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Questo noi sappiamo:

la terra non appartiene all’'uomo,
e 'uomo che appartiene alla terra.
Questo noi sappiamo.
Tutte le cose sono collegate,
come il sangue che unisce una famiglia.
Qualungue cosa capita alla terra,
capita anche ai figli della terra.
Non é stato 'uomo a tessere la tela della vita,
egli ne é soltanto un filo.

Qualunque cosa egli faccia alla tela,

77
lo fa a se stesso.

Da una lettera scritta nel 1854 dal Capo dei Redka Capriolo Zoppo
al Presidente degli Stati Uniti Franklin Pierce.
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Riassunto

La presenza sul territorio italiano di numerosiiadisinquinamento da cromo porta alla
necessita di individuare delle strategie di risag@im che possano essere impiegate su ampie
superfici e con costi contenuti. A tale esigenzad ppositivamente rispondere la
“fitodepurazione”, tecnica che utilizza piante exba e arboree, in sinergia con i microorganismi
della rizosfera, per rimuovere e/o detossificatawe inquinanti dall’ambiente.

Lo studio illustrato in questa tesi nasce dall'esp di individuare una o piu specie vegetali
maggiormente promettenti per il fitorimedio di sitquinati da cromo trivalente (Crlil).

Si é scelto di utilizzare piante di salice perdeolvelocita di crescita, I'elevata produzione di
biomassa e la notevole capacita di esplorazionesdelo da parte delle radici. Sono state
inizialmente prese in esame sette specie di s@icalbal. sub.typica S. daphnoideVill., S.
elaeagnosScop.,S. fragilisL., S. purpureal., S. matsudandarsh. var.tortuosae S. nigra
Koidz.).

Le risposte delle diverse specie sono state studisvando le piante con parametri differenti
per durata di trattamento (da 4 ore a 1 anno tatrento), modalita di allevamento (in cella
climatica o in pieno campo), substrati di cres¢galuzione idroponica, agriperlite, terreno),
concentrazioni delle soluzioni di trattamento (300 e 300uM di CrCl; per la soluzione
nutritiva e 50umoli Cr Kg* terreno).

Sulla base delle risposte ai trattamenti, conteremtcentrazioni di Cr(lll) 50 e 100M dalle
sette specie di salice allevate in agriperlite,osastate scelte le quattro specie che hanno
presentato la migliore combinazione di produzionei@massa e accumulo di GBalix albasub.
typica; S. elaeagnos; S. fragilesS. matsudanaar. tortuosa Le rimanenti tre specie non sono
state piu utilizzate in quanto presentavano bassdugione di biomassa o basso accumulo di Cr,
o entrambi questi fattori.

Le 4 specie individuate sono state impiegate in esgerimenti distinti: uno allevando le
piante in agriperlite e sottoponendole a trattaimzort Cr(lll) a concentrazione 100 e 300 uM e
l'altro facendo crescere le piante in vasetti coetgi terreno non contaminato o terreno
contaminato da Cr(lll) in concentrazione di @®oli Cr Kg* terreno. Per le piante cresciute in
agriperlite gli effetti della presenza di Cr 108@ uM, si sono manifestati in un leggero calo di
biomassa e di contenuto di Fe e S, rispetto adlatpidi controllo. L’accumulo radicale di Cr ha
raggiunto il valore di 1426ug Cr g' s.s. dopo 28 giorni di trattamento. Nell'esperinoent

condotto in terreno le piante sottoposte a trattdameon Cr hanno manifestato una maggiore



produzione di biomassa e di clorofille rispettowgelte di controllo pur accumulando nelle radici
fino a 700ug Cr g s.s. dopo 45 giorni di trattamento.

Tra le quattro specie in esam8, fragilise S. matsudanavevano accumulato una discreta
quantita di Cr sia nell’esperimento in terreno, segli esperimenti in agriperlite. Pertanto,
queste due specie sono state ulteriormente sottpalsaltre indagini e allevate in soluzione
idroponica per 15 giorni, con soluzioni di trattarteedi Cr 100 e 30QM. Le piante delle due
specie hanno evidenziato effetti della tossicith@le tra i quali il calo degli scambi gassosi e
dell’attivita fotosintetica, la diminuzione dellarescita, rilevanti alterazioni strutturali e
ultrastrutturali a carico di foglie e apici radicdholtre, € emerso un aumento dellattivita di
alcuni enzimi, come la catalasi e la guaiacolo g&dasi, coinvolti nella detossificazione delle
specie reattive dell'ossigeno. L'accumulo di Crl@ehdici si e rivelato notevole sia nel breve
termine (fino a 442Gg Cr g's.s. dopo 4 ore di trattamento) sia per esposizitniunghe (fino
a 6833ug Cr g's.s. dopo 15 giorni di trattamento).

Nel complesso le varie specie utilizzate hanno ratisun’ampia variabilita nella capacita di
accumulo soprattutto radicale mentre il tasso asltrcazione del Cr alla parte epigea risulta
molto ridotto in tutte le specie.

L'effetto del cromo sulle piante non appare univoota sembra dipendente dalla
concentrazione e dal substrato di crescita util@zzad esempio per il parametro di crescita delle
piante cresciute in soluzione idroponica, doveahto in soluzione risulta totalmente disponibile
all'assorbimento radicale I'effetto sulla diminua@di crescita € massimo, mentre in agriperlite
e in terreno l'influenza del cromo sulla crescita@lto ridotto.

S. fragilisé la specie che ha ottenuto i migliori risultatitermini di accumulo, nelle diverse
modalita sperimentali e concentrazioni di Cr utidite. L’attitudine allaccumulo sembra percio
essere una qualita intrinseca alla specie, mehtreediumdi crescita pare influenzare la
biodisponibilita del Cr. Gli accumuli maggiori %0 infatti ottenuti negli esperimenti condotti
in soluzione idroponica.

Su terreno contaminato da Cr(lll) la presenza décisha permesso di rimuovere quantita
superiori del metallo (fino al 26%) rispetto a daeahisurata nel terreno sottoposto alla sola
perdita di cromo per lisciviazione dell'acqua diaequamento. L’utilizzo di salici quindi, in
particolare S. fragilis, puo fornire un importam@ntributo nella rimozione di cromo trivalente
da siti contaminati, con la conseguente riduzioak péricolo di contaminazione delle acque

superficiali e profonde.
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Summary

The increasing numbers of chromium contaminatess sit Italy requires the adoption of low-
cost and large scale clean-up technologies. As lmrnative to the traditional methods,
phytoremediation could be exploited, which usedbaesous and woody plants in association
with the rizosphere microorganisms to remove andéboxify soils, waters and sediments from
environmental pollutants.

Trees have been suggested as suitable plants dgphtyitoremediation technologies, being
high yielding biomass and genetically variable orgas. Particularly, species of the genus
Salix are fast growing plants, excellent biomassdpcers, and their roots can explore large
zones in deep.

Therefore, due to the need to identify plant speciearacterized by high phytoremediation
potential, in the present stu®alix spp. have been sceened for tolerance to and atatimnuof
trivalent chromium (CrllII).

At first, sevenSalix species were consideres: albal. sub.typica, S. daphnoide¥ill., S.
elaeagnosScop.,S. fragilisL., S. purpureal., S. matsudanaarsh. var.tortuosae S. nigra
Koidz. The responses of plants to Crlll were eviddan terms of duration of treatment (since 4
hours to 1 year), growing environment (climatic rche@r or green-house), growing substrate
(hydroponics, solil, perlite), and metal concentrat{50, 100 e 30QM di CrCl; for hydroponic
and agriperlite experiments; énoli Cr Kg* for soil trial).

Four Salix species were selected in perlite experiments 1(80180uM di CrCl;) on the basis
of cross-results relative to high Crlll tolerancedaaccumulationSalix alba sub. typica S.
elaeagnosS. fragilise S. matsudan&ar.tortuosa The remaining three species displayed low Cr
accumulation and/or tolerance, and were not usefiifther experiments.

Selected plant species were in part grown in gewith 100 and 300M di CrCl;, and in part
inside pots containing soil with no Cr (control)®rill 50 umoli Cr Kg™.

Plants grown in perlite showed a slight decreas@iahass production and reduced Fe and S
contents in response to Cr treatment. Also, Crractation in roots accounted for 14426 Cr g
! on a dry weight basis (d. wt.) after 28 days eftment. Conversely, plants grown in Crlll
contaminated soil produced more biomass and chhgtbghan the controls, while containing
up to 700ug Cr g* d.wt. in roots after 45 days in plus Cr.

Among the four specie§. fragilise S. matsudanaere those accumulating high Cr amounts
in both experiments. Therefore, the two specieeviigther used in hydroponic experiments in
the presence of 100 or 3QM Crlll for 15 days. Both plant species showed togifects due to
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Crlll exposure, such as decrease of leaf gas egehand photosynthetic activity, reduction of
growth, structural and ultrastructural alterati@fisoot tips and leaves. Moreover, the increased
activity of such enzymes as catalase and guaiagmixplase, involved in scavenging reactive
oxygen species (ROS), was observed. Chromium adatiom in roots was significant at both
short- (up to 4426ig Cr g* d.wt. after 4 hours of treatment) and long- (a®833ug Cr g*
d.wt. after 15 days of treatment) exposure of glantCrlll.

In conclusion, theSalix species used in this study have shown high vditialm root Cr
accumulation, while the translocation rate of thetahto the shoot was generally limited. The
effects of chromium on plants relied on the Cr @iation applied and on the plant growing
substrate. Indeed, Cr was more available in hydrimpsolution than in soil and perlite and, as a
consequence, it was more promptly absorbed anadansere visible phytotoxic symptoms.

Our results indicate that the employmentS#lix spp., particularly ofS. fragilis may be
useful in the phytoremediation of Crlll contamiréh&tes. In factS. fragiliswas the species that
accumulated high levels of Cr in all the experinaébnditions tested. Therefore, the capacity
of Cr accumulation seems to be an intrinsic spe@kded feature, whereas the growth medium
would affect the bioavailability of Cr to plantsycgtherefore Cr accumulation in plant tissues.

In soil contaminated with Crlll the presence ofi$allants allowed the removal of 26%
more than that measured in soil subjected to tbe ¢d Cr for water leaching.
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1. INTRODUZIONE

Il genere umano si trova sempre piu spesso a ddfrentare gravi problemi di inquinamento
ambientale, causato dalla manipolazione delle spstaaturali e dallimmissione di molecole
xenobiotiche provenienti soprattutto dai processodpttivi agricoli ed industriali. La
consapevolezza della gravitd degli effetti che talguinamento pud provocare alla salute
pubblica e all'intero ecosistema ha fatto si chehari piu recenti modelli di sviluppo economico
facciano riferimento, in linea teorica, esclusivateead ipotesi compatibili con I'ambiente.
Inoltre le continue emergenze ambientali ed il @os progresso delle conoscenze scientifiche
hanno portato molte organizzazioni nazionali edrimazionali, alla necessita di redigere liste di
composti potenzialmente pericolosi. Da una printéesdi liste ne sono state dedotte ulteriori,
piu limitate ma i cui composti vengono giudicati giricolosita prioritaria, fra queste sono
comprese la U.S. EPA Priority pollutant list’e le ‘Priority Pollutants (PP)” e ‘Priority
Hazardous PollutantPHP)” delllUnione Europea”. (Mackay, 1991; Vigai Bacci, 1998;

http://nsdi.epa.gov/waterscience/methods/polluthtits

http://ec.europa.eu/environment/water/water-frant&poiority substances.htm

In generale gli inquinanti possono essere suddivi@orin, 2003):
.- Elementi tossicicomprendono vari metalli pesanti (Cd, Cr, Cu, Bg, Pb, Ni...), metalloidi

(As e Se) e radionuclidi, quali U e Tgc;

- Inquinanti organicicomprendono sia composti altamente tossici eezageni, quali i bifenili

policlorinati (tra cui la diossina) e gli idrocarbyoliciclici aromatici, sia sostanze di per sé
non necessariamente ad alta tossicita (ma diffieilgestire per la loro elevata concentrazione
in zone relativamente non vaste), quali reflui eoatci e urbani. Tali sostanze sono
caratterizzate da un elevato BOB sono percid possibile causa di ipotossia o @@k
corsi d’'acqua;

. Fitonutrienti nei corsi d’acqua un eccesso di nutrienti (saptiat azoto e fosforo) provoca
una rapida espansione della crescita di alghesegue prima una risposta positiva della
comunita biotica per I'accresciuta disponibilitaalbo, poi un collasso del sistema dovuto
all’eccesso di ossigeno consumato.

