre, in questa fase, sono stati anche identificati e selezionati gli standard interni di laboratorio per uso comune. 
4. Risultati e prospettive future
Mediante le tecniche di pirolisi ad alta temperatura (circa 1300°C) sono state determinati i valori isotopici di campioni di olio d’oliva “totali” (“bulk”, ossia senza l’estrazione selettiva dei vari composti organici) provenienti da diverse zone dei territori portoghese e italiano, mentre si è tentato anche di effettuare la misura isotopica di D negli stessi campioni. Lo strumento utilizzato è un Pyro-OH (Eurovector) accoppiato ad uno spettrometro Isoprime (GVI). Entrambe le misure isotopiche (D e  si sono dimostrate estremamente complesse, e nel breve periodo di tre settimane si sono potuti appena definire, a seguito di molti tentativi, spesso andati a vuoto, i parametri strumentali ottimali per la buona riuscita delle misure, nonché il quantitativo ideale per una buona risposta analitica dello strumento. Tra l’altro la misura del D non è mai stata eseguita da nessuno dei due laboratori in questa matrice, mentre scarsissimi sono anche i lavori riportati in letteratura. 
Nell’ambito di questo progetto di mobilità si sono quindi identificate le strategie ottimali per l’analisi degli isotopi di idrogeno (nella cui tecnica analitica entrambi i laboratori sono allo stadio iniziale) negli stessi campioni e in quelli che verranno raccolti nei prossimi mesi.

Nel periodo trascorso a Lisbona sono stati altresì reperiti ventitre campioni di olio portoghese di origine nota, da confrontare nella composizione isotopica con quelli italiani per tutti i valori isotopici investigati; le misure di 13C saranno svolte a Porano, dove già sono stati misurati tutti i campioni di olio. Sono poi stati presi nuovi contatti con enti e soggetti privati portoghesi in grado di fornire ulteriori campioni per il prossimo anno; infine è stata stilata una scheda di raccolta del tutto analoga a quella già utilizzata per i campioni italiani, con le informazioni relative alla coltura delle piante che hanno fornito i frutti per l’olio, tra cui dati cruciali per le interpretazioni dei dati isotopici, quali la varietà delle piante in questione (cultivar), l’esatta collocazione dei terreni, la loro altitudine, l’esposizione, l’irrigazione e la concimazione, ecc..
Durante lo stesso periodo di mobilità sono stati inoltre pesati i campioni italiani selezionati (circa 200 nel caso dell’olio, solitamente pesati in quadruplo) su bilance di precisione in apposite microcapsule adatte alla pirolisi, e individuati gli standard interni, calibrati su quelli internazionali, per le successive misure isotopiche nei laboratori di Lisbona e di Porano. 
Una parte di questi campioni sono stati già misurati, mentre un’altra grossa parte lo sarà nelle settimane future presso il CEBV, a cura del Dr. Maia, dato che i tempi di misura per questa tecnica sono complessivamente molto più lunghi della durata della Short-Term Mobility, in special modo per l’alto numero di campioni preventivati.
La partecipazione al progetto ha inoltre permesso di rafforzare programmi di mutua collaborazione con la Prof. Maguas e il suo laboratorio, nonché di progettarne di nuovi, tra cui quello dello sviluppo ulteriore e per i prossimi anni dello studio appena descritto.
La sottoscritta, nell’ambito di queste tre settimane, mediante l’interazione con il Dr. Maia e in generale con lo staff della Prof. Maguas, ha beneficiato di un intensivo, esteso e competente training sulla messa a punto e sull’utilizzo delle strumentazioni analitiche da poco presenti anche a Porano, che sarà di beneficio a tutto l’istituto per le misure future.
Alla luce di quanto esposto, si ritiene che il periodo di scambio di cui la sottoscritta ha goduto sia stato quanto mai di successo. L’interazione diretta con il laboratorio del CEBV ha permesso, oltre all’immediato vantaggio nell’acquisizione delle metodologie analitiche, anche di strutturare e disegnare con il partner internazionale una buona pianificazione per la buona riuscita di questa ricerca.
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