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Flower colour: factors that control
its expression and techniques that
can modify it

Abstract. Flower colour is an important feature for
the aesthetic appeal of any ornamental crop.
Information about the pigments present in a particular
plant is necessary for the development of new colour
varieties, even if different factors can influence the
colour expression of the same pigments. Flower color
is primarily due to four types of natural pigments: fla-
vonoids, carotenoids, betalains and chlorophylls.
Among these classes, flavonoids are the most com-
mon and responsible for an enormous range of flower
colors including strong yellow, creamy yellow, ivory,
pink, scarlet, blue and violet. The carotenoids produce
the yellow, orange and red colours, the betalains pro-
duce the yellow, orange, purple and red colours only
in the floral tissues of a few species (Caryophyllales)
and the chlorophylls are responsible for a very few
cases of green flowers. Anthocyanins are the most
prevalent type of flavonoids and are generally consi-
dered responsible for most pink through blue flower
colours. As anthocyanins alone are virtually colorless
within the pH range of 4 to 6, other flavonoids and
related compounds (but also metals such as iron and
aluminum) can associate with anthocyanins and form
colored anthocyanin-copigment complexes that are
stable at pH values where anthocyanins alone are vir-
tually colorless. The colors and color enhancement
caused by the formation of anthocyanin-copigment
complexes are greatly influenced by pH, concentra-
tion of anthocyanins and molar ratio of copigment to
anthocyanin. External factors that can influence flower
color, reviewed in this paper, are temperature, light,
fertilization, addition of sugar or metals in the conser-
vation water. Even if a significant amount of informa-
tion is available on the genetics of flower colour, the
new colour combinations that can be obtained by
classical breeding are limited, the cross and selection
programs are often too long and, moreover, some
colours are absent in the genome of many important
flowers (for example, the blue colour in rose, carna-
tion, lily, gerbera). The transgene technology can be,
and has been, extensively used to create new flower
colours in many ornamental species. In this review,
the factors that determine flower colour, the techni-
gues that can be applied for modification, improve-
ment or conservation of colour quality, the genetic
control of the character, the biosynthetic pathway of
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the main pigments and the results obtained through
the transgene technology to modify flower colour are
reported.

Key words: ornamentals, quality, postharvest, pig-
ments, anthocyanins.

Introduzione

Il colore dei fiori rappresenta un aspetto qualitativo
fondamentale per gli operatori ed un elemento di valu-
tazione di primariaimportanza per il consumatore al
momento dell’ acquisto: risulta quindi fondamentale
comprendere quali siano i fattori che determinano la
sua espressione per individuare le tecniche impiegabi-
li per migliorarla o, perlomeno, per conservarne la
qualitail piu alungo possibile.

Il colore dei fiori & determinato fondamental mente
dal tipo, dalla quantita e dalla stabilita dei pigmenti
presenti nei tessuti, dal pH delle cellule vacuolari e
dalla traslocazione dei pigmenti stessi dal sito di pro-
duzione. | pigmenti maggiormente responsabili per il
colore dei fiori sono i flavonoidi, i carotenoidi, le
betalanine e, in una certa misura, anche la clorofilla
Diversi fattori esterni poi possono influenzare |’ e-
spressione del colore, come laluce, latemperatura, gli
zuccheri, i metalli, ecc. (Davies e Schwinn, 1997;
Griesbach, 2005).

Il valore commerciale delle ornamentali tuttavia
non é determinato solo dalla qualita ma anche dalla
varieta dei colori dei fiori disponibili, con una conti-
nuaricerca di novita che costituisce la base del suc-
cesso di ogni nuova cultivar (fig. 1). Per alcune specie
di fiori solo un ristretto spettro di colori € disponibile,
mentre in altre specie acuni colori sono assenti, come
ad esempio il blu in specie importanti come la rosa, il
garofano, il lilium, la gerbera. || miglioramento gene-
tico tradizionale viene da lungo tempo utilizzato dagli
ibridatori per creare nuovi colori dei fiori, fin dai
tempi in cui la genetica mendeliana non era ancora
conosciuta. L’ introduzione di nuovi colori attraverso
le moderne tecniche di ingegneria genetica potrebbe
avere unalargainfluenza nel mondo dellafloricoltura,
ed infatti questo settore di ricerca ha subito attratto
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Fig. 1- Lavarietadi colori dei fiori costituisce la base del successo commerciale di ogni specie ornamentale. Nellafoto, il campo catalogo
di ibridi di Lilium asiatico presso I’ Istituto Sperimentale per |la Floricolturadi Pescia (foto B. Nesi).
Fig. 1 - The variety of colour combinations is the base for the commercial success of any ornamental species. In the picture, the catalogue
field of agiatic lilies at the Experimental Institute for Floriculture (photo B. Nesi).

I"attenzione sia degli istituti di ricerca pubblici, sia di
molte compagnie biotecnol ogiche private.

In questa review saranno pertanto esposte le attuali
conoscenze sui fenomeni chimici e biochimici che
sono ala base del colore dei fiori, sulle tecniche adot-
tabili e per migliorarne e conservarne la qualita, sulla
genetica della biosintesi dei pigmenti e sulle possibi-
litadi modificarne |’ espressione.

| pigmenti

Dei quattro tipi di pigmenti citati in precedenza, i
flavonoidi e le betalanine si trovano all’interno dei
vacuoli cellulari, non sono chimicamente correlati e
sono mutual mente esclusivi, non essendo mai stati tro-
vati insieme. Laclorofillaei carotenoidi sono invece
chimicamente correlati e localizzati all’interno dei pla-
stidi che si trovano nel citoplasma delle cellule
(Grieshach, 2005). Sebbene la clorofilla possa influen-
zareil coloredei fiori e, in diversi casi, anche determi-
narne il colore verde (ad esempio nell’ Helleborus), tut-
taviala suaimportanza, relativamente a questa proble-
matica, € molto limitata (Davies e Schwinn, 1997), per
Cui non verratrattatain questa review.

| flavonoidi generalmente interessano le colorazio-
ni dei fiori rosa, rosso, arancio, scarlatto, porpora, blu,
blu scuro e, in qualche caso, anche gialo. Inoltre ess
danno intensita alla maggior parte dei colori bianco o
crema (tab. 1) (Davies e Schwinn, 1997).

| carotenoidi, da soli, determinano |e colorazioni
gialle, arancio e rosse. In molte importanti specie
ornamentali, i carotenoidi contribuiscono ad ampliare
la gamma di colori dei flavonoidi producendo, in
combinazione con questi, i colori giallo, arancio, scar-
latto e marrone scuro (Davies e Schwinn, 1997): per
esempio, il colore rosso della Sophronitis e della
Phalaenopsis € il risultato del mescolamento tra caro-
tenoidi color arancio e flavonoidi color magenta (tab.
1) (Griesbach, 2005).

Tab. 1 - Basi chimiche del colore dei fiori nelle angiosperme (da
“1 composti fenolici di interesse biologico,
http://members.xoom.virgilio.it/alberto_chim/Fenoli.pdf )
Tab. 1 - Chemical bases of flower colour in the Angiospermae.

PIGMENTO RESPONSABILE

Flavoni e/o flavonoli

Carotenoidi
Flavonoidi gialli
Calconi e auroni

— Carotenoidi
Pelargonidina ed auroni
Pelargonidina
Cianidina e carotenoidi
Marrone Cianidina su fondo di carotenoidi

Delfinidina
Blu m e copigmenti

Delfinidina e copigmenti

COLORE

Bianco, avorio, crema

Giallo

Arancione

[

Scarlatto

Magenta

Malva, violetto

Porpora intenso Delfinidina ad elevate concentrazioni

Verde Clorofille




Le betalanine determinano i colori giallo, arancio,
rosso e porpora nei tessuti fiorali solo di poche specie
di piante, essendo limitate ad alcune famiglie apparte-
nenti principalmente dell’ ordine delle Caryophyllales
(Davies e Schwinn, 1997).