Nella valutazione del rischio per 'ambiente edtuse si dovrebbe prendere in considerazione
che gli elementi, oltre alla loro proprieta tossictinseca, possono esplicare effetti indesiderati

a distanza di tempo e di spazio. Pur disponendofalimazioni dettagliate sugli effetti acuti di

molti elementi tossici, non si hanno invece conageeapprofondite riguardanti gli effetti dovuti

! Domanda Biochimica di Ossigeno: rappresenta urgunaidel contenuto di materia organica biodegraelabi
presente in un campione d'acqua. Pud essere usatstimare le qualita generali dell'acqua e il gwado di
inquinamento.
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all'esposizione a bassissime concentrazioni pegHuperiodi e cid costituisce uno dei grossi
limiti nel campo della tossicologia ambientale (Nean e McIntosh, 1991).

1.1 | metalli pesanti: sorgenti naturali e antropihe

by

Il termine “metalli pesanti” e stato suggerito 4880 da Nieboer e Richardson per descrivere
la presenza di alcune sostanze potenzialmentechespier gli esseri viventi che comprendono
elementi con numero atomico maggiore di 20, dermssifgeriore ai 5 g cff) spiccata attitudine a
formare complessi, bassa solubilita dei loro idrstati di ossidazione diversi a seconda delle
condizioni di pH ed Eh (Corradini, 1998). | metglisanti fanno parte dei metalli di transizione,
nei gruppi VI B, VII B, VIII B, | B, Il B, ma anchaei gruppi lll Ae IV A.

I metalli pesanti, con l'eccezione del ferro e ‘@liminio, appartengono ai cosiddetti
“elementi in traccia”, presenti nei piu comuni sSu@ rocce della crosta terrestre in
concentrazioni inferiori allo 0,1 % (in peso) eiswhente in parti per milione o per miliardo.

Sono considerati metalli pesanti: argento, bariadntuio, cobalto, cromo, manganese,
mercurio, molibdeno, nichel, piombo, rame, stagti@nio, vanadio, zinco, tallio, alcuni
metalloidi con proprieta simili a quelle dei meitgdesanti quali arsenico, antimonio, selenio e
bismunto. Tra questi gli elementi che provocano gpasso fenomeni di inquinamento sono: il
cadmio, il cobalto, il cromo, il rame, il mangangenolibdeno, il nichel, il mercurio, il piombo,
lo stagno, lo zinco e il selenio.

| metalli pesanti sono naturalmente presenti n@tee, nel suolo e negli organismi viventi.
Da un punto di vista ecotossicologico, i metallpessono classificare in tre gruppi (Marchetti,
1998):

1. metalli che hanno un importante ruolo fisiologico;

2. metalli chimicamente simili ad un elemento indisgedile;

3. metalli che non hanno alcuna azione fisiologicaosoiuta.

Il primo gruppo é formato da metalli che sono défessenziali per animali e piante, poiché
rientrano nella struttura di alcune molecole fondatali come per esempio gli enzimi. Zinco e
rame fanno parte di questa categoria ma pur esserdessari al corretto sviluppo e
sopravvivenza degli organismi, ad elevate conceiuina possono dar luogo a fenomeni di
tossicita.

Nel corso del processo di alterazione delle rotceticolo cristallino dei minerali primari
distrutto dai processi pedogenetici, ed i metadisgnti presenti nei reticoli cristallini primari

sono trasferiti nella soluzione circolante del sudJna volta raggiunta la soluzione circolante
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essi possono essere lisciviati verso la falda addd essere occlusi nei reticoli cristallini dei
minerali pedogenetici.

Come regola generale (gli elementi aventi un etevapporto tra carica e raggio ionico,
aventi in altri termini un elevato “potenziale ioaf, come F&, AlI*3, Mn**, Cr* precipitano in
forma di idrossidi ed ossidi insolubili (Violant&€989a; Violante, 1989b),. | metalli in traccia ad
elevato potenziale ionico come Co, Ni, Cu, Zn, ASe possono vicariare Fe, Al e Mn nei
relativi minerali. | metalli in traccia aventi baspotenziale ionico come Pb e Cd, similmente a
quanto accade a Ca e K, hanno un raggio ionicqptragevato per poter essere ospitati nel
reticolo cristallino degli ossidi ed idrossidi @irfo, alluminio e manganese, ma possono essere
adsorbiti in forma scambiabile negli interstratsdiectiti, vermiculiti e illiti.

Gli elementi in traccia sono trattenuti negli oonti superficiali del suolo grazie alllaccumulo
nella biomassa vegetale. Tra i processi che favamis la lisciviazione dei metalli pesanti vi € la
complessazione con leganti anionici e la formazidingpecie complesse cariche negativamente
e poco trattenute dal complesso di scambio debsdah i leganti che formano i complessi piu
stabili con i metalli pesanti vi sono il cloro edgiuppi carbossilici, fosforici e tiolici della
sostanza organica (Violante, 1989a; Violante, 1989b

L’'applicazione ai suoli di fanghi di depurazion® ebmpostcon un eccessivo contenuto in
metalli pesanti, riduce la resa delle colture anooque peggiora la qualita dei prodotti. Inoltre
per quanto riguarda le pratiche agricole, la maggaste degli apporti di metalli pesanti deriva
dall'utilizzo di fertilizzanti sia per il fatto chi& concimazione viene ripetuta stagionalmente sia
perché questi ultimi possono contenere quantitabiéi di As, Cd, Pb, Bie Zn. Il Co,ilCuelo
Zn sono utilizzati come integratori nelle diete ldeanimali da reddito e presenti, anche in
notevoli quantita, nelle deiezioni degli animali.

Stagionali apporti di Cu, Hg, Mn, Pb, As, Sn e Zons causati inoltre dalluso di
antiparassitari di varia natura.

Questi apporti favoriscono I'accumulo di metallspati nella biosfera favorendone l'ingresso
nella catena alimentare con gravi danni alla sad@éléuomo e degli animali. | metalli pesanti
risultano infatti tossici anche a basse concenirazLa loro tossicita dipende dai numerosi stadi
di ossidazione che possono assumere e che coofaisaro un’alta instabilita. Generalmente, i
composti che hanno una tendenza a formare comdedsili con molecole organiche hanno
anche una piu elevata capacita di danneggiare Imbmame biologiche. | principali effetti
negativi che i metalli pesanti hanno sulle celluigenti sono I'inibizione dell’attivita enzimatica,
la formazione di radicali liberi, 'azione mutage@aancerogena (Fa& al., 1988; Costa, 1991;
Lees, 1991).
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1.1.1 Le piante e i metalli pesanti: tossicita dlecanza

Le strategie che le piante adottano per difendiafiazione dei metalli pesanti sono di vario
tipo. Alcune piante escludono i metalli dalle radswitando di sviluppare I'apparato radicale
nelle zone piu contaminate, oppure vi possono eskdle modificazioni indotte nei trasportatori
di membrana per ridurre I'influsso o aumentareflisso di metalli (Clemens, 2001).

Le piante erbacee, della famiglia delRoaceae,possono produrre degli essudati detti
fitosiderofori che chelano il Fe, ma possibilmeraache altri metalli, e ne facilitano
I'assorbimento. Tali molecole sono biosintetizzatepartire da nicotinammide a sua volta
sintetizzata a partire dalla S-adenosil L-metionat&raverso l'azione della nicotinammina
sintetasi (NAS) (Higuchet al, 1999). La nicotinammide a sua volta puo chelamgetalli e
facilitarne il loro trasporto (Stephaat al, 1996; Von Wireret al, 1999).

Molte piante reagiscono ad alte concentrazioni éiatli pesanti accumulandoli nelle radici
ed evitando la loro traslocazione nei tessuti ep@éinterno delle cellule radicali i metalli si
legano ad alcuni composti, tipicamente fitochetnmetallotionine, e vengono immobilizzati
nei vacuoli (Cobbett e Goldsbrough, 2000) (Figuja e fitochelatine (PC) sono polimeri
peptidici, di vario peso con una struttura genef@e&lu-Cys)n-Gly con n=2+11, che non
derivano dall'attivazione di geni coinvolti nellésposta allo stress, ma vengono prodotti in
seguito all’attivazione di una via biosintetica.g3te molecole sequestrano i metalli pesanti nel
vacuolo tramite complessazione. Infatti utilizzaeéoniche di spettroscopia a raggi X, lal.
(1995) hanno osservato che i complessi fitochedatietallo che si formano non vengono
traslocati agli organi epigei.

Le metallotionine (MTS) invece sono proteine a baseso molecolare (6-7 kDa) ricche in
cisterna sintetizzate in seguito all’attivaziongyeni specifici.

Tuttavia lI'induzione di fitochelatine e/o metallmine & specie-specifica e dipendente anche
dal tipo di stress considerato. Ad esempio in jgadit sorgo € stato dimostrarono che in
condizioni di stress da Cr e dip®h (generata a seguito dalle ossido-riduzioni delatft la
trascrizione di Mt-mRNA era specificatamente aBadkeret al, 2004). Lo stress generato dal
Cr, specialmente Cr(VI), sembra quindi non inddaeeproduzione di PC ma viene piuttosto
suggerito un ruolo delle Mts nella detossificazienmlleranza al Cr nelle piante (Shakerml.,
2004).
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Figura 1 Possibili meccanismi adottati dalle cellule veligtar tollerare elevate concentrazioni di inquitian
organici e/o inorganici (Pilon-Smits, 2005). (GSHwlutatione; Glu=glucosio; MT=metallotionine;
NA=nicotinammina; OA= acidi organici; PC=fitochals; il trasporto attivo & rappresentato dai rejtdinrosa con
la freccia nera).

Alcune piante rispondono alla presenza di elevateentrazioni di metalli traslocandone una
discreta quantita nella parte aerea e immagazzatiandi tessuti fogliari. Qui la tossicita dei
metalli viene ridotta tramite complessazione cagaridi specifici (ancora fitochelatine) o
precipitazione in composti insolubili, in modo ddurre la concentrazione del metallo libero.
Nel trasporto dei metalli nello xilema sembra siaminvolti acidi organici e aminoacidi: in
Thlaspi caerulesceris zinco forma legami con acidi carbossilici, tesso avviene per il cadmio
in Brassica junceaentrambe queste specie, ed in particolare la grigsono in grado di
accumulare elevate quantita di metalli nella paetea. IrSebertia acuminatd nichel si lega al
citrato (Sagneet al, 1998). Nelle piante sembra Cr(lll) venga commé&ssla composti organici
come l'acido ossalico (Zenk, 1996; Lasdtal, 1998; Lasat, 2002; Hall, 2002; Mangabesta
al., 2006).
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Si conoscono specie iperaccumulafrici metalli, che hanno perd una produzione di
biomassa molto limitata. La maggior parte dellenfgainvece non e in grado di traslocare
elevate percentuali di metalli alla parte aerea, engossibile sfruttare quelle che producono
molta biomassa, magari associandole a trattamehsiublo che favoriscano la biodisponibilita e
quindi 'assorbimento da parte delle piante (PdferwWatson, 2003).

Nell'ultimo ventennio si € incrementata la sperit@@ione su piante arboree, che producono
molta piu biomassa rispetto a quelle erbacee tattaMunghezza nelle generazioni di tali piante
non permette una rapida selezione di genotipirantiee verso i metalli (Dickinsoet al., 1991).
Percio le specie arboree potrebbero non essereanto gdi adattarsi in tempi rapidi ad alte
concentrazioni di metalli nel suolo (Kahle, 1998nh tratto caratteristico dei suoli metalliferi
europei, infatti, € I'assenza di alberi o specgntese (Turner, 1994).

Tuttavia, la scarsita di sintomi di tossicita rif@da dalle piante arboree rispetto a quelle
riscontrate in molte specie erbacee potrebbe ingliche i loro meccanismi di tolleranza
permettono la convivenza con concentrazioni di thgtasanti maggiori rispetto alle colture
erbacee (Riddell-Black, 1993). Tali piante non #pmtamente selezionate per la tolleranza
verso i metalli riescono a sopravvivere in suohitemninati, sebbene di solito con tassi di crescita
ridotti (Dickinsonet al, 1992).

Ci sono prove sia di tolleranza generica a un cadmero di metalli, sia di tolleranza
specifica ad un solo metallo pesante. Il piu comearattere di resistenza ai metalli pesanti € la
limitazione dell’accumulo alle radici e la scarsastocazione nelle foglie (Dickinson, 2000), ma
la vera tolleranza richiede lo sviluppo di uno @ pnheccanismi fisiologici precisi con base
genetica (Dickinsoret al.1991). La stabilitd genetica della tolleranza éatu& discutibile,
poiché negli alberi puo essere sia indotta siagperssi la loro abilita nell’acclimatarsi alle
fluttuazioni degli stress da inquinanti diventadamentale per la sopravvivenza. Dickingin
al. (1992) descrivono la tolleranza e la sopravvivedeie piante nei suoli contaminati da
metalli come derivanti da “un’orchestrata moltejdicdi risposte fisiologiche e biochimiche,
includendo sia meccanismi di evitazione che di vessstenza”.

Vari studi hanno mostrato che l'acclimatazione dedjberi al loro ambiente edafico & di
considerevole importanza per la sopravvivenza neii £ontaminati da metalli, benché sia
importante anche la fertilita e la simbiosi micoiga, che permette alle ife fungine di sequestrare
ioni metallici e percio favorisce la resistenzagjetali (Gadd, 1993; Gabt al, 1994).

2 per specie iperaccumulatrici si intendono queitene in grado sia di assorbire elevate quantitetialli, sia di
traslocarle in quantita notevole alla parte epigérea nota specie iperaccumulatricEldaspi caerulesceni grado
di accumulare elevatissime quantita di Cd (Brode€98).
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Per chiarire i meccanismi di adattamento agli inqati sono state utilizzate colture di cellule
in sospensione o di callo cicatriziale e allevaroahtsemenzali e talee. Le piante adulte tuttavia
differiscono dai semenzali per molti aspetti, coagpr’allocazione del carbonio, la struttura
della chioma e la percentuale di tessuto fotoso#etente non piu attivo, che cresce con l'eta
(Turner, 1994). | semenzali sono piu sensibili agtess quindi potrebbero portare ad alcune
indicazioni fuorvianti riguardo la capacita di aomo delle piante mature (Riddell-Black,
1993). Tuttavia sarebbe impossibile compiere medperimenti pensando di utilizzare piante
arboree adulte per cui in ambito sperimentale veaghbffusamente impiegati semenzali e talee.

Punshon e Dickinson (1997) hanno mostrato cheslatemza ai metalli pesanti nei salici puo
essere aumentata da un graduale adattamento thegli @lo stress. Landberg e Greger (1994)
hanno testato 94 cloni @alix viminalise Salix dasycladosiguardo alla tolleranza ai metalli
pesanti usando un sistema idroponico; i risultabstrano considerevoli variazioni nella
tolleranza e nell’assorbimento tra i cloni delleedpecie. Per esempio, la concentrazione di Cd
nei getti dei cloni esposti ad una soluzione dilGdM per 20 giorni differiscono di un fattore 80

tra la concentrazione piu bassa e quella piu alta.

1.1.2 Strategie di risposta delle piante ai metakisanti
Molti ioni metallici sono essenziali alle piantd'iaterno di parecchie vie metaboliche e per |l

corretto funzionamento di alcuni enzimi (Tabella 1)
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Tabella 1 Richiesta di ioni metallici da parte di alcuni enki | metalli possono essere presenti sotto forma d
attivatori o facenti parte integrante della striatdell’enzima (quest’ultimo indicato dall’asterigc (Modificato da:
Hall et d., 1984).

lone Enzima
Alcool deidrogenasi*
Zn** | Lattato deidrogenasi*

Gliceraldeide fosfato deidrogenasi
Catecolo ossidasi*

CU* | Citocromo ossidasi*

Ascorbato ossidasi*

Parecchie fosfotransferasi (es. esochinasi)
Parecchie fosfoidrolasi (es. fitasi)

2+

Mg Parecchie ligasi (es. succinil-CoA sintetasi)
Acido 8-aminolevulinico deidratasi*

Mn2* Isocitrato deidrogenasi_
Alcune fosfotransferasi
Aspirasi

c&* | Fosfolipasi
Lipasi
Citocromi*

F& o FS* Perossida_si

Ferredossina*
Catalase*
Piruvato chinasi
Acetil-CoA sintetasi
Aldolasi
v-Glutamil-cisteina sintetasi

Tuttavia la presenza di concentrazioni elevate rh o piu metalli pud invece portare al
manifestarsi di effetti fitotossici all'interno delpiante con conseguenze anche letali, infatti i
principali effetti negativi che i metalli pesant@itmo sulle cellule viventi sono la formazione di
radicali liberi, I'inibizione dell’attivita fotositetica e dell'attivita enzimatica e I'azione mutage
e cancerogena (Stohs e Bagchi, 1995).

L’inibizione dell'attivita fotosintetica nelle pidae superiori dovuta ai metalli pesanti € ben
documentata in letteratura, cosi come la riduzidn@igmenti fotosintetici (Clijsters e Van
Assche, 1985; Prasard e Strzalka, 1999; Pandeyaem@h 2003; Scocciangt al, 2006). |
meccanismi direttamente collegati con la riduziode pigmenti fotosintetici includono
I'inibizione degli enzimi coinvolti nella biosintedelle clorofille quali 'acidos-aminolevulinico
deidratasi (ALAD) (Vajpayeet al, 2000) e la protoclorofillide reduttasi (De Fpis e Pallaghy,
1994) oltre alla sostituzione, da parte dei metalégli ioni centrali di Mg nelle clorofille
(Prasard e Strzalka, 1999).

Per difendersi dalla tossicita dei metalli pesaaticellule vegetali possono utilizzare vari

sistemi difensivi come I'immobilizzazione, I'esclaBe, la induzione di metallotionine, la sintesi
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di fitochelatine e/o altri agenti chelanti, la coanggpmentazione (Cobbett, 2000; Satofuékaal.,
2001; Komives et al., 2003; Srivastave et al., 2@&4bi e Marchiol, 2004).

Quando i metalli nei tessuti assumono livelli @ non poter essere detossificati, possono
dare origine a reazioni tipo “Fenfro “Haber-Weiss” (Asada e Takahashi, 1987; Koppeno
2001) che portano ad un aumento di specie reatéossigeno Reactive Oxigen Species
ROS), (dove Me= metallo):

Me™ D+ 0, » Me™ + O,

20,7+ 2H — H0, + O;

Me™ + Q" — Me™V* + O,

Me™D* + H,0, — Me™ + OH + OH
0;” + H,O, - OH + HO + O,

| ROS dall’eccitazione dell’ossigeno {Oa formare ossigeno singoletto -0 o dal
trasferimento di uno, due o tre elettroni ali’@er formare rispettivamente radicale superossido
(O;"), perossido di idrogeno ¢8,) e radicale ossidrile (OM(Mittler, 2002; Scandalios, 2005;
Gratéoet al, 2005). | ROS sono normalmente presenti nellkileetuali prodotti intermedi di
varie vie metaboliche ma rappresentano un seriblgmma quando la loro concentrazione
aumenta a seguito di uno stress sia di originedaiahe abiotica.

La presenza di ROS provoca seri danni quali osgidazdelle proteine (es. frammentazione
della catena peptidica, alterazione della caricgttreda, aumento della suscettibilita alla
proteolisi, distruzione della funzionalita enzinsatiattraverso I'ossidazione dei centri Fe-S), e
danni a DNA e RNA (es. presenza di mutazioni, deteztraslocazione e degradazione delle
basi). La presenza di ROS puo inibire I'attivitéspiatoria dei mitocondri e la perdita della
fissazione del carbonio nei cloroplasti. Inoltreiggssono reagire con gli acidi grassi insaturi e
causare perossidazione lipidica nel plasmalemmaagganelli intracellulari, quali ad esempio
nelle membrane tilacoidali dei cloroplasti in cuiassiste quindi all'inibizione dell’attivita dei
fotosistemi | e Il. Tali perossidazioni a loro @linducono la perdita del contenuto cellulare,
rapido disseccamento e morte cellulare (Fridowl&y,6; Scandalios, 1993; Gratébal, 2005;
Landberg e Greger, 2002; Panda e Choudhury, 200baét al. 2005; Yuet al, 2007;).

Per minimizzare tali effetti negativi gli organisiérobi hanno evoluto sistemi di difesa che
comprendono antiossidanti enzimatici e non enzohéfiigura 2). Le difese non enzimatiche
includono composti quali ascorbato (o vitamina @goferolo (o vitamina E), glutatione

(GSH/GSSH), cisteina, flavonoidi B carotene. Fra gli enzimi antiossidanti sono inclus

% dal nome dell'ideatore Fenton H.J.H.?Fe H,0, — Fe* + OH + OH
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superossido dismutasi (SOD), ascorbato perosqid&3), guaicolo perossidasi (GPX), catalasi

(CAT) e glutatione riduttasi (GR).

a
/H20—> é—> PS|l—— ’@ \( )
SOD
MDA H,0,
F
g tAPX
. )
/0 naDEH  \®
APX MDHAR
H-0, MDA NAD(P)*
+ DHA GSSG NAD(P)*
DAHR
NAD(P
CER GSSH NAD(P)*
GPX
H,0 NAD(P)H
d)
| <
2 H-0, Ha®
J

Figura 2 Vie di detossificazione dei radicali liberi nelléapte (a) Il ciclo acqua-acqua nei cloroplath) il ciclo
ascorbato-glutatione in cloroplasti, citosol, mdodri, apoplasto e perossisor(t) il ciclo glutatione perossidasi
(GPX) nei perossisomi,(d) catalasi (CAT) nei perossisomi. Abbreviazioni: Dtfeidroascorbato,
DHAR=deidroascorbato reduttasi, Fd=ferredoxina, @Rtatione reduttasi, GSSH=glutatione ossidato,
GSH=glutatione ridotto, MDA=monodeidroascorbato DMAR= monodeidroascorbato reduttasi, PSI=fotosistem
I, tAPX=ascorbato perossidasi tilacoidale (Da: Mitt2002).