Ogni tipo di pigmento e il risultato di una differen-
te sequenzadi reazioni biochimiche e la produzione di
ciascun pigmento e indipendente dagli altri pigmenti.
Nellamaggior parte dei casi, un difetto nel pathway
biosintetico dei flavonoidi non ha effetti su quello dei
carotenoidi e della clorofilla: questo pud essere chia
ramente visto nei mutanti verdi di SarracenialL. in cui
i flavonoidi rossi, che sono normalmente presenti
nellefoglie e nei fiori, sono assenti, mentre la clorofil -
laei carotenoidi sono normamente presenti per cui le
foglie sono verdi ei fiori gialli (Griesbach, 2005).

Per quanto riguarda i fiori bianchi, s ritiene gene-
ralmente che siano privi ameno di una parte di questi
pigmenti, malaloro assenzanei petali potrebbe essere
dovuta a fattori diversi come il malfunzionamento dei
geni coinvolti nellatrascrizione del colore, laloro
mancata espressione €/o0 un errore nel meccanismo di
traslocazione (Zaiton et al., 2003).

Flavonoidi

| flavonoidi sono dei composti fenil-propanoidi
generalmente solubili in acqua e conservati nel vacuo-
lo. Tutti i flavonoidi, general mente, posseggono uno
scheletro base C6-C3-C6, composto da un’ unita C6
(anello A) e da un’unita C6-C3 (anello B ed atomi di
carbonio 2,3 e 4). Gli atomi di carbonio all’interno
dello scheletro vengono originati da due distinti
pathways. L'anello B, con gli atomi di carbonio 2,3 e
4, viene fornito da un derivato dell’acido cinnamico,
mentre I’anello A el risultato della condensazione
testa-coda di 3 unita di acetato (fig. 2) (Salisbury e
Ross, 1992).

L’enzima chiave nella biosintesi dei flavonoidi, la
calcone sintasi (CHS), catalizza la condensazione in
piu stadi di tre unita di acetato, derivanti da malonil-
CoA, con un opportuno derivato dell’ acido cinnami-

Fig. 2 - Struttura base dei flavonoidi (da Salisbury e Ross, 1992).
Fig. 2 - Base structure of the flavonoids.
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co, normamente il p-cumaril-CoA, con conseguente
formazione di un calcone (4,2, 4', 6 -tetraidrossical-
cone) dal quale si originano tutte le strutture dei flavo-
noidi. | precursori dei flavonoidi, quindi, derivano
entrambi da carboidrati: il malonil-CoA, che si forma
a partire da acetil-CoA e CO, con una reazione cata-
lizzata da acetil-CoA carbossilasi, e il p-cumaril-CoA,
che viene fornito dal metabolismo del fenilpropanoi-
dico (Salisbury e Ross, 1992).

La biosintesi dei flavonoidi, come parte del piu
vasto processo biosintetico dei fenil-propanoidi, € uno
degli aspetti del metabolismo secondario delle piante
maggiormente studiato e caratterizzato. Anni di ricer-
che di genetica e di biochimica sui passaggi enzimati-
ci di questo processo sono stati recentemente integrati
dalle ricerche dei biologi molecolari (Davies e
Schwinn, 1997). | geni che codificano la maggior
parte degli enzimi coinvolti nellabiosintesi delle anto-
cianine sono stati individuati e clonati, ed anche la
conoscenza dei fattori che regolano questo processo é
molto avanzata, per cui si rimanda alle esaurienti
review pubblicate sull’ argomento (van Tunen e Mal,
1991; Heller e Forkmann, 1993).

Trai flavonoidi piu comuni, solo i calconi e le
antocianine hanno colori significativi, e queste ultime
sono di gran lungai pigmenti piu diffusi ed importanti
(Davies e Schwinn, 1997). Nei tessuti dei petali le
antocianine sono situate specificatamente nei vacuoli
delle cellule epidermiche, mentre nelle brattee, come
in Poinsettia ed in Hydrangea, queste sono localizzate
nei vacuoli delle cellule interne (Asen, 1976). La
struttura chimica delle antocianine consiste nel tipico
scheletro C,, dei flavonoidi (fig. 2) in cui i tre anelli
(uno cromonico, uno aromatico ed uno eterociclo)
sono glicosilati con uno o piu zuccheri (glucosio,
galattosio o ramnosio) ed acilati con uno o piu acidi
cinnamici (acido cumarico, ferrulico, malonico o caf-
feico) attaccati in posizioni specifiche (Salisbury e
Ross, 1992).

Le antocianine private dello zucchero e dei radicali
acilici sono chiamate antocianidine (Griesbach, 2005).
Le principali antocianidine sono sei, tre delle quali
sono comunemente rintracciabili: la pelargonidina,
che producei colori arancio, rosa o rosso; la cianidina,
che produce i colori rosso o malva; la delfinidina, che
produce i colori porpora, blu o blu scuro (Davies e
Schwinn, 1997). Le altre antocianidine (peonidina,
petunidina e malvidina) sono invece riscontrabili solo
su alcune piante (tab. 1) (Griesbach, 2005).

Quando sono poste in vitro, in condizioni simili a
guelle comunemente riscontrate nei vacuoli delle cel-
lule fiorali, le antocianine da sole non esistono in una
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forma colorata stabile (Asen, 1976). Un sufficiente
livello di stabilita viene raggiunto attraverso la copig-
mentazione, cioé la formazione di complessi moleco-
lari con sostanze denominate copigmenti (Brouillard e
Dangles, 1993).

| copigmenti ricadono tipicamente in una delle
seguenti due classi: i flavonoli (i principali dei quali
sono il kempeferolo, lamiricetina e la querciting) ed i
flavoni (apigenina, tricetina e luteolina) (Griesbach,
2005). Questi composti sono direttamente responsabili
del colore dei fiori solo in pochissimi casi, mentre
attraverso la copigmentazione, i flavoni ei flavonoli
possono piu facilmente esercitare laloro influenza sulla
percezione del colore (Brouillard e Dangles, 1993).

Il colore dei petali dipende anche dalla quantita
delle antocianine presenti: per esempio, in Violaedin
Tulipa, un livello molto elevato di antocianine produ-
ce un colore dei fiori molto vicino a nero (Davies e
Schwinn, 1997).

Carotenoidi

| carotenoidi sono un gruppo ubiquitario di pig-
menti delle piante che differiscono notevolmente dai
flavonoidi nella struttura e nella compartimentazione.
Sono pigmenti idrofobici, liposolubili, con una strut-
tura basata normalmente su una catena a quaranta
atomi di carbonio derivante dal generale processo bio-
sintetico degli isoprenoidi. Se laloro maggior funzio-
ne é proteggere i tessuti fotosintetici dalla foto-ossida-
zZione, tuttavia i carotenoidi possono anche determina-
re pigmentazioni colorate in organi comei frutti ei
fiori (Davies e Schwinn, 1997). In questi ultimi, i
carotenoidi sono sintetizzati e conservati nei cromo-
plasti, plastidi specializzati differenziatisi da cloropla-
sti o plastidi non fotosintetici.

Due comuni gruppi di carotenoidi associati a colo-
re dei fiori sonoi caroteni ei loro derivati ossigendti, le
xantofille, associati rispettivamente ai colori arancione
e gialo. Oltre seicento carotenoidi naturali sono stati
isolati eidentificati ed alcune specie ornamentali sono
molto ricche di carotenoidi, siain quantitachein diver-
sit& per esempio, in narciso (Narcissus spp.) il livello
di beta-carotene puo raggiungere il 16,5% del peso
secco nella coronafiorale, mentre in circa quaranta
specie e varieta di Rosa gialaben 75 differenti carote-
noidi sono stati identificati (Davies e Schwinn, 1997).

Betalanine

L e betalanine sono pigmenti vacuolari azotati, con-
tengono come cromoforo |’ acido betalamico e produ-
cono i colori gialo, arancio, rosso e viola (Clement et
al., 1994).

Sebbene poche informazioni siano al momento
disponibili sulla biosintesi delle betalanine, rispetto ai
flavonoidi ed ai carotenoidi, e nonostante che il ruolo
delle betalanine nella pigmentazione dei fiori sia limi-
tato, tuttavia molte ricerche sono in corso in questo
campo e molti progressi sono attesi nel prossimi anni.
Infatti, lo studio del percorso biosintetico delle betala-
nine € un obiettivo attraente per i biotecnologi per
divers motivi: il processo produce colori attraenti, il
numero di step enzimatici € basso ed il precursore
necessario, latirosina, € presente in tutte le piante
(Davies e Schwinn, 1997). Per ulteriori informazioni
su questi pigmenti si rimanda a precedenti review
(Clement et al., 1994; Strack e Wray, 1994).

pH

Molti fattori sono importanti nel determinare il
colore finale nel tessuto e, tra questi, ricordiamo il
livello di ossigenazione ed il pH del vacuolo.