La prima linea di difesa é rappresentata dalla mgs&lo dismutasi (SOD) (EC 1.15.1.1) la
quale converte il radicale superossido §)Cad acqua ossigenatab) attraverso la reazione

seguente (Figura 2/A):
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Oz +0;" +2H - H,0, + O,

Esistono tre differenti forme isoenzimatiche di S@Bssificate in base al metallo che funge
da cofattore (Scandalios, 1998scheret al. 2002). Le Mn-SODs sono localizzate in mitocondri
e perossisomi (del Riet al, 2003), ma la loro presenza e stata riportataenei cloroplasti di
alcune piante (Hayakawet al., 1984); le Fe-SODs non sono state trovate in tettpiante
(Ferreiraet al.,2002) ma sembrano essere associate ai cloropfstheret al, 2002), mentre
le Cu/Zn-SODs sono localizzate in citosol, clorgpile perossisomi (del Ret al, 2002).

A sua volta I'HO;, e detossificata da due classi di enzimi, le catade perossidasi. Questi
enzimi catalizzano la riduzione delbB,; a 2H0O, usando KD, come donatore di elettroni nel
caso delle catalasi, o altri agenti riducenti reacdelle perossidasi (Fridovich, 1976).

La catalasi (CAT) (EC 1.11.1.6) € una emoproteina metabolizza I'acqua ossigenata
(H20,) ad acqua (kD) e ossigeno (£ all'interno dei perossisomi (Figura 2/D). 138, viene
liberata seguendo la conversione del glicolato mogilato durante la fotorespirazione
(lgamberdiev e Lea, 2002).

Questo enzima é l'unico, fra quelli che degradaide®,, che la decompone senza consumare
equivalenti riducenti cellulari per cui risulta erssibile allo stato redox delle cellule e la sua
funzionalita sembra non essere alterata durantstatm di stress (Mittler, 2002; Scandalios,
2005). La CAT decompone I, con estrema rapidita e in base alla concentrazioiéO,
presente si possono attivare due differenti vigedossificazione (Scandalios, 2005):

- a basse concentrazioni (gM) di H,O, la CAT puo0 ossidare una certa varieta di donaliori

idrogeno (es. etanolo e acido ascorbico) nella erarseguente: RH H,O, — R + 2HO

- ad alte concentrazioni la CAT decompone,{H ad una velocita estremamente rapida

usando la reazione “catalitica” nella quale,{d agisce sia come un accettore sia come un
donatore di molecole di idrogeno: 2B — 2H,0 + O,.

Anche per la CAT sono state individuate piu forrseenzimatiche anche se il loro numero
varia in base alla specie analizzate, infatti @npe di mais e spinacio ne sono state trovate tre
(Bagnoliet al, 1994; Scandaliost al.,2000), ma solo due in orzo e pesco (Bagebal.,1994;
Skadseret al, 1995), mentre ne sono state individuate séirabidopsis thalianaMichael e
McClung, 2002).

Le perossidasi hanno vari ruoli fisiologici nellellale vegetali e partecipano in molte
reazioni incluse quelle di lignificazioneross linkingdei polisaccaridi della parete cellulare,
ossidazione dell’acido indol 3-acetico (IAA), regmione dell'allungamento cellulare e
ossidazione dei fenoli (Mocquet al, 1996). L’attivita delle perossidasi € strettateerorrelata

con i cambiamenti nei processi fisiologici all'ime delle piante, come respirazione, attivita
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fotosintetica, fissazione della GQraspirazione e conduttanza stomatica con ovss@eguenze
sulla crescita e il benessere delle piante. Risalessere percio indicatori sensibili in caso di
compromessa attivita metabolica (Verkleij e Sch&90). Fra le perossidasi si possono citare
I'APX e la GPX.

La famiglia dell’ascorbato perossidasi (APX) & casta da cinque isoforme (Asada, 1992)
localizzate in tilacoidi, stroma, citosol, perossis e apoplasto (Miyake e Asada, 1992; Jiménez
et al. 1997).

L’APX (EC 1.11.1.11) é anch’esso un enzima che liez@ la demolizione dell'kD,
all'interno del ciclo “ascorbato-glutatione” (Figu2/B). In tale ciclo I'enzima APX promuove la
riduzione dell’'HO, attraverso una serie di ossidoriduzioni a carieglicantiossidanti ascorbato
(AsA) e glutatione (GSH). In un primo passaggio atiif 'AsA viene ossidato a
monodeidroascorbato (MDA), a sua volta ridotto gaeione dell’enzima monodeidroascorbato
riduttasi (MDAR). Gli equivalenti riducenti sono tal caso resi disponibili dall’ossidazione del
GSH a glutatione ossidato (GSSG). L’enzima gluteiaduttasi (GR) opera infine la riduzione
del GSSG a GSH utilizzando il potere riducentewdarie dal trasporto di elettroni fotosintetico
ed immagazzinato come NADPH (Mittler, 2002).

Rispetto allenzima CAT, sembra che I'APX mostri’affinita per I'H,O, su scala
micromolare mentre la CAT la dimostri su scala n@ib suggerisce che ci possano essere due
differenti classi di enzimi antiossidanti: 'APX @lessere responsabile per la modulazione fine
dei ROS come segnale, mentre la CAT puo esserernsapile della rimozione dell’eccesso di
H.O, durante la fase di stress (Mittler, 2002; Scanda005).

Altro enzima antiossidante € la guaiacolo perossifl@aPX) (EC 1.11.1.7) che si distingue
dal’APX sia nelle sequenze amminoacidiche siaenflhzioni fisiologiche (Cheet al, 1992).

La GPX partecipa in varie vie metaboliche quald&composizione dell’acido indol 3-acetico
(IAA), biosintesi di lignina e difesa contro i pgeni consumando I'kD,. Nelle reazioni di
ossidoriduzione il GPX utilizza composti aromatiome donatori di elettroni, quali il guaiacolo
e il pirogallolo (Asada, 1999).

1.2 1l cromo

Il cromo e un metallo di transizione localizzatd geippo VI B della tavola periodica degli
elementi. Ha numero atomico 24, peso atomico 51,98éggio atomico di 140 (160) pm,
densita 7,19 g cif) punto di fusione 1850-1900 °C, punto di ebolli@®672 + 20 °C, pressione
di vapore 1 Torr a 1616 °C. E solubile in HN@solubile in acqua, diluibile in HCI e;8Q; e
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si lega facilmente ad altri metalli. Scoperto néd& dal chimico francese N. L. Vauquelin in un
minerale di piombo (crocoite, PbCy0¢ il settimo elemento piu abbondante sulla téfiatz e
Salem, 1994; Zayed e Terry, 2003; Sharéteal, 2005) e il ventunesimo nella crosta terrestre
(0,1-0,3 mg k@). In natura si presenta come un metallo durodhyceolor grigio acciaio; pud
essere facilmente lucidato, fonde con difficoltaéecholto resistente alla corrosione; il minerale
pit importante € la cromite (Fef);) di origine magmatica, ma molto diffusa & ancheréoite
(PbCrQ) (Figura 3).

Figura 3 Alcuni minerali contenenti cromo: cromo metallico (A), code (B) e cromite (C)

Il cromo e famoso per le varie colorazioni che aistomposti chimici possono assumere: il
dicromato di potassio @Cr.O;) e rosso rubino, il cromato di potassin(O,) € giallo mentre

il cloruro di cromo (CrGJ) € verde smeraldo (Figura 4).

. . 1‘-
Koo, el o1
A B C

Figura 4 Colorazione assunta da alcuni composti di cromgriO; (A), K,CrO, (B) e CrC} (C) (Da: Shupack,
1991).

La tossicita di questo metallo deriva in gran paid#a sua elevata reattivita che lo porta ad
assumere vari stati di ossidazione compresi fra 46 (Tabella 2) e dal conseguente elevato

potenziale ossidativo che danneggia le celluleogiche.
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Tabella 2 Statidi ossidazione assunti dal cromo e geometria daposto (Da: Shupack, 1991)

Composto Geometria Stato di ossidazione
[Cr(CO)]? Bipiramide trigonale -2
[Cra(CONg ™ Ottaedro -1
[Cr(bipy)s] Ottaedro 0
[Cr(CNR)]" Ottaedro +1
[Cr(CO)(diarsyX]” Prisma trigonale +2
[CrCly] ™ Tetraedro +3
[Crie] Ottaedro +4
[CrOCly]™ Piramide quadrata +5
[CrO,]™ Tetraedro +6

Gli stati di ossidazione Cr(lll) e Cr(VI) sono itpstabili in natura, infatti le forme Cr(ll),
Cr(IV) e Cr(V) sono instabili e vengono rapidamentavertite in Cr(lll) che a sua volta puo
essere ossidato a Cr(VI) (Shupack, 1991; Zayecerey,T 2003). Il Cr nella sua forma trivalente
& considerato 10+100 volte meno tossico del£i@Batz e Salem, 1994; Zayet al, 1998).

Il Cromo & inserito nellaly.S. EPA Priority pollutant list” come uno dei 129 maggiori
inquinanti presenti al mondo ed e segnalato come dei 14 piu nocivi metalli pesanti

(http://nsdi.epa.gov/waterscience/methods/pollstairmn) Inoltre € inserito nella lista delle 25

sostanze che possiedono il piu elevato potenzialschio per la salute umana (Charetyal,
1997). La presa di coscienza di tale pericolositd@drtato, ad esempio, a rendere obbligatoria la
Direttiva della Comunita Europea 2002/95/CE (ROHS partire dal 1° luglio 2006, che vieta
l'utilizzo di cromo esavalente come componenteriveistimenti anticorrosione in vari tipi di
apparecchiature elettriche ed elettroniche.

La maggiore attenzione riservata nell’'ultimo dederalla pericolosita di questo elemento da
parte della comunita scientifica mondiale derivafd#io che i siti contaminati da cromo sono in
notevole aumento a causa del rilascio, spesso egolato, degli effluenti provenienti dalle
numerose attivita industriali che impiegano talg¢atie (Chandraet al, 1997).

| casi di inquinamento sono numerosi anche in dtai ci0 mette a serio pericolo le
generazioni future a causa degli effetti cancerbgenutageni che il cromo possiede. Si possono
riportare alcuni esempi, come il recente caso duimamento da cromo esavalente riscontrato
del fiume Dora sito nel comune di Torino: dai caomagimenti effettuati da Arpa Piemonte su
campioni di acque, anche di falda, si sono rilexatecentraziondi cromo esavalente fino a 30
ug I (mentre il limite di legge per il cromo esavalen&d’acqua di falda & di pg I'") (Comune

4 EPA=Environmental Protection Agency of USA.
® Restriction of Hazardous Substances Directive
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di Torino, Prot n. 14532 Tit. 06 CI. 9 - 7 FascData: 18/09/2008). Altro esemplare caso di
inquinamento da cromo esavalente e quello riscantrell'estate del 2001 nella falda acquifera
di Tezze sul Brenta (PD) e dell'alta padovana (&uma e Cittadella), per una concentrazione
fino a mille volte superiore alla soglia ammessa llada normativa vigente
(http://www.report.rai.it/R2_popup _articolofogligh246,243%255E8723,00.hfyiuest ultimo
caso di inquinamento non risultava ancora risolgiugno 2006 data in cui il capo segreteria

tecnica del Ministero dell’Ambiente, dott. FabriZt@bbri scrive Il livello di inquinamento da
cromo esavalente rilevato a Tezze sul Brenta reggnt&a un’inaccettabile condizione di rischio

diretto ed indiretto della popolazione che vivel@eicinanze dell’area

1.2.1 Fonti ed usi del cromo

Il cromo metallico viene principalmente ottenutantite un processo di estrazione a partire
dalla cromite. Nell'anno 2005 la produzione monglidéi vari composti di cromo é stata di quasi
15 milioni di tonnellate, inoltre 'andamento deltrazione del cromo sta progressivamente
aumentando. | principali paesi produttori sono $didca, Kazakhstan e IndidJpited States

Geological Survey Mineral Resources Prograinttp://minerals.usgs.qgov/

II Cr(VI) risulta dominante in reflui derivanti dadustrie metallurgiche, di lavorazione dei
metalli, refrattarie e di produzione e applicaziodie pigmenti, mentre il Cr(lll) si trova
principalmente in reflui provenienti da conceriggustrie tessili e galvaniche (Kéta Stasicka,
2000). I settori produttivi nei quali € impiegat@iomo sono quindi:

o industria galvanica nella quale si utilizza solfatmmico per effettuare la “cromatura”
(Vajpayeeet al, 1999);

o industria tessile e conciaria. La concia delleigelh principale causa antropica di influsso di
Cr nella biosfera, con il 40% del totale. Chandtal (1997) hanno stimato che nella sola
India circa 2000-3200 tonnellate di cromo elementaengono immesse annualmente
nellambiente dalle industrie conciarie, producenuegli affluenti concentrazioni di Cr
comprese tra 2 e 5 @.IPer la concia delle pelli si usa il dicromatopdiassio che ossida i
materiali organici della pelle, si riduce e pret@pallinterno dei tessuti come £; o
Cr(OH); che conferiscono morbidezza alla pelle e servamecmordenti per il successivo
processo di colorazione;

o I cromati sono utilizzati come additivi nei cirauibdustriali delle acque di raffreddamento

per limitare la corrosione delle superfici di scaoniermico;
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o pigmenti quali il colore “giallo di cromo” ottenutoon cromato di piombo, il “giallo di
zinco” ottenuto con cromato di zinco, il “verdealomo o di Guignet” ottenuto con ossido di
cromo e il “violetto di stagno” ottenuto con cromali stagno (ANPA, 1999);

o mordenti (sali di cromo).;

o produzione di leghe metalliche. Infatti la lega Geha un contenuto di cromo pari al 66-
72%, gli acciai inossidabili Ni/Cr contengono crorper il 18% mentre gli acciai legati
“rapidi” hanno cromo per lo 0,3% (ANPA, 1999).

1.2.2 Il Cr nei sistemi acquatici

Il cromo normalmente presente nelle acque provadonti naturali quali precipitazioni,
costituenti di rocce, ceneri vulcaniche dell’atnavafed effluenti di sistemi terrestri.

La concentrazione del cromo nelle acque non comamié di 0,1+117ug I* nelle acque
dolci e di 0,2+0.51g I"* nelle acque marine (Pawlisz, 1997). Alcune linailg indicano come
limiti massimi per la vita d’acqua dolceydy I'* per Cr (V1) e 8ug I'* per Cr (lll), per la vita
marina 1ug I* per Cr (VI) e 5Qug I'* per Cr (Il), per 'acqua ad uso irriguo® I* per Cr (VI)

e 5ug I per Cr (lll), per 'acqua potabile 50y I'* Cr (V1) (Krishnamurthy e Wilkens, 1994;
Pawlisz, 1997; Zayed e Terry, 2003).

Il graduale aumento della concentrazione di croelteracque (sopratutto nei fiumi) € dovuto
allo spargimento di reflui provenienti da industmeetallurgiche, conciarie, di placcaggio
eseguito elettroliticamente, e da altre industheniche. Questi composti solubili, la cui forma
chimica dipende dalle caratteristiche dei procassustriali, vengono poi lisciviati nelle acque
naturali, rappresentando un problema rilevantel’'parbiente, soprattutto nel caso del cromo
esavalente (Kotae Stasicka, 2000).

Il cromo nelle acquee naturali si trova prevalerdgeta come Cr(lll) o Cr(VI). La presenza e
il rapporto tra queste due forme dipende da vascgssi che includono trasformazioni redox
chimiche e fotochimiche, reazioni di precipitazioee dissoluzione e di adsorbimento e
deadsorbimento.

Cineticamente il Gf & sostanzialmente inerte nei sistemi acquati@usa della sua scarsa
solubilita in acqua, e sebbene sia considerato nuswico della forma esavalente il suo stato di
ossidazione puo velocemente mutare. Infatti leiog@azli protonazione/deprotonazione possono
essere molto rapide (Che-Jen Lin. 2002).

Le trasformazioni fra Cr(lll) e Cr(VI) in acqua sorinfluenzate da molteplici fattori quali
pH, potenziale redox, ossigeno disciolto nel mediametica di reazione, concentrazione e

speciazione chimica di alcuni reagenti. In condizenaerobie, il Cr(lll) dovrebbe essere I'unica
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forma presente, mentre in condizioni aerobie € H phe interviene a regolare la
presenza/assenza di uno stato di ossidazione dallonm questione. Infatti, mentre il cromo
trivalente € la specie piu stabile a g, quello esavalente prevale in condizioni basadre pH

> 7 (Kota e Stasicka, 2000).

La natura e la concentrazione degli agenti ossigantlucenti nello strato superficiale della
colonna d’acqua giocano un ruolo importante nelp@cgzione del cromo. Inoltre, studi
effettuati su acque naturali (Két@ Stasicka, 2000; Zayed e Terry, 2003) hanno deos
come il Cr(lll) viene facilmente ossidato a Cr(\ih) presenza di ossido di manganese. Fra i
reagenti che possono provocare reazioni di ossidaione del cromo sono inclusi: ferro
[Fe(Il)] (Bueuge e Hug, 1997; Bueuge e Hug, 1998hang e Balett, 1999), zolfo [S(VI)]
(Beattie e Haight, 1972), manganese [Mn(lll) e MPR[MSeigneur e Costantinou, 1995),
radicale ossidrile (*OH) (Zhang, 2000), vanadiol[V€é V(IV)] (Davis e Espenson, 1970) e
arsenico [As(lll)] (Beattie e Haight, 1972).

Nelle acque le forme principali di Cr(lll) sono glirossidi, tuttavia il Cr(lll) mostra una certa
tendenza a formare complessi anche con materigiinaci come aminoacidi, acidi fulvici e
umici ed altri acidi. Nella maggior parte dei coegsi che si formano, il Cr(lll) & immobilizzato
da composti macromolecolari e percio rimosso dsdlazione. Inoltre, i complessi del Cr(lll)
acqua/idrossido hanno una forte tendenza ad easls@biti sui solidi normalmente presenti
nelle acque i quali contribuiscono, cosi, a dimi@uia mobilita del Cr(lll) e la sua

biodisponibilita nei corpi idrici.

1.2.3 11 Cr nel suolo

Nella crosta terrestre la presenza di cromo vaaid@ a 300 mg kgmentre il suolo pud
contenere da 5 a 3000 mgk(Shewry e Peterson 1976; Skeffingttral, 1976; Zayed e Terry,
2003) a seconda della roccia madre. d&Fpentine soilsi possono raggiungere concentrazioni
di 125 g kg (Adriano, 1986; Zayed e Terry, 2003) (Tabella 3).

I livelli di cromo presenti in piante cresciutesaoli non contaminati sono solitamente minori
di 1 pg g s.s., raramente superano i 5 [Igsgs., e tipicamente sono nell’ordine di 0,02 ep0y2
g's.s. (Kabata e Pendias, 1992 ).
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Tabella 3 Concentrazioni di cromo nell’lambiente (modificale Zayed e Terry, 2003).

Elemento

Concentrazione

Referenze

5-1000 mg kg Adriano (1986)
5-3000 mg kg Skeffingtonet d. (1976)
Terreno naturale 5-1500 mg kg Verry e Vermette (1991)
30-300 mg kg Katz eSalem (1994)
da tracce a 5.23% NAS (1974)
Serpentine soils 634-125 000 mg kg Adriano (1986)
_ 200 mg k@' (media) Vinogradov (1959)
;%;Z?;I ea livello 100-300 mg kg Aubert e Pinta (1977)
10-150 mg k@' (media 40 mg Kg) | NAS (1974)

Terreno negli USA

25-85 mg k@' (media 37 mg kd)

Shackletteet al (1971)

Terreno del Canada

10-5000 mgkg (media 43 mg Kd)

Pawlisz (1997)

Terreno del Giappone

87 mg kg* (media )

Smittet al. (1989)

Terreno della Svezia

74 mg kg* (media)

Smitret al. (1989)

Sedimenti

0-31 000 mg kg

Pawlisz (1997)

Acqua dolce

0-117pg I'* (in media 9.7ug I

Pawlisz (1997)

Acqua di mare

0-0.5pg I

Pawlisz (1997)

1-545 000 ng th

Pawlisz (1997)

Aria

100 ng m USEPA (1983)
Piante 0.006-18 mg kg Pawlisz (1997)
Animali 0.03-1.6 mg kg Pawlisz (1997)

Il cromo trivalente € un acido forte che tenderanfaire complessi esacoordinati ottaedrici con

molti ligandi come I'acqua, 'ammonio, l'urea eraligandi organici che contengono ossigeno,

nitrogeno o solfato come donatori di elettroni.

Le diverse forme di Cr coesistono in equilibrio ahimco, controllato da tre importanti

reazioni: ossidoriduzione, precipitazione/dissalng e adsorbimento/desorbimento.

Nella maggior parte dei suoli la forma predominaditeromo e il Cr(lll), meno solubile e

quindi meno mobile di Cr(VI), poiché in condiziamilucenti la forma esavalente viene ridotta a
quella trivalente, con velocita crescente al demesdel pH. Tuttavia la riduzione di Cr(VI) a
Cr(lll) e possibile, anche a pH subalcalini e ima@izioni aerobiche, purché il suolo contenga
sufficiente energia da sostanza organica per pereda reazione redox. Gli orizzonti inferiori
sSono piu poveri in sostanza organica, e quindi n@opensi ad inibire la mobilita del cromato
(Adriano, 1986; Zayed e Terry, 2003).

Il Cr(VI) esiste in soluzione come idrocromato, roaio e dicromato; I'equilibrio tra queste
forme dipende dal pH. Alcuni composti del cromawsdente, come gli ossidi o i sali dell’acido

cromico con ammonio, Na e K, sono facilmente sdiliutbiacqua, mentre i sali di Zn e Pb sono
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praticamente insolubili (Zayed e Terry, 2003). Ahtrario, la solubilita di Cr(lll) & limitata dalla
formazione di molti ossidi e idrossidi insolubfBpesso il Cr(lll) si trova in composti misti con
Fe(lll), come ad esempio il (Cr,Fe)(Ofi)che hanno solubilita ancora minore di Cr(@H)
(Adriano, 1986; Ragt al, 1987; Zayed e Terry, 2003). (Figura 5).