Si assume generalmente che i fiori rossi contenga-
no, trale antocianidine, prevalentemente cianidinae
chei fiori blu contengano delfinidina. Tuttavia ci sono
molte eccezioni: ad esempio Griesbach riporta nella
suareview (2005) cheil colore rosso della Petunia
exserta Stehman dipende dalla presenza della delfini-
dina mentre quello delle cultivar a fiori rossi di
Petunia x hybrida Vilm. dalla cianidina, e come fiori
che contengono cianidina possano essere sia rossi,
come negli ibridi di Rosa L., sia blu, comein
Meconopsis grandis Prain. Tutte le antocianidine poi,
eccetto la pelargonidina, hanno la capacita di produrre
fiori blu (Asen, 1976). Tutta questa variabilita nell’ ef-
fetto cromatico delle antocianidine é dovuta al pH
riscontrabile nel vacuolo, che esercita un notevole
effetto sulla struttura secondaria delle antocianine g,
pertanto, sul colore del fiore che nerisulta. Differenze
nel pH del vacuolo possono pertanto determinare il
fatto che fiori contenenti le stesse antocianine abbiano
diversi colori (Stewart et al., 1975; Yoshida, 1995).
Un abbassamento del pH infatti causa uno spostamen-
to verso la forma cationica rossa delle antocianine
mentre un incremento del pH determina uno sposta-
mento verso |le forme blu chinonoidali (Brouillard e
Dangles, 1993).

Il pH di estratti vacuolari dalle cellule dei petai é
di solito leggermente acido, tuttavia un range di pH da
2,5a7,5 e stato riscontrato da Stewart et al. (1975) in
unaricerca sui tessuti dei petali di 20 specie. Inoltre il
pH puo variare anche tra cultivar all’interno di una
specie, e perfino in diversi stadi di sviluppo di un sin-



golo fiore: ad esempio, Asen et al. (1977) hanno tro-
vato che il pH degli estratti della corolladi Ipomea
tricolor cv Heavenly blue variada 6,5 a 7,5 durante
I" apertura del fiore, causando una variazione di colore
dal rosso delle gemme al blu chiaro dei fiori aperti.
Y oshida (1995) é riuscito a confermare e sviluppare
queste osservazioni utilizzando un microelettrodo
capace di misurareil pH di cellule di petali vive.

[l pH puo infuenzare notevolmente anche il colore
di forme complesse stabili tra antocianidine dotate di
un sistema orto-diidrossilico (cianidine, delfinidine e
petunidine) con acuni metalli (molibdeno, ferro, sta
gno, alluminio, titanio, cromo, uranio e piombo)
(Griesbach, 2005).

Dal punto di vista pratico, il colore dei petali
durante la senescenza, nel caso in cui questo sia dovu-
to prevalentemente alle antocianine, potrebbe essere
modificato variando il pH dei vacuoli. Ad esempio, il
trattamento di fiori recisi con zuccheri ritarda la pro-
teolisi e, quindi, I’incremento del pH: come conse-
guenza, si puo evitare la comparsa della colorazione
blu nei petali durante la senescenza (Halevy e Mayak,
1979).

Temperatura

Come gia detto, le antocianine sono i pigmenti che
determinano prevalentemente i colori dal rosso al
violae a blu (van Tunen e Mal, 1991). La temperatu-
ra e uno dei principali fattori esterni che influenzano
I’accumulo di antocianine nei tessuti delle piante: le
basse temperature in genere aumentano laloro con-
centrazione mentre le elevate temperature la diminui-
Scono.

Diversi lavori hanno considerato gli effetti della
temperatura sulla sintesi degli antociani e sullo svilup-
po del colore nei frutti di mele durante le fasi di con-
servazione postraccolta. In acuni sistemi di piante, le
basse temperature hanno determinato un incremento
del livello di trascrizione di geni i cui prodotti sono o
enzimi chiave del percorso generale biosintetico dei
fenil-propanoidi, come la fenilalanina ammonia liasi
(PAL), o geni i cui prodotti catalizzano reazioni coin-
volte nella biosintesi di flavonoidi ed antocianine,
come la CHS, la calcone isomerasi (CHI) e la diidro
flavonol riduttasi (DFR) (Shvartz et al., 1997).

Certamente, uno dei fattori responsabili per la piu
bassa concentrazione delle antocianine nelle piante in
presenza di temperature elevate € una ridotta biosinte-
s (Shvartz et al ., 1997). Tuttavia, le temperature pos-
sono influenzare non solo la sintesi, ma anche la stabi-
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lita delle antocianine. Percio, la diminuzione della
concentrazione di tali pigmenti ad elevate temperature
deve essere ricondotta sia ad un decremento nella sin-
tesi, che ad un aumento nella degradazione (Shaked-
Sachray et al., 2002; Oren-Shamir et al., 2003).

Dato che il successo economico delle ornamentali
dipende in gran parte dalla qualita del colore e che, in
genere, i colori shiaditi diminuiscono il valore del
prodotto, diverse ricerche sono state condotte per stu-
diare il ruolo della temperatura sul colore dei fiori. A
prescindere dalle ben note conoscenze sui danni diretti
causati dalla conservazione a basse temperature su
specie sensibili al freddo, in cui lo stress determina
una negativa variazione del colore dal rosso a blu-
porpora (come nelle brattee delle poinsettie conserva-
te al di sotto dei 10°C), si riportano due interessanti
lavori di Shaked-Sachray et al. (2002) e di Oren-
Shamir et al. (2003) che hanno studiato |’ effetto com-
binato di elevate temperature e dell’incremento di
concentrazioni metalliche sull’ accumulo delle anto-
cianine nei fiori di Aster e Anigozanthos. In Aster, cv
Sungal e Suntana, € stato osservato che un’elevata
temperatura (29°C / 21°C giorno/notte) causava la
decolorazione (dal porpora-blu scuro a porpora chia-
ro) di una varieta (Sungal) ma non influenzava la pig-
mentazione dell’ altra (Suntana) rispetto ad un regime
termico di 17°C/ 9°C. Nella prima cultivar, la con-
centrazione antocianica (in questo caso solo cianidina)
nei fiori cresciuti atemperature piu alte eracircala
meta di quelli cresciuti atemperature piu basse.
Tuttavial’incremento della temperatura causavain
entrambe le cultivar una diminuizione dell’ attivita
degli enzimi PAL e CHI che sintetizzano gli antocia-
ni. Quindi la differenza tra le due varieta deve essere
ricondotta nella diversa stabilita dei loro pigmenti alle
elevate temperature. Le elevate temperature hanno
causato una drammatica diminuzione dei pigmenti
antocianici anche nei fiori di Anigozanthos cv Mini
Ranger.

Simili risultati sono stati ottenuti anche da Black et
al. (1991) su azalea (Rhododendron sp. cv Glorid). In
guesta specie, una maggiore intensita di colore é stata
registrata mantenendo le piante ad un regime termico
di 18°C/ 16°C (giorno/notte) rispetto ad un regime
termico di 29°C/27°C.

Luce
La biosintesi delle antocianine richiede luce.

L’incremento dell’intensitadi colore delle mele rosse 0
di quelle bicolori mediante I’ uso di luce artificiale nelle
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fas postraccolta ha cogtituito da molto tempo un model-

lo utilizzato da diversi ricercatori per approfondire le

conoscenze su questo fenomeno (Saks et al., 1990).
| fiori che si aprono sotto basse intensita luminose

spesso hanno colori shiaditi: cio é stato verificato da

divers autori su rosa (Biran e Halevy, 1974), petunia

(Weiss e Halevy, 1991), lisianthus (Halevy e

Kofranek, 1984), garofano (Koyama e Uda, 1994) e

bocca di leone (Sang et al., 1992). La bassa intensita

di luce causa una scarsa pigmentazione attraverso due

meccanismi:

» reazione mediata dai fotorecettori localizzati nei
petali, come i fotorecettori UV, i criptocromi ed i
fitocromi;

» reazione mediata dalla produzione di zuccheri da
parte delle foglie o degli steli.