Le forme mobili del Cr(VI) possono essere ridotéedilversi riducenti organici come Fe(ll) e
S”*. Questo processo & anche chiamato “decromificaZion

(o,

ridotto (Mn“™)

Sito di

ossidazione

ossidato HCrO;, CrO*
< (MnQy,)

riduzione

\

Catalizzatore

ridotto
(Fe(ll), S \Siod
_ riduzione
trasporto con L Catalizzator /
complessi insolubili ossidato
di cr** (Fe(lll), Sx)

ossidazion

Figura 5 1l ciclo di ossidazione-riduzione del cromo nel ku@James e Bartlett 1988).

1.2.4 11 Cr nell'atmosfera

Nell'atmosfera il contenuto di cromo varia notevelme da 510° a 1,210° pg mi®, come in
Antartide e Groellandia, fino 0,0015-0,08 m® in campioni raccolti in aree urbane (Nriagu,
1998; Shankeet al, 2005). Circa il 60-70% del Cr presente nell’asfieoa proviene da fonti
antropogeniche, mentre il rimanente 30-40% origladonti naturali (Siegneur e Constantinou,
1995). Le dimensioni delle particelle contenenti@nno importanza ai fini della valutazione

del rischio per la salute degli esseri umani e ideganismi animali in generale. Particelle di
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diametro compreso fra 0,2 e 10n possono infatti essere inalate e causare rischipd
cancerogeno (Nriaget al, 1988).

Una delle sorgenti principali di emissioni gassdsenetalli pesanti € rappresentata dai fumi
prodotti dal consumo di combustibili. Circa '84%lkg ceneri prodotte dalla combustione dei
carboni sono volatili ed il loro contenuto in elewtién tracce € piuttosto variabile, dipendendo
sia dal tipo di carbone che dalle condizioni di boistione.

1.2.5 Effetto del cromo sugli animali e sul’'uomo
L’EPA (Environmental Protection Agencyostiene che tutti i composti del cromo siano
nocivi, sebbene il maggior tasso di tossicita sisoaiato allo stato di ossidazione esavalente

(http://nsdi.epa.gov/waterscience/methods/pollstant). Gli  effetti biologici del cromo,

percio, dipendono dalla forma chimica, dalla sditédbe dalla valenza del metallo.

Il Cr(lll) € un elemento essenziale in traccia penantenimento di un buono stato di salute
per gli esseri umani e animali in quanto e respoitesalel controllo del metabolismo del
glucosio, dei lipidi e delle proteine nei mammiféinderson, 1989). E stato identificato come
un attivo componente del CrGHl quale & coinvolto nel modulare la velocitaridiozione del
glucosio dal sangue (Nieboer e Jusys, 1988) agean® cofattore per legare l'insulina ai siti
recettoriali di membrana aumentando cosi l'effdéliormone. La dose giornaliera necessaria di
Cr(lll) e 10-40 ug per bambini fino a sei mesi, e di 50-200 per le altre eta, 'EPA ha
comunque stabilito che la dose limite di assunzidn€r nella dieta umana non dovrebbe
superare 1mg Kyal giorno (Katz e Salem 1994; Zayeial., 1998).

Sebbene a basse concentrazioni il Cr(lll) sia rssgés in quantitativi superiori risulta
tossico a causa della sua capacita di coordinatieceaposti organici, inibendo cosi alcuni
sistemi metallo-enzima (Coheat al, 1993). Shiet al. (1993) hanno evidenziato che anche il
Cr(lll) é capace di produrre radicali liberi chepocano danni alle membrane biologiche come
la perossidazione dei lipidi e cido potrebbe avera implicazione significativa nei riguardi del
meccanismo di induzione del cancro da parte dehardnoltre Snow (1991) ha notato che il
Cr(lll) alterava l'interazione fra i DNA templa®la polimerasi.

Tuttavia la capacita del Cr(lll) di indurre il cancé un questione ancora controversa in
quanto alcuni ricercatori ritengono che i compattcromo trivalente, benché maggiormente

reattivi con gli acidi nucleici purificati, non imdano effetti genotossici su cellule intatte mentre

® GTF=fattore di tolleranza del glucosio
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produrrebbero una varieta di effetti su bersadticellulari ed in sistemi acellulari (De Flora,
2000).

Le alterazioni cutanee causate dal contatto conpostndi cromo comprendono dermatiti
irritative da contatto, infiammazioni della cutedelle mucose, ulcere croniche, necrosi o
corrosione dermica dovute all'azione ossidantensibdizzante soprattutto del cromo esavalente
(Bocket al, 2003)

Le maggiori modalita di assorbimento del Cr avvergger ingestione e inalazione. In
quest’ultimo caso e stato calcolato che fino al 9d&le particelle contenenti Cr(lll) di
dimensioni inferiori a fum vengono trattenute nei polmoni, mentre i compwstito solubili del
Cr(VI) possono essere assorbiti anche in corrispona delle prime vie aeree (Feigal., 1988).
Infatti in alcune categorie di lavoratori a riszlies. saldatori) il pit importante sito di accumul
del Cr é stato individuato nei polmoni (Aitio e aalo, 1986). L'inalazione di materiale
contenente cromo esavalente pud causare perfoeazieh setto nasale, asma, bronchiti,
broncospasmo, pneumonite, inflammazione della darie delle labbra e pud provocare un
aumento dell'incidenza del carcinoma ai bronchia¢Dibel e Basomba, 1989; Snow, 1991;
Bagdon e Hazen, 1991; Kéta Stasicka, 2000).

Una volta entrato nella cellula sembra che il cr@savalente venga in parte ridotto a cromo
trivalente e in piccola percentuale rimanga allacsesavalente. Tale riduzione € possibile grazie
all'intervento di composti riducenti (es. ascorbagutatione, cisterna, acqua ossigenata) e
dall'attivita enzimatica (es. citocromo P-450, ae ossidasi e NADP(H),
chinoneossidoreduttasi o DT-diaforasi) (Aiydral, 1992).

Il Cr(VIl) & annoverato dallEPA nella classe A a@simposti carcinogenici, cioé esistono
prove decisive sulla sua capacita di indurre ilccanLa maggior tossicita della forma esavalente
dipende sia dal suo elevato potenziale ossidatavalalla maggior solubilita dei suoi composti
rispetto a quelli con il Cr(lll) (Snow, 1991; Bagde Hazen, 1991; Katee Stasicka, 2000).
L’esposizione a cromo esavalente € in grado dirimeduna serie di alterazioni a carico del DNA,
guali mutazioni puntiformi ed aberrazioni cromosoha& e modificazioni alle macromolecole a
causa della produzione di specie reattive dellgessd, nonché fenomeni di perossidazione
lipidica con conseguente danno strutturale e furd® alle membrane (Dayan e Paine, 2001).
Inoltre nel corso della riduzione da Cr(VI) a Ci(ki formerebbero dei legami molto stabili con
il DNA e le proteine, quali I'actina, e gli aminadccisteina, istidina, serina, treonina e tirosina
(Costa, 1993).
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1.3 La fitodepurazione

Le tradizionali tecniche di “bonifica” dei suoli otaminati da metalli pesanti prevedono
I'asportazione (e il suo conferimento in discaridpeciali), il lavaggio o la solidificazione del
suolo. | costi di tali tecniche sono notevoli, €paonvenienti su larga scala.

L’idea di utilizzare le piante per rimuovere gliguinanti dal suolo e dalle acque si sviluppo
negli anni ’50, ma solo successivamente Chaney 3)198 applico anche alla rimozione
dell’eccesso di metalli nel suolo; da allora simposta come una valida alternativa alle strategie
comunemente utilizzate.

Il termine anglosassor@hytoremediatioreriva dall’associazione dal grepbytos(pianta) e
dalla radice latinaemedium(curare, risanare). La fitodepurazione utilizzanpe erbacee e
arboree, in sinergia con i microorganismi presaatie acque e nei terreni, al fine di rimuovere
el/o detossificare sostanze inquinanti dall’ambiente

Perché questa procedura risulti efficace € nedessae vengano rispettati alcuni requisiti:

1. linquinante deve essere biodisponibile e concémtnael suolo ad una profondita
compatibile con la presenza dell’apparato radicale;

2. devono sussistere le condizioni per I'instaurarsndtue relazioni tra I'apparato radicale
delle piante e i microrganismi del suolo determd@rcosi un aumento dell’efficienza del
processo;

3. le caratteristiche chimico-fisiche del suolo deveassere adatte alla crescita vegetale.

La phytoremediationa seconda dei meccanismi d’azione, puo essdistdisome segue:

- Fitoestrazione € il processo che avviene quando le radici dpilnte assorbono gli
inquinanti dal terreno e lo traslocano alla pagesa (Kumar et al., 1995). A tale scopo sono
spesso state utilizzate piante dette “iperaccumacilathe sono capaci di accumulare metalli
pesanti a livelli superiori di 100 volte rispettajaelli misurati nell’apparato aereo delle piante
comuni non accumulatrici. Percio un iperaccunuafmro raggiungere concentrazioni di oltre 10
ug g* per il Hg; 100ug g* per il Cd; 100Qug g* per Co, Cr, Cu e Pb; 1000@ g* per Zn e Ni.
Attualmente sono state individuate circa 440 spepeartenenti a 45 famiglie di piante
iperaccumulatrici di metalli (Bakeaat al, 2000) (Figura 6/A);

- Rizofiltrazione: e un concetto simile alla fitoestrazione ancheiseferisce soprattutto

alla bonifica delle acque sotterranee attraveradsbrbimento, I'assorbimento e precipitare gli
inquinanti da parte di piante che posseggano umarapp radicale ben sviluppato e capace di
esplorare volumi consistenti di substrato (Dusherétal, 1995) (Figura 6/B);

- Fitostabilizzazione:le piante stabilizzano gli inquinanti del suol@ndendoli meno

pericolosi attraverso la riduzione della mobilita della biodisponibilita degli inquinanti
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nellambiente sia per azione fisico-meccanica dpfparato radicale sia per essudazione di
sostanze chelanti (Vangronsvedt al, 1995). In questo caso le piante hanno il comgito
ricoprire la superficie del suolo per prevenired&one e ridurre la percolazione. Il contaminate
non viene rimosso, ma vengono ridotte le possibihe esso migri verso altri comparti
ambientali (Figura 6/C)

- Fitovolatilizzazione prevede la volatilizzazione nellatmosfera delfjuinante che,

grazie al flusso della traspirazione, viene trasloaalle radici alle foglie (Burken e Schnoor,
1999) (Figura 6/D).

_ Periodica
Traslocazione rimozione
alla parte delle piante

Inquinante

Rilascio dei
contaminanti

. attraverso la
traspirazione

Contaminanti
immobilizzati «*
nel suolo e

Figura 6 Processi inerenti la fitodepurazione: FitoestragigA), Rizofiltrazione (B), Fitostabilizzazione (@
fitovolatilizzazione (D) (modificato da: http://ripérg.biology.colostate.edu/epsmitshab/

In relazione alla crescente necessita di salvagoard territorio dalla pressione inquinante,
trattamento secondario, terziario o per il finiggagdei reflui di origine civile, industriale,
zootecnica 0 miste e presentano notevoli vantagai Knight, 1997):

o semplicita ed economia di costruzione e di gestione

o limitata manutenzione effettuabile anche da parpetsonale non specializzato;

o maggiore resistenza agli shock di carico organidadeaulico (grazie ai lunghi tempi di

ritenzione idraulica);
o possibilita di ottenere sottoprodotti vegetali datilizzare o comunque non dannosi per

I'ambiente (a seconda del tipo di inquinante daifizare);
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o alta efficienza nella rimozione degli inquinant (& e P) e dei batteri patogeni;

o bassi consumi energetici e limitati costi di gastip

o ottima integrazione con I'ambiente naturale graia sua piacevolezza estetica rispetto agli
impianti tradizionali;

o aumento della biodiversita grazie al migliorameshetie condizioni ambientali;

o possibilita di fungere da zone di ricerca, di didated educazione;

o incremento delle attivita legate al cosi detto egsmo quali pesca, caccia, bird-watching e
fotografia.