Kawabata et al. (2002) hanno dimostrato chein
lilium (cv Acapulco) e violaciocca (cv Pigmy Rose) la
produzione di antocianine € una reazione mediata da
risposte fotomorfogeniche localizzate nel fiore: infatti,
ombreggiando i fiori con diverse pellicole, hanno
riscontrato una riduzione della biosintesi delle anto-
cianine. In lilium tuttavia, quando la piantaintera
veniva ombreggiata, la concentrazione delle antocia-
nine diveniva piu bassa rispetto ale piante con i soli
fiori ombreggiati: cio a causa del fatto che il tratta-
mento riduceva la concentrazione degli zuccheri totali
dal 3,0% all’ 1,6% causando di conseguenza una scar-
sa biosintes di antocianine. Al contrario, in violacioc-
ca |I’ombreggiamento delle piante intere non riduceva
la concentrazione delle antocianine rispetto alle piante
con i soli fiori ombreggiati, probabilmente perché la
riduzione riscontrata nella concentrazione totale di
zuccheri dal 4,7% al 3,7% non era sufficiente per
determinare |o stress da carenza di zuccheri.

Sang et al. (1992) hanno osservato che le cultivar
Do Bong e Chun Bong di fiori recisi di Antirrhinum
majus, se trattate con divers livelli di saccarosio etenu-
ti 0 all’ oscurita, o con bassi livelli di luce (500-1.000
IX), o con alti livelli di luce (5.000-10.000 Ix), mostra-
vano un innal zamento del contenuto di antocianine
all’aumentare dell’intensita di luce. Inoltre, studiando
gli effetti di luce artificiale a diversalunghezza d’' onda
fornita dalampade aluce blu, rossa, bianca calda, bian-
cafredda, fluorescente e incandescente, sulla colorazio-
ne di Antirrhinum sp., gli stessi autori hanno trovato
cheil contenuto delle antocianine é risultato pit elevato
con I' utilizzo di luce fluorescente e luce blu ed inferiore
utilizzando lampade rosse ed incandescenti.
L’ efficienza migliore per una buona colorazione dei
fiori erisultata quella fornita dalampade fluorescenti
con lunghezza d’ onda pari a 470 e/o 600 nm.

L’ effetto positivo di elevati livelli di luce sul colo-

re dei fiori e stato dimostrato anche da Black et al.
(1991) su azalea (cv Gloria), in cui unairradiazione di
1.110 pmol m2 s? ha determinato una maggiore inten-
sitadi colore rispetto ad irradiazioni piu basse.

Zuccheri

Gli zuccheri svolgono un importante ruolo nel
mantenimento della qualita dei fiori recisi in quanto la
quantita di zuccheri contenuta negli steli recisi & limi-
tata. Il saccarosio rappresenta la pit importante forma
di carbonio assimilata fotosinteticamente che viene
trasportata nelle piante e costituisce la principal e fonte
di carbonio per la crescita dei petali (Woodson e
Wang, 1987).

E’ noto che continui trattamenti postraccolta con
saccarosio nell’ acqua di conservazione migliorano I’ a
pertura dei fiori e prolungano la duratain vaso di
molte specie, main alcuni casi questi trattamenti
determinano anche un aumento della concentrazione
di antocianine nei petali e, quindi, la comparsa di
colorazioni atinte pit forti, come ad esempio in garo-
fano (Koyamae Uda, 1994), in rosa (Parups e Molnar,
1972), in pisello odoroso (Lathyrus odoratus L.)
(Ichimura e Hiraya, 1998) ed in lisianthus (Ichimura e
Korenaga, 1998).

Le antocianine sono sintetizzate attraverso divers
passaggi enzimatici quali la CHS, laCHI elaDFR.
Relativamente a questi enzimi, Tsukaya (1991) ha
riportato che, in petunia, I’espressione del gene della
CHS é indotta dal saccarosio, mentre Kusuhara et al.
(1996) hanno riportato che, in lisianthus, il saccarosio
induce un incremento dell’ espressione dei geni per la
CHI, DFR e CHS. Pertanto, lo stimolo dell’ espressio-
ne delle antocianine nei fiori recisi da parte del sacca-
rosio appare determinata dall’ induzione dell’ espres-
sione di geni coinvolti nellaloro biosintesi.

Si ritiene che gli zuccheri non agiscano solo come
segnale specifico per |’ attivazione dell’ espressione
genica della biosintesi delle antocianine, quanto piut-
tosto come fonte del metabolismo del carboidrati, spe-
cificatamente la fosforilazione degli esosi, dalla quale
I’induzione della sintesi antocianica é dipendente
(Vitrac et al., 2000). Inoltre e stato dimostrato che la
trasduzione del segnale correlato alla fosforilazione
degli zuccheri deve interagire con il segnale delle gib-
berelline per indurre |’ espressione genica e I’ accumu-
lo delle antocianine nelle corolle (Neta et al., 2000).

Ichimura e Hiraya (1998) hanno riscontrato un
aumento della concentrazione delle antocianine nei
fiori di Lathyrus odoratus L. in seguito a trattamenti
con solo saccarosio (100 g/l) o con tiosolfato d’ argen-



to (STS) (0,2 mM) e saccarosio (100 g/l). In 4 cultivar
di lisianthus, invece, Ichimura e Korenaga (1998)
hanno riscontrato un incremento delle antocianine nei
petali in seguito a continui trattamenti con 20 g/l di
saccarosio in combinazione con 200 mg/l di idrossi-
chinolina-solfato.

Un miglioramento dell’intensita di colore e stato
riscontrato anche nei tepali di lilium asiatico in segui-
to atrattamenti per circa 6 ore con saccarosio (10%) e
STS (1 mM) (Sindhu e Pathania, 2003). Semprein
Lilium, perd nel tipo orientale (cv Stargazer), |’ addi-
zione del 2% di zuccheri nella soluzione in vaso non
ha influenzato né la longevita né le dimensioni dei
fiori, ma ha determinato un significativo aumento del
contenuto antocianico e, pertanto, una piu elevata
intensita del colore dei tepali (Han, 2003). La defo-
gliazione dei lilium orientali, pratica comunemente
effettuata prima della commercializzazione, non ha
influenzato I’ apertura, lalongevita e la dimensione dei
fiori aperti, ma ha determinato una colorazione piu
chiara dei petali quando gli steli venivano messi in
soluzione senza zucchero. L’ addizione di zucchero
nella soluzione in vaso ha controbilanciato gli effetti
negativi delladefogliazione sul colore dei petali.

Un basso contenuto in zuccheri, associato con una
scarsa colorazione dei fiori, € stato riscontrato da
Kofranek (1985), mentre Boo et al. (1997) hanno
dimostrato come condizioni ambientali in grado di
determinare un incremento dell’ accumulo degli zuc-
cheri (basse temperature ed elevate intensita di luce)
determinassero indirettamente anche un incremento
della sintesi delle antocianine ed una maggior colora-
zione dei petali.

Gli effetti positivi del saccarosio sulla colorazione
dei fiori é stata dimostrata anche da Sang et al . (1992)
su Anthirrinum, specie in cui il contenuto di antocia
nine risultava piu alto sotto diversi regimi luminosi
(oscurita, luminosita bassa o elevata) in seguito all’ ag-
giunta di saccarosio nella soluzione conservante nelle
percentuali del 10-20% (all’ oscurita), 4% (bassa
intensita luminosa) e 2% (elevata intensita luminosa).

Il ruolo della luce e del saccarosio sulla biosintes
di antocianine e sulla colorazione dei fiori di lilium e
violaciocca sono state ampliamente studiate anche da
Kawabata et al. (2002), come gia esposto nel prece-
dente paragrafo dedicato alaluce.

| metalli

Come gia detto, |’ associazione di antocianine con
altri flavonoidi e composti simili (copigmentazione)
offre una logica spiegazione delle numerose variazio-
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ni nelle colorazioni blu e rosain diversi range di pH.
Anche acuni metalli possono chelarsi con le antocia-
nine che contengono un gruppo orto-diidrossilico per
formare complessi metallici intensamente colorati e
stabili in un range di pH in cui le antocianine da sole
sarebbero prive di colore (Asen, 1976). Delle sai piu
comuni antocianidine, solo la cianidina, la delfinidina
e la petunidina, con i loro glicosidi, formano chelati
metallici. Nessun chelato sufficientemente colorato
puo essere formato con ioni metallici bivalenti. Nel
range di pH da 4 a 6, la cianidina 3,5-diglucoside
forma complessi stabili di colore blu intenso con ferro
e alluminio, mentre non ne forma con cobalto, nichel,
calcio, magnesio e bario (Asen, 1976). Chelati di
colore blu intenso, stabili apH tra4 e 7, si formano
anche con stagno, titanio, cromo, uranio e piombo.
Tuttavia, questi metalli sono presenti in piccole tracce
nei fiori e non in tutte le piante, per cui € poco proba-
bile chei metali, eccetto il ferro e I’aluminio, possa-
no essere coinvolti nella determinazione e nel miglio-
ramento del colore dei fiori, tanto piu in quelli che
contengono antocianidine che non formano chelati
metallici (pelargonidina, peonidina e malvidina)
(Asen, 1976).

Diversi studi hanno esaminato I’ effetto di metalli
divers sulla stabilita delle antocianine e sul colore in
soluzione. Mazza e Miniati (1993) hanno riportato che
ioni di stagno, rame ed aluminio sono capaci di for-
mare complessi stabili con le antocianine. Nei fiori, il
principale effetto dei metalli su tali pigmenti € un
cambiamento del loro colore (Kondo et al., 1992).

Shaked-Sachray et al. (2002) e Oren-Shamir et al.
(2003) hanno studiato I’ effetto del magnesio sulla sta-
bilita delle antocianine sottoposte ad elevate tempera-
ture in diverse specie. |l trattamento con magnesio
sulle piante incrementava la concentrazione degli
antociani negli organi nel quali si accumulavano,
diminuendo la percentual e della degradazione antocia-
nica. Questo vale sia per i fiori di Aster sp. e
Anigozanthos sp. che per le giovani foglie fotosinte-
tizzanti delle piante di cocoplum (Chrysobalanus
icaco). Poiché il trattamento con Mg non influenzava
le attivita degli enzimi PAL e CHI, I'incremento dei
livelli delle antocianine probabilmente non era dovuto
alla aumentata sintesi. Pertanto € possibile che il trat-
tamento con Mg porti alla formazione di un comples-
so antocianina-metallo stabile, inibendo quindi la sua
degradazione ad ate temperature.

Un prodotto comunemente utilizzato nel postrac-
colta di diverse specie dafiore reciso € il tiosolfato
d’ argento (STS). Lee e Suh (1996), nel lilium ibrido
orientale cv Stargazer, hanno riscontrato un colore
rosso pill intenso dei fiori recisi sia con un pretratta-

9



Burchi et al.

mento con STS 4mM, sia con un trattamento in una
soluzione conservante contenente AGQNO, 0,2mM +
saccarosio 3%. Analogamente, Sindhu e Pathania
(2003), su lilium ibrido asiatico cv Alaska e Vivadi,
hanno riscontrato un miglioramento della qualita dei
fiori, incluso un incremento dell’intensita del colore,
dopo un trattamento con STS 1mM + saccarosio 10%
per 6 ore.

Effetto dello stato nutrizionale

Per migliorare la colorazione di frutta o fiori,
buoni risultati si possono ottenere regolando la som-
ministrazione di N, P e K con le fertilizzazioni. Gia
nel 1986 Borkowski e Szwonek eseguirono delle
prove sperimentali su piante di pomodoro, cv Remiz,
cresciute su substrato di torba di sfagno a differenti
livelli di potassio (da 200 a 1.000 mg I%). Il colore
rosso dei pomodori erarisultato meno intenso con |’ u-
tilizzo di bass livelli di potassio, mentre i frutti cre-
sciuti con una concentrazione di 1.000 mg I-* mostra-
vano una colorazione rossa piu intensa.

Su piante dafiore, in letteratura si riportano una
serie di prove condotte su gladiolo che hanno eviden-
ziato I’ effetto positivo di concimazioni a base di azoto
e potassio sul colore delle spighe fiorali di diverse
cultivar (Accati et al., 1994; Devecchi e Barni, 1997).

Nowak e Stroka (2001) riscontrarono un notevole
effetto della nutrizione fosfatica sulla crescita e sulla
qualita della Impatiens hawkeri cv Pago Pago. Le
foglie ei fiori di piante soggette a carenza di fosforo
avevano mostrato un colore pit scuro, aumentando il
loro valore ornamentale. Anche in Pelargonium lo
stress da carenza di fosforo aveva determinato un
colore piu scuro degli anelli porpora presenti sulle
foglie di questa specie (Baas et al., 1995). Una colora-
zione piu rossiccia o porporadelle foglie di piante sot-
toposte a carenza di fosforo € stata dimostrata da
Shuman (1992) come dovuta ad un aumento della pro-
duzione di antociani.

Beel e Piens (1990) riscontrarono invece un bene-
fico effetto sulla qualita e sull’intensita del colore del
fiori utilizzando concimi arilascio controllato
(Osmocote o Nutricote) rispetto alla concimazione
tradizionale con fertilizzanti solubili in acqua.

Quando le modeste escursioni termiche giornaliere
0 le temperature troppo el evate determinano una scar-
sa colorazione rossa dei frutti, & una pratica comune
somministrare solfato potassico per viafogliare su
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melo, melanzana, melone o pomodoro al fine di otte-
nere una miglior colorazione rossa dei frutti stessi
(dati non pubblicati). Sulla base di queste esperienze
tecniche, Burchi et al. (2005) hanno condotto alcune
prove al fine di valutare |’ efficacia di diversi tratta-
menti fogliari con solfato potassico (K,0, 2 g/l) per
migliorare la colorazione dei fiori di Lilium asiatico,
riducendo le perdite di brillantezza e di intensita di
colore a carico dei tepali che si evidenziano nelle col-
tivazioni invernali a causa della ridotta radiazione
solare. Sia le prime prove effettuate sulle cv Prato ed
Elite, sia ulteriori prove effettuate sulle cv Allegretto,
Fangio e Samur (Burchi et al., in corso di stampa)
hanno mostrato I’ efficacia dei trattamenti effettuati

(fig. 3).
Regolatori di crescita

L’ effetto della benzil-adenina (BA), dell’ acido
indolacetico (IAA), dell’ acido abscissico (ABA), del-
I"acido gibberellico (GA), dell’ acido cloro-etilfosfoni-
co (ethephon) e dell’ uniconazolo in diverse dosi (0,1,
1,0 € 10,0 ppm) sulla colorazione dei fiori recisi di
Anthirrinum (cv Do Bong e Chun Bong) é stato stu-
diato daSang et al. (1992). GA e IAA hanno determi-
nato un abbassamento del contenuto di antocianine,
specialmente alle concentrazioni elevate. Viceversa,
BA, ABA, ethephon ed uniconazolo hanno determina-
to un lieve incremento del contenuto di antociani alle
piU basse concentrazioni. Sempre su Anthirrinum (cv
Ulan e Irena), Rak e Nowak (1989) non hanno invece
evidenziato alcun effetto sul colore dei fiori in seguito
atrattamenti con 100-500 mg I* di GA.

Forma delle cellule epider miche

La percezione del colore dei fiori puod dipendere
anche dalla natura fisica delle cellule epidermiche. Per
esempio, in molte specie le cellule epidermiche dei
petali hanno forma conica. Si ritiene che cid aumenti
I’ effetto dei pigmenti cellulari aumentando la propor-
zione di luce che entra nelle cellule rispetto ala quan-
tita di luce riflessa. Un esempio di cio e stato riscon-
trato in Anthirrhinum, in cui cellule epidermiche coni-
che normali e cellule epidermiche piatte a causa di
una mutazione genetica (mixta, dovuta all’inserzione
del trasposone Tam¥) s differenziano per un apparen-
te effetto di ridotta intensita di pigmentazione nelle
cellule piatte (Noda et al., 1994).
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Fig. 3 - Effetto del trattamento fogliare con K,O sul colore dei fiori recisi di Liliumcv Allegretto (sopra) e Samur (sotto). A sinistra, i fiori
delle piante trattate; a destra, i fiori delle piante controllo.
Fig. 3 - Effect of the |eaf treatment with K,O on the colour of lily cut flowers, cv Allegretto (above) and cv Samur (below). On the left,
flowers of the treated plants; on the right, flowers of the control plants.