Esistono tuttavia anche alcuni svantaggi:

o la superficie necessaria per la realizzazione deglianti di fitodepurazione varia a seconda
degli obiettivi di qualita richiesti ed € generalme superiore alla superficie necessaria per
un impianto tradizionale;

o Si puo assistere ad un calo di rendimento nei mgsrnali (cid dipende anche dalle specie
vegetali prescelte e dalllandamento del clima);

o prestazioni non sempre stabili ed elevate su alogpiinanti;

o scarsa regolazione e gestione del processo natlirdépurazione;

o produzione di odori sgradevoli (per alcune tipoéodi impianto) e proliferazione di insetti
nei bacini a superficie libera,

o lunghi tempi di disinquinamento: infatti, la relimente lenta crescita delle piante, unita al
basso coefficiente d’accumulo dei metalli nellatpaerea, ha come conseguenza che i tempi
d’esecuzione della bonifica siano molto maggioriqdelli delle convenzionali tecniche di
bonifica. L’escavazione e la posa in discaricaiedono dei mesi, laddove la fitoestrazione
richiede alcuni anni. Pertanto, nel caso di si& chstituiscano un serio pericolo per la salute
umana, da esposizione diretta, € necessario riecairgecniche di piu rapida esecuzione.

Dal punto di vista economico la fitoestrazione @siderata un trattamento dai costi piu
contenuti rispetto ad altri, anche se i calcolvenibili in letteratura fanno riferimento alla rtzal
statunitense (Berti e Cunningham, 2000).

In ogni caso la prima valutazione dei costi e dptasibile realizzazione di un progetto di

fitoestrazione deve essere fatta sul sito da bxamdéi | parametri piu significativi sono la

superficie del sito, la profondita della contaminag, la quota totale di metallo da estrarre, la

capacita estrattiva della pianta prescelta. Quiastori determineranno il numero totale di

raccolti necessari al conseguimento di un deterimiobbiettivo.

Per rendere la fitoestrazione efficace per ablmitdivello di metallo tossico in un tempo

massimo di 1-3 anni bisognerebbe usare pianteddogdi accumulare piu dell’1% di metallo
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nella parte aerea, e produrre piu di 20 t/ha dinlbiesa asportabile all'anno (Berti e Cunningham,

2000). Nel valutare la produzione di biomassa @ specie bisogna tener conto anche che alte
concentrazioni di contaminante possono inibireriscita delle piante stesse e quindi limitare

I'applicabilita al sito o ad alcune zone o comungg@e prolungando il periodo di trattamento.

Si puo affermare pertanto che la fitoestrazionena tecnica applicabile, con risultati
presumibilmente positivi, a siti caratterizzati daa contaminazione mediamente estesa, di
concentrazione non elevata e comunque limitata @dl&ione di terreno raggiungibile dalle
radici.

Le specie erbacee maggiormente utilizzate ddwrassicajuncea(L.), Carex spp.,Glyceria
acquatica(L.), Iris spp.,Juncusspp.,Lemnaspp.,Nymphaeapp.,Phragmites australigCav.),
Scirpus spp., Spartina spp., Typha latifoglia (L.) (Kadlec and Knight, 1996; Knight, 1997;
Vymazal, 2000).

Nell'ultimo decennio si €& iniziato ad impiegare hacpiante arboree no-food che, per
I'elevato ritmo di crescita, produzione di biomassapacita di evapotraspirazione e formazione
di un robusto e profondo apparato radicale, sarebpel adatte all'impiego in programmi di
fitodepurazione piuttosto che piante erbacee au@athassa ridotta. Tra le piante arboree piu
utilizzate si ricordano:Acer spp., Ailanthus altissima(Mill.), Alnus spp., Betulaspp.,
Liriodendron tulipifera(L.), Quescuspp.,Pinusspp.,Populusspp.,Salixspp., etc.

Queste specie rappresentano una soluzione econsostenibile ed ecologicamente valida
per il rimedio di terreni contaminati, soprattuttuando non €& conveniente l'uso di altri
trattamenti o non vi sono limiti di tempo per itilizzo dei terreni (Dikinson, 2000).

Tra le specie arboree precedentemente citate eqagtiartenenti al geBalix sembrano avere

delle buone potenzialita fitodepurative.

1.3.1 La potenzialita fitodepurative dei salici (Baspp.)

Il genere Salix deve il suo nome dal latingalio” che significa salto, per sottolinearne il
rapido accrescimento, o secondo altre tesi daicoelsul’ (vicino) e “lis” (acqua). Entrambe
queste etimologie sottolineano le caratteristickeupari che accomunano tutte le specie di
questo genere, ovvero il relativo breve ciclo dawve la continua ricerca d’acqua (Martini e
Papero, 1988).

Secondo Guptat al. (2000) I'azione depurativa effettuata dalle piané confronti di vari
inquinanti € tanto piu elevata quanto piu si rieec@d associare in una stessa specie una
notevole produzione di biomassa e un’alta conceiuna di metalli nei suoi tessuti. Le specie

appartenenti al gener®alix hanno dimostrato, in diversi esperimenti, di pdsse entrambe
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queste peculiarita e cio le rende fortemente ada¢igsere impiegate in azioni di fitodepurazione.
Infatti 'uso di salici come filtro vegetale, ovveper la purificazione di acque reflue e fanghi,
permette di stabilizzare il substrato inquinanteickare nutrienti e accumulare inquinanti nei
loro tessuti (Perttu e Kowalik, 1997). Ad esempie@ersen e Brix (2001) hanno realizzato in
Danimarca una zona umida ricostruit&alix viminalisL. allo scopo di trattare acque di scarico
e riciclare i nutrienti provenienti da singole alzioni in siti dove gli standard di qualita degli
scarichi erano molto restrittivi e dove non eragtuite l'infiltrazione del suolo. In tale sistema
sperimentale non era previsto uno scarico dell’acqu uscita dall'impianto, infatti tutti i
nutrienti contenuti nel refluo venivano utilizzgker produrre biomassa vegetale e tutta I'acqua
veniva traspirata nell’atmosfera attraverso i $alitio é stato possibile grazie ad un preciso
dimensionamento dell’impianto in base alla quargitqualita del refluo da trattare, alla stima
della capacita di evapotraspirazione delle piantdla conoscenza delle condizioni climatiche
locali.

Le caratteristiche fisiologiche principali, essathiznel definire I'efficacia del gene&alix per
progetti di risanamento ambientale sono:

o notevole velocita di crescita e alta capacita diveotire la radiazione solare in energia
chimica per la pianta (Christerssenal, 1993; Wilkinson, 1999);

o possedere un sistema radicale eccellente, fibrd&steso;

o elevata traspirazione che permette di richiamaregrande volume di acqua all'interno
dell’apparato radicale, traslocare alla parte aereeomposti assorbiti dal terreno e
volatilizzare alcuni di essi nellatmosfera (Persso Lindroth, 1994;Lindrottet al, 1995;
Ledin, 1998; Gregersen e Brix, 2001; Elebsl, 2003);

o efficiente capacita di assimilare nutrienti (Ermss 1981; Elowson, 1999) e capacita di
facilitare la filtrazione dell'azoto e la successidenitrificazione ad opera dei batteri
(Aronsson e Perttu, 2001);

o elevata tolleranza agli stress derivati da scaigaodibilita di ossigeno nel suolo a causa di
ristagno idrico (Krasngt al, 1988; Jackson e Attwood, 1996; Aronsson e P&2@Q1l);

o possibilita di impiego in opere di ripristino ambiale grazie alla facile propagazione
vegetativa per talea, infatti i fusti caduti o miache toccano terra possono radicare, inoltre
gli individui ceduati emettono vigorosi polloni t&lceppaia mentre il seme germina
rapidamente in ambienti favorevoli;

o pronunciata capacita di diverse specie e cloniatumulare metalli pesanti (Punshon e
Dickinson, 1997; Klang-Westin e Eriksson, 2003) eorm tolleranza ad elevate

concentrazioni di diossido di carbone e idrocarfMauriceet al, 1999);

38



o POSsono essere ceduati;

o raccolti molto frequentemente con una resa pafl-a5lt hd annd' di peso secco (Riddell-
Black, 1993);

o applicazioni economicamente realizzabili se impiegper impianti di piccole e medie
dimensioni, in confronto a impianti che impiegamartiche convenzionali di depurazione
(Perttu e Kowalik, 1997).

Il materiale legnoso derivante da impianti di figpdirazione puo essere reimpiegato come
combustibile in impianti di teleriscaldamento (a@de non presenta un potere calorifico molto
elevato) e i metalli, eventualmente assorbiti dals e liberati durante la combustione, possono
essere filtrati dai fumi e propriamente smaltitincle ceneri. In questo modo il volume di
materiale contaminato da gestire & notevolmentattdddai molti ni del terreno contaminato
iniziale a piccole quantita di cenere ottenuteadetimbustione.

Watsonet al. (1999) hanno sviluppato una tecnica (NFNutrient thin Film hydroponic
Techniqug che puo essere usata per una rapida valutaziteetdlleranza di talee ai metalli,
basata sulla produzione di biomassa in condizioasdosizione agli elementi tossici. Un test su
15 cloni diSalixspp. ha mostrato che c’e accordo tra i risulteliadtecnica NFT, la produzione
di biomassa e I'assorbimento di metalli da partglicgessi cloni cresciuti in campo (Pulfoet!
al., 2002; Watson, 2002). Tale tecnica pud essere ydr perseguire gli obiettivi della
fitodepurazione, infatti bisogna considerare nofo da capacita di accumulo, ma anche la
produzione di biomassa (ovvero la quantita di nigiakanti sequestrati dal suolo per ettaro).

Anche Pulfordet al (2002) hanno valutato la concentrazione di migbaisanti di 20 varieta
di salici, soprattutto nella corteccia e nel leg@nomplessivamente, le concentrazioni negli
individui di tre anni hanno suggerito che certindlavevano la capacita di assorbire significative
quantita di inquinanti; il Cd, in particolare, sincentrava nei fusti ben dieci volte rispetto alle
concentrazioni del suolo. Inoltre Punshetnal. (1995) hanno confrontato alcuni cloni Sialix
spp. trovando che alcuni di essi compartimentaliaaa il cadmio nei tessuti legnosi molto piu
marcatamente di altri, rappresentando una castiterivantaggiosa per la rimozione a lungo
termine dei contaminanti del suolo. Due anni pitditd?Punhon e Dickinson (1997) hanno
pubblicato un articolo che riportava l'utilizzo @alix bujaticaNazarov.,S. x calodendron
Wimm., S. capreaL., S. cinereaL., S. cordataMuhlenb.,S. fragilisL. e S. viminalisL. in
colture contenti Cu, Zn e Cd. Lo studio aveva lopgcdi investigare le potenzialita di accumulo
delle varie specie e la possibilita di aumentaredsistenza delle piante stesse ai metalli
attraverso un graduale aumento di metalli nei a@maéinti. | dati hanno mostrato che

I'acclimatazione alla tossicita dei metalli puo evesraggiunta attraverso un graduale aumento
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nella concentrazione di metalli piuttosto che a&#rao un breve periodo di pre-trattamento.