Genetica mendeliana

Giaai primi del novecento due dei riscopritori
delle teorie mendeliane, Correns e Tschermack, stu-
diarono I’ ereditabilita del colore dei fiori in Matthiola
identificando quattro geni responsabili del carattere,
seguiti poi da Saunders, che identifico altri tre geni in

grado di determinare una diminuizione dell’ intensita
del colore stesso (Griesbach, 2005). Sono daricordare
anchei quasi contemporanel studi condotti da Bateson
e Punnet su pisello odoroso, che portarono allaidenti-
ficazione di sei geni responsabili della colorazione dei
fiori (Griesbach, 2005). Sempre agli inizi del nove-
cento, alcuni studi condotti su mutanti a fiori bianchi
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di Cattleya permisero ad Hurst la formulazione di un
modello a tre geni (R, C e D), confermato quasi cin-
quant’anni dopo da Mehlquist, per il quale |’ assenza
degli dleli R o C determinava un fiore completamente
bianco, mentre |’ assenza dell’ allele D determinava un
fiore albescente (o falso bianco), con unatonalita
chiarissima. Altri 9 geni furono proposti molto piu
recentemente per spiegare le diverse tonalita di colori
specifici. (Griesbach, 2005).

L’ interesse per questo tipo di studi determino la
proposizione di modelli di ereditabilita del carattere
‘colore dei fiori’ in molte altre specie: un modello
generale per I’ ereditabilita di questo carattere prevede
cinque geni (W, lv, B, P e Dil) in grado di spiegare
quasi tutte le possibili combinazioni di colore dei fiori
nella maggior parte delle piante. Per esempio, i geno-
tipi W hanno fiori colorati mentre i genotipi ww hanno
fiori bianchi; i genotipi B o P hanno fiori porpora,
mentre i genotipi bb o pp hanno fiori blu o rossi
rispettivamente; i genotipi Dil presentano colori scuri,
i genotipi dil dil chiari; i genotipi Iv presentono fiori
bianchi, i genotipi iviv avorio. Questo modello segue
strettamente tutto cio che e conosciuto attualmente
riguardo alla biochimica del colore dei fiori
(Griesbach, 2005).

Attualmente la ricerca sta cercando di determinare
le specifiche funzioni di geni precedentemente identi-
ficati mediante la genetica mendeliana. Per esempio,
Griesbach riporta nella sua review (2005) i propri
studi su un gene regolatore difettoso in grado di deter-
minare il fenotipo abescente; poi, altri studi di biochi-
mica condotti su Cattleya, che hanno dimostrato come
piante con genotipo RR cc DD accumulino flavonali
mentre piante con genotipo rr CC DD accumulino
prodotti intermedi dei calconi; infine, altri studi anco-
rasulle basi biochimiche delle mutazioni per il colore
blu dei fiori in Phalaeonopsis violacea Witte ed in
Doritis pulcherrima Lindl, che hanno riscontrato nella
prima specie una mutazione che modifica la biosintesi
delle antocianine e nella seconda specie una mutazio-
ne che modifica il pH del vacuolo delle cellule dei
petali. Sempre Griesbach (1998) ha studiato gli effetti
del gene Ph6 sul colore di Petunia hybrida Vilm., evi-
denziando per questo gene un ruolo come regolatore
dell’ espressione del pH e della concentrazione delle
antocianine. Il gene Ph6 € uno dei sei geni identificati
in precedenza in petunia come capaci di influenzare il
colore dei fiori modificando il pH, mentre altri nove
geni erano gia stati identificati come regolatori del
pathway biosintetico delle antocianine.

Schwinn et al. (2001) hanno identificato e studiato
una famiglia di geni coinvolta nella regolazione della

12

pigmentazione antocianica in Antirrhinum majus,
molto probabilmente attraverso la regolazione dell’ e-
spressione dei geni per la biosintesi delle antocianine.
Gaus et al. (2003), in uno studio condotto sulla gene-
tica e sulla biochimica del colore dei fiori in viola-
ciocca (Stokesia laevis), hanno evidenziato il ruolo
della petunidina, della cianidina e della luteolina nel-
I’ espressione di differenti tonalita di colore in diverse
cultivar. Gli stessi autori, mediante |a segregazione
dei caratteri in progenie F, ed F,, hanno studiato I’ ere-
ditabilita del colore dei fiori riscontrando il carattere
blu o lavanda dominante su tutti gli altri colori, men-
tre il carattere di albescenza o di ridotta pigmentazio-
ne é risultato controllato da un singolo gene recessivo.
Infine, il colore gialo e risultato ereditabile ma la sua
espressione ristretta solo a certi particolari genomi.

| mutanti privi di carotenoidi sono risultati molto
importanti per le attivita di breeding. Per esempio, il
mutante rosea di Hemerocallisfulva L. é stato larga
mente utilizzato per creare le prime cultivar afiore
rosso e rosa: il mutante privo di carotenoidi presenta
fiori rosa, in contrasto con i fiori di color arancio del
tipo selvatico. Mutanti privi di carotenoidi sono stati
utilizzati anche per creareibridi afiori rosadi gerbera,
Disa L., Dendranthema Kitam. e Tulipa L.
(Griesbach, 2005).

Genetica molecolare

Programmi di miglioramento genetico mediante
incrocio e selezione vengono da lungo tempo portati
avanti con lo scopo di produrre nuove varieta con ori-
ginali combinazioni di colori. Tuttavia, I’ applicazione
di questa tecnica tradizionale impone dei forti limiti,
come ad esempio la casualita, e quindi I’'imprevedibi-
lita, dell’ ottenimento di nuovi colori, lalimitatezza
dei colori conseguibili (dipendente dalle combinazioni
di colori dei fiori presenti nelle linee parentali), i
periodi di attesa dei risultati, piu 0 meno lunghi in
relazione alla durata del ciclo sessuale delle colture
oggetto della ricerca. L’ approccio biotecnologico, per
la manipolazione diretta del colore dei fiori alivello
molecolare, appare quindi molto attraente e promet-
tente.

La conoscenza dettagliata delle vie biosintetiche
dei flavonoidi € stata la condizione primaria per met-
tere a punto tecniche molecolari atte ad ampliare il
range di colori dei fiori, modificando il pattern anto-
cianico. Conoscendo gli enzimi coinvolti, il percorso
biosintetico dei flavonoidi pud essere seguito in ogni
suo passaggio, partendo dal precursore, p-cumaril



CoA, fino alla produzione di antociani. Tutti gli enzi-
mi implicati nel processo, eccetto la antocianidina sin-
tas (ANS), sono stati determinati e caratterizzati ed i
relativi geni sono stati isolati (Martens et al., 2003). I
colore dei fiori & stato quindi modificato con successo
in piante transgeniche dei generi Petunia, Gerbera,
Eustoma, Nicotianana, Rosa, Dendrathema, Dianthus
(Davies e Schwinn, 1997).

Il primo fiore transgenico e stato ottenuto da
Meyer et al. (1987) con I'inserimento del gene codifi-
cante per |I'enzima DFR in Petunia, che ha reso possi-
bile lasintes dellapelargonidinae I’ ottenimento di un
nuovo colore del fiore.

Questo lavoro ha dato inizio ad una serie di nuovi
studi ed esperimenti che, ancora oggi, impegnano
molti ricercatori. L’ inserimento di geni implicati nella
biosintesi dei flavonoidi, mediato da Agrobacterium
tumefaciens, ha condotto in molti casi ad un’ aterazio-
ne del colore dei fiori senza determinare contempora:
neamente variazioni dei caratteri preesistenti (Elomaa
et al., 1993; Griesbach, 1995).