L’esperimento ha mostrato che le talee cresciuolnzione idroponica non ammendata erano
piu abili nel continuare a crescere in presenzdaliate concentrazioni di metalli piuttosto che le

piante pre-trattate. Inoltre si € notato che lacemtrazione di Cu nella componente legnosa delle
talee aumentava con la durata dell’'esposizionecgiio.

Lanberg e Greger (1996) hanno stimato la tolleranbaccumulo di Cd, Cu e Zn nei fusti di
diversi cloni diSalix spp. cresciuti in aree contaminate da metalli pesa in altre aree di
controllo. Non e stata trovata alcuna differenza itdue tipi di aree per quanto riguarda la
tolleranza dei salici verso i metalli, né per quaniguarda la concentrazione di metalli pesanti
nei fusti raccolti. Comunque, la crescita dei claall’area contaminata era generalmente
stimolata a basse concentrazioni di metallo. Laazane intraspecifica nellaccumulo e nella
tolleranza dei metalli pesanti risultava piu ampspetto a quella interspecifica. | cloni dell’area
contaminata presentavano un maggiore accumulo @dilimeell’apparato radicale e una minore
traslocazione nei getti, probabilmente a causandmgccanismo di protezione che prevede lo
stoccaggio dei metalli all’interno delle radici.

S. fragilisL. e S. viminalisL. sono stati usati in un esperimento condott&/dadecasteelet
al. (2005) su suoli contaminati da Cd. | risultatfjaisiti hanno confermato quelli ottenuti anche
da Punhon e Dickinson (1997), Stoltz e Greger (2@0Rosselliet al. (2003) in cui si mostra
che tali salici sono maggiormente accumulatori wlieZCd nei germogli, mentre di Cu, Cr, Ni e
Pb si accumulano maggiormente nelle radici. Le tpiah S. fragilis risultarono avere elevate
concentrazioni di Cd e Zn in legno, corteccia elilggnentre Cr, Cu, Ni e Pb erano meno
accumulati nella parte aerea.

Perttu e Kowalik (1997) hanno mostrato come cirfag2ha® annd di Cd possono essere
rimossi da 10-12 t di sostanza secca epigea. Qwstiio e stato eseguito in Svezia dove i
contenuti del metallo possono raggiungere i 60@h& lavorabile, provenienti per la maggior
parte da terreni contaminati dall'utilizzo di féizanti fosfatici contenenti il metallo e da
deposizioni atmosferiche. Un altro caso di studiaribortato l'utilizzo di piante d&. viminalis
allevate per 1,5 anni su un suolo contaminatosultati hanno evidenziato un significativo
decremento (57%) nella concentrazione di oli mimera sedimenti. Al contrario, nel terreno
lasciato a riposo, tale decremento era solo del. Métto stesso esperimento si € rilevato he
viminalisL. non & metallo selettivo nei confronti di Cd,, @b e Zn (Vervaeke, 2003).
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1.3.2 Assorbimento e traslocazione del Cr nellene

Studi condotti su diversi tipi di piante hanno dstrato che il cromo non € un elemento
essenziale per la loro crescita e il loro svilughdaffman e Allaway, 1973; Bonedt al, 1991;
Terry, 1981). La traslocazione e I'accumulo delnooonelle piante dipendono (Shanlatral.,
2005) dallo stato di ossidazione del metallo, dalla concentrazione nel mezzo di crescita e
dalla specie vegetale considerata.

L’assorbimento del Cr nelle piante avviene secodde differenti meccanismi: esperimenti
condotti su piantine d’orzo mediante I'utilizzoidibitori metabolici (dinitrofenolo, sodio azide),
hanno mostrato una decisa diminuzione dell'assabtmdel Cr(VI) ma non del Cr(lll). Da cio
si e dedotto che I'assorbimento del Cr(VI) richiexfeergia metabolica a differenza del Cr(lll)
che verrebbe, invece, assorbito passivamente (Bffhet al, 1976). Infatti la via di trasporto
del Cr(VI) risulta essere un meccanismo attivo chimvolge trasportatori a bassa affinita del
solfato in quanto si & notato che la presenzandi$®* e altri anioni del gruppo VI inibivano
I'assorbimento del Cr(VI) ma non del Cr(lll) (Sheme Peterson, 1974; Cervanttsal., 2001)
(Figura 7).
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Figura 7 Possibili meccanismi di assorbimento del Cr : {Bnzione del Cr(lll) nell’apoplasto; (2) diffusierdel
Cr(lll) attraverso il plasmalemma e il tonoplas{8) legame del Cr(lll) ai fitosiderofori e trasporntlei complessi
attraverso la membrana plasmatica; (4) legame aeptesso Cr(lll)-fitosiderofori alla membrana plagioa; (5)
trasporto del Cr(VI) mediante trasportatori aniomicsua riduzione nel citosol; (6) riduzione apsgtza Cr(VI) >

Cr(lll) e conseguente trasporto attraverso il plalemma o il tonoplasto; (7) trasporto del Cr(VI)tahoplasto e
riduzione nel vacuolo. (Modificato da Shaletral 2005)
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Per migliorare I'assorbimento e la traslocazione @ealcuni ricercatori hanno pensato di
indurre la complessazione del Cr con composti acgaquali ne faciliterebbero la disponibilita
alle piante (Srivastavat al, 1999). E stato dimostrato, infatti, che piant@m@no cresciute in
colture idroponiche con Crgk ossalato, malato o glicina accumulavano netlicirgiu Cr di
guelle esposte solo al CgEBrivastaveet al., 1999).

Un maggior grado di assorbimento e traslocazioh€desoprattutto nella forma trivalente, e
stata notata in piante che presentavano una rietegpacita di assorbimento e traslocazione del
Fe in quanto tali ioni presentano alcune carattehis simili (Schmidt, 1996; Pandey e Sharma,
2003). Questo ha fatto supporre che le piante igh® gli stessi meccanismi per
I'assorbimento del Fe(lll) e del Cr(lll).

E stato ormai dimostrato che le piante possiedengrénde capacita di convertire il pid
tossico Cr(VI) nel Cr(lll) gia a livello degli apicadicali contribuendo in tal modo a ridurre di
20+100 volte la tossicita del metallo. Zayed al. (1998) individuarono le differenti forme
chimiche del cromo all'interno di piante di varipesie attraverso un’indagine a raggi-X.
All'interno di piante sottoposte a trattamento d@gCrO, i tessuti analizzati verificarono la
mancanza delle forme &r Cr* e Cf* gia all'interno delle radici. Nel medesimo annalas
Lytle et al arrivarono alla stessa conclusione sottoponendote di giacinto d’acqua a
trattamenti con Cf. | ricercatori ipotizzarono quindi che la conversioda Cr(VI) a Cr(lll)
avvenisse gia nei tessuti radicali e non nellazgohe nutritiva prima dell’assorbimento. Infatti
gia McGrath nel 1982 avevano misurato la valenza&mbeno rimasto in soluzioni originalmente
contenenti Cf o CrQ? usate per la crescita di avena per 4 settimani.algva notato che
entrambi gli ioni di cromo rimanevano inalteratillaesoluzione nutritiva per tutta la durata
dell’esperimento.

Una volta assorbito il cromo viene trasportatorairno della pianta soprattutto attraverso lo
xilema (Skeffingtoret al, 1976). Se il cromato & presente in quantita malti® sembra che una
parte di esso rimanga presente sotto forma di Gré¥interno delle piante. In tale forma, si
muoverebbe nello xilema pitl velocemente dello iGr& presumibilmente perché quest’ultimo
viene trattenuto dalle interazioni elettrostaticiom le pareti dei vasi, come accade per ft'Ca
(Skeffingtonet al, 1976). Una volta che il Cr é stato trasferit@glhrte epigea si rintraccia un
sito di accumulo preferenziale a livello dei margfogliari suggerendo che il trasporto
xilematico del Cr sia collegato alla traspirazigbgtle et al, 1998).

Una volta all'interno della pianta il Cr viene ssamente traslocato alla parte aerea con valori

di traslocazione generalmente compresi fra 1+2%f(kan e Allaway, 1973; Cargt al, 1977;
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Punshon e Dickinson, 1997; Zayetl al, 1998; Stoltz e Greger, 2002; Rosselial, 2003;
Pandey e Sharma, 2003; Zayed e Terry, 2003, Vastimtaet al, 2005). La ridottissima
traslocazione del Cr alla parte epigea sembra doalid formazione di complessi stabili con
molecole organiche come proteine e carboidrati @4deira et al, 2006) e alla loro
compartimentazione all'interno dei vacuoli radic@liurner e Rust, 1971; Tiffin, 1972). Se
invece la quantita di cromo nelle radici risultawdta e possibile osservare una traslocazione
maggiore del metallo verso la parte aerea; questersica per inabilita delle cellule radicali a
ridurre tutto il Cr(VI) presente a Cr(lll), e pdrmancato trasferimento dello stesso nei vacuoli
(Barceloet al, 1987; Vasqueet al, 1987). Il sito di accumulo del Cr nella partége risulta a
livello dei margini fogliari, suggerendo che il $porto xilematico del Cr sia collegato alla
traspirazione (Lytlest al, 1998).

1.3.3 Effetti fitotossici del cromo sulle piante

Come gia osservato nel paragrafo precedente, @ diatostrato che il cromo non € un
elemento essenziale per le piante, tuttavia alesperimenti hanno ottenuto un aumento della
produzione di biomassa e di pigmenti fotosinteiticipiante trattate con concentrazioni di Cr
molto basse, di circa IM (Bonet et al., 1991; Schmidt, 1996; Schiutzendiletlal, 2002;
Vandecasteelet al. 2005; Yuet al, 2006). Boneet al (1991) notarono che bassi livelli di
Cr(lll) aumentavano significativamente la cresaita delle piante cresciuta in condizioni di Fe-
controllo sia di quelle in Fe-carenza, inoltre ureqte ultime si aveva una riduzione della clorosi
fogliare. Questo effetto non fu correlato né altstguzione di Mn, P e Fe nei tessuti né alla
possibile alterazione indotta dal cromo nel rappd&i®/Mn e P/FeA tale effetto non si e data
ancora una motivazione esauriente, tuttavia Posiguamnet al. (1991) hanno suggerito che |l
positivo effetto del Cr(lll) nella crescita delleapte possa essere collegato all'influenza sul
livello di citochinine o altri ormoni della cresaijtinterazione con acidi nucleici, competitiva
inibizione del cromo sui legami della spermina &A) o induzione all’'aumento del livello del
poliammide spermina.

Se il Cr si trova in concentrazioni superiori esplinvece una sequenza notevole di effetti
tossici sulle piante. Innanzi tutto il Cr € un nhetanolto reattivo che cambia facilmente il suo
stato di ossidazione provocando la formazione diSR®radicali liberi. | radicali liberi si
formano in seguito alla riduzione del Cr(VI) in @ gia a livello degli apici radicali (Zayedt
al., 1998; Lytleet al, 1998), inoltre é stato dimostrato che il Cr(B)0 essere a sua volta ridotto
a Cr(Il) da riducenti biologici come la L-cisteira NADH cosi che la nuova forma Cr(ll)

reagisce con perossido di idrogeno e idroperodgdiici producendo il radicale idrossido
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(Ozawaet al, 1990; Shiet al, 1993). Anche studi successivi hanno confermawicr(lll),
pur essendo meno tossico del Cr(VI), pud causaigseblemi nei tessuti vegetali sebbene in
concentrazioni maggiori (Sharreaal.,, 2003; Shankegt al, 2004), al contrario per lungo tempo
il Cr(lll) era stato considerato non tossico.

| radicali