Prove di confronto fra linee colorate e linee non
colorate di Zantedeschia sp. hanno evidenziato chiara-
mente le attivita enzimatiche della CHS, della DFR e
della flavanone 3-idrossilasi (FHT), indicando di con-
seguenza un blocco genetico, per le linee non colora-
te, nello step successivo che vede coinvolto I'enzima
ANS, attivo nella formazione di cianidina. Una mag-
giore attivita dell’ enzima flavonoide 3’ -idrossilasi
(F3'H) potrebbe guidare verso un maggiore accumulo
dei precursori dellacianidina (Martens et al., 2003).

Seitz et al. (2003), in un lavoro condotto su
Zantedeschia aethhiopica cv Nili e su ibridi di
Osteospermum cv Zimba, hanno caratterizzato I’ atti-
vita degli enzimi coinvolti nella via biosintetica di
antociani responsabili della colorazione arancio, rossa
e blu dei fiori, dimostrando che la mancanza di uno
solo di tali enzimi determinalaformazione di petali
con colori differenti, fino al bianco nel caso estremo
in cui s tratti di un blocco del set completo di enzimi.
In cv Nili, lariduzione del diidroflavonolo (diidro-
quercetina) catalizzata da DFR porta ala formazione
di leucoantocianidine, substrato dell’enzima ANS per
I ottenimento di antocianidine. La presenza di infiore-
scenze bianche ha suggerito I’ipotesi che la mancanza
di antocianine fosse da imputare ad un blocco nella
biosintesi alivello dell’enzima ANS, che utilizzale
leucoantocianidine come substrato per |’ ottenimento
delle antocianine. Prove di confronto fra tessuti fiorali
dellacv Nili bombardati con vettori contenenti il gene
per la ANS e con vettori nudi, hanno evidenziato, nel
primo caso, la comparsa di macchie rosse in corri-
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spondenza del tessuto colpito (Seitz et al., 2003).

L’'impiego di sequenze antisenso é risultato essere
un metodo efficiente per inibire I’ espressione di alcu-
ni geni nelle piante. Nellavarieta afiori rossi Terra
Reginadi Gerbera (Elomaa et al., 1993) é stata intro-
dotta una sequenza antisenso di cDNA che codifica
per I’enzima CHS (gchsl) e si & ottenuto un blocco
nello step iniziale della via biosintetica dei flavonoidi.
L’analisi Southern ha consentito successivamente di
confermare I’ integrazione della sequenza antisenso
nel genomadella Gerbera. E’ stato possibile anche
valutare un probabile effetto gene-dosatore, in quanto
laridotta pigmentazione fioral e € stata osservata negli
individui con un numero maggiore di copie geniche
per genoma (Elomaaet al., 1993).

Anche Deroles et al. (1998), inserendo nel genoma
sequenze antisenso per I’enzima CHS, hanno ottenuto
piante transgeniche di lisianthus. |l vasto range di
colori ottenuto é risultato dipendente dalla maggiore,
minore o addirittura assente espressione dell’ enzima.
Sempre in lisianthus, il gene antisenso per la flavano-
ne sintasi (FNS) ha prodotto fiori di colore magenta a
partire da fiori porpora (Nielsen et al., 2002), mentre
in garofano I’introduzione di sequenze antisenso per
I’enzima flavanone 3-idrossilasi (FHT) ha portato
all’ attenuazione del colore rosso-arancio dei fiori
(Zuker et al., 2002).

In orchidea, tramite I’ utilizzo di tecniche di analisi
RAPD, AFLP e SSR, Zaiton et al., (2003) hanno
identificato frammenti di DNA presenti solo in linee
mutanti afiori bianchi di Dendrobium cv Sonia. Il
medesimo gruppo ha anche messo a punto una tecnica
di trasformazione mediata dall’ Agrobacterium su
Dendrobium sp. e Oncidium lanceanum. Il tentativo
di ottenere Oncidium lanceanum con fiori bianchi ha
coinvolto anche I’isolamento di due geni, phytoene
sintasi (psy) e calcone sintasi (chs). Sequenze antisen-
so dei geni psy e chs sono state inserite nel genoma di
Oncidium e le andlisi per confermare I’ avvenuta inte-
grazione di tali geni nel genoma delle piante trasfor-
mate sono in corso (Zaiton et al., 2003).

In garofano, I’inserimento dei geni per I’enzima
flavonoide 3',5'-idrossilasi (F3'5'H), isolato da
Petunia, e per il citocromo b5 ha consentito di ottene-
refiori di colori blu e viola veramente unici (Fukui et
al., 2003). Questa attivita di ricerca ha portato al rila
scio, da parte di Florigene Ltd, delle prime varieta
geneticamente modificate relativamente all’ introdu-
zione di nuovi colori, lanciate con successo sul merca-
to floricolo (Dianthus cv Moondust™, cv
Moonshadow™, cv Moonvista™, cv Moonlite™)
(Griesbach, 2005).
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| geni e le sequenze antisenso utilizzati per trasfor-
mare le specie ornamentali sopra citate sono riassunte
nellatabella 2.

Grazie alle tecniche di ingegneria genetica, e stato
possibile inserire nel genoma delle piante anche il
gene per la proteina verde fluorescente (GFP), estratto
dalla medusa Aequorea victoria (Mercuri et al .,
2002), lacui espressione potrebbe consentire [0 svi-
luppo di una nuova classe di colore dei fiori. La carat-
teristica della proteina GFP di generare nei petali una
fluorescenza nel campo del visibile potrebbe anche
fornire un nuovo metodo di monitoraggio fenotipico o
fisiologico e la possibilita di discriminare piante tran-
sgeniche.

Per ragioni di spazio, si sono riportati in questo
paragrafo solo acuni dei lavori svolti in questo ambi-
to di ricerca, cercando di selezionare quelli che, in
divers momenti e su specie diverse, hanno in qualche
modo segnato un passo decisivo ed originae nel pro-
gresso della conoscenza. Per una piu dettagliata anali-
si dei risultati raggiunti in questo settore, si rimanda
alarecentissima review di Griesbach (2005).

Conclusioni

Il colore dei fiori rappresenta uno dei caratteri fon-
damentali per la valutazione dei prodotti ornamentali.
La qualita del colore del fiore (tonalita, brillantezza),
la sua conservazione nelle fasi postraccolta e la
varieta dei colori disponibili rappresentano infatti i
requisiti essenziali per il successo economico di una
specie dafiorereciso o davaso fiorito.

| processi biochimici che sono ala base della bio-
sintesi dei pigmenti, i fattori esterni che possono
modificare il colore dei fiori, le analisi genetiche sul
controllo del carattere ed il trasferimento di geni coin-
volti nell’ espressione del colore dei tessuti fiorali
sono stati ampliamente trattati in questa review.

L’analisi della notevole letteratura reperita sull’ argo-
mento consente di trarre le seguenti conclusioni.

Ad oggi, una notevole conoscenza € disponibile sul
processo biosintetico dei flavonoidi, sicuramente i
pigmenti pit comuni, quelli direttamente responsabili
della maggior parte dei colori, quelli commercialmen-
te piu importanti e, dal punto di vista biotecnologico,
piu facilmente manipolabili (Davies e Schwinn,
1997). |l processo biosintetico dei carotenoidi € stato
delucidato recentemente, mala maggior parte della
bibliografia riscontrata riguarda prevalentemente la
pigmentazione dei frutti. Modeste informazioni, infi-
ne, sono disponibili sulla biochimica e sulla genetica
delle betalanine, anche se notevoli progressi sono atte-
Si nei prossimi anni per i motivi esposti nel testo
(Griesbach, 2005).

Molti studi sono stati condotti sui fattori esterni in
grado di modificare la colorazione dei fiori e, come
risultato, diverse tecniche ed applicazioni pratiche
sono state proposte agli operatori floricoli per miglio-
rare e conservare la qualita del colore. Metodologie
generali adottabili prima della raccolta riguardano il
controllo della temperatura nell’ ambiente di coltiva-
zione (temperature elevate determinano un decremen-
to nella sintesi ed un aumento nella degradazione
delle antocianine) ed il controllo dell’intensita di luce
(una ridotta illuminazione causa una scarsa pigmenta
zione attraverso unareazione mediata dai fotorecettori
localizzati nei petali ed anche attraverso unaridotta
produzione di zuccheri da parte delle foglie). Qualche
esperienza e stata pure riportatain relazione agli effet-
ti di stress da carenza di P, di maggiori apporti di N e
K nella concimazione e di concimazioni fogliari a
base di K qualche settimana prima della raccolta sul
miglioramento della colorazione dei fiori: tuttavia,
questi tipi di esperienze andrebbero maggiormente
approfondite e studiate su diverse specie. Riguardo
alle fasi postraccolta, a prescindere dai danni diretti
causati sul colore dalla conservazione a temperature

Tab. 2 - Geni e sequenze antisenso (*) per |’ espressione di enzimi coinvolti dellabiosintesi di flavonoidi, utilizzati per trasformare specie
ornamentali relativamente al colore dei fiori, citati nellareview.
Tab. 2 - Genes and antisense sequences (*) for the expression of enzymes involved in the biosynthesisof flavonoids, utilised to transform
ornamental speciesin relation to flower colour, reported in the review.

Geni coinvolti Specie trasformate Colori otipi di pigmenti interessati Rapporti
ANS Zantedeschia aethiopica Rosso Seitz et al., 2003
DFR Petunia Pelargonidina Meyer et al., 1987
F3'5'H garofano Blu, viola Fukui et al., 2003
CHS* Gerbera Attenuazione della pigmentazione fiorale Elomaaet al., 1993
CHS* lisianthus Attenuazione della pigmentazione fiorale Deroleset al., 1998
CHS* ePSY * Oncidium lanceanum Bianco (Andlisi in corso) Zaiton et al., 2003
FHT * garofano Attenuazione della tonalita rosso-arancio Zuker et al., 2002
FNS* lisianthus Attenuazione del colore da porpora a magenta Nielsen et al., 2002
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troppo basse, i trattamenti proposti riguardano fonda
mentalmente la somministrazione ai fiori recisi di
zuccheri (in grado di determinare un aumento della
concentrazione di antocianine nei petali ed anche di
ritardare la protealisi e, quindi, I’incremento del pH
che influenza I’ espressione delle antocianine stesse) o
di metalli (come Ag, Mg, Fe e Al, in grado di formare
complessi antocianina-metallo piu stabili alle alte
temperature). Per concludere, si fa solo un brevissimo
cenno anche alle possibilita di modificare artificial-
mente il colore dei fiori mediante agenti coloranti,
come ammonio porporato, eosina gialla, bromocreso-
lo blu, bromocresolo verde, fenolo rosso (Kumar et al.
2003), ed ai diversi metodi di disidratazione dei fiori
proposti per il mantenimento della qualita colore nei
fiori essiccati (Chen et al., 2000; Singh et al., 2003).

Relativamente alle analisi genetiche ed agli studi
sull’ ereditabilita dei caratteri, & noto che sulle specie
dafioretali tipi di studi incontrano generalmente delle
forti difficoltain quanto quasi tutte le piante ornamen-
tali hanno una base genetica interspecifica con un
livello molto elevato di eterozigosi, non consentono la
costituzione di linee omozigoti a causa del carico
genetico che impedisce ogni forma di inbreeding
stretto ed infine presentano carenze del sistema ripro-
duttivo, inefficace spesso a fornire progenie sufficien-
temente numerose per |’ analisi delle segregazioni
(Schivaet al., 2003). Tuttavia, relativamente a colore
dei fiori, una discreta serie di lavori sono stati riscon-
trati sull’argomento fin dai primi anni del secolo scor-
so, tanto che molti dei primi studi di genetica sono
stati condotti proprio su questo carattere, specifica-
mente su fiori di orchidea (Cattleya Lindl.), pisello
odoroso (Lathyrus odoratus L.) e Matthiola incana
R.Br. Addirittura, gia nel 1830 il famoso agronomo
ligure Giorgio Gallesio, incrociando un garofano
bianco con uno rosso, aveva ipotizzato la segregazio-
ne dei caratteri ed introdotto il concetto di dominanza
(Martini, 1961). Probabilmente la vistosita del caratte-
re ha da sempre interessato gli studiosi e gli appassio-
nati di fiori. Ad oggi, molti geni responsabili del colo-
re dei fiori sono stati caratterizzati e laloro ereditabi-
litd definita sperimentalmente, tuttavia I’ applicazione
pratica di queste conoscenze trova forti ostacoli da un
lato nell’imprevedibilita e nella limitatezza dei nuovi
colori ottenibili, dall’ altro nella lunghezza dei pro-
grammi di miglioramento genetico tradizionali.

Le numerose ricerche sugli aspetti biochimici e
genetici della biosintesi dei flavonoidi hanno consen-
tito di acquisire le basi indispensabili per 1o sviluppo
di strategie e tecniche bio-molecolari in grado di inter-
venire nella modificazione del colore dei fiori, quali
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I’inserimento di geni non presenti nel pool genetico
della speciein esame ed in grado di aprire la strada ad
una nuova via metabolica, I’inserimento di geni idonel
a superare blocchi genetici, o I’inserimento di DNA o
RNA esogeno in grado di interferire con I’ espressione
del gene endogeno a livello della trascrizione o della
sintesi del prodotto proteico (Martens et al., 2003).

L’introduzione nelle piante ornamentali di transge-
ni in grado di produrre nuovi colori dei fiori atrimenti
non conseguibili in quella specie rappresenta quindi
un obiettivo molto attraente che gia ha dato molti
risultati. Dal 1987, quando la petunia é stata segnal ata
come il primo fiore trasformato (Meyer et al., 1987),
numerose specie ornamentali sono state trasformate
con successo relativamente al colore dei fiori, com-
prese quelle commercialmente pit importanti.
Tuttavia, mentre molte piante transgeniche ad uso ali-
mentare ed industriale sono commercializzate da
diversi anni in quasi tutto il mondo, tra le ornamentali
solo il giacitato garofano afiori blu, prodotto dalla
Florigene Ltd, & presente sui mercati (Mercuri et al.,
2005).

Com' & noto, all’introduzione delle piante transge-
niche nelle coltivazioni vengono opposti ostacoli di
diversa natura (economica, etica, morale, politica,
ideologica e perfino religiosa), spesso con poche basi
scientifiche ed oggetto di infinite discussioni tra
schieramenti poco propensi atrovare un ragionevole
punto di intesa. Senza voler scendere nei dettagli di
queste argomentazioni, si vuole solo ricordare che le
specie ornamentali si trovano in una posizione favore-
vole per cio che riguarda I’ applicazione delle tecnolo-
gie di trasferimento genico poiché, a parte la mancan-
za di rischi di tossicita alimentare, molte specie non
producono polline o danno del polline sterile ed inol-
tre sono coltivate in ambienti chiusi e su superfici
limitate: tutto cio riduce sicuramente i rischi legati
all’ emissione nell’ ambiente di piante ornamentali
geneticamente modificate.

Riassunto

Il colore dei fiori € un’importante caratteristica che
aggiunge valore estetico alle piante da fiore in quanto
elemento chiave nella scelta da parte del consumatore.
L’ espressione del colore & determinata dalla combina-
zione di numerosi fattori: tipo, quantita e stabilita dei
pigmenti, pH delle cellule, copigmentazione, trasloca-
zione dei pigmenti stessi dal sito di produzione.
Diversi fattori esterni possono poi influenzarne |’ e-
spressione, come la luce, la temperatura, gli zuccheri,

15



Burchi et al.

le concimazioni, i metalli etc. | pigmenti maggior-
mente responsabili del colore dei fiori sono i flavonoi -
di ed i carotenoidi. Intervenire su tale carattere
mediante interventi tecnico-agronomici, oppure modi-
ficando |la composizione dei pigmenti nelle piante
attraverso il breeding tradizionale o, piu recentemen-
te, agendo sulla via biosintetica attraverso I'ingegne-
ria genetica, ha da sempre costituito un obiettivo di
grande rilevanza. Le vaste conoscenze tecniche, gene-
tiche e biochimiche raggiunte, esposte in questa
review, costituiscono una solida base per ulteriori
ricerche, incrementando le possibilita di successo.

Parole chiave: ornamentali, qualita, postraccolta, pig-
menti, anticianine.
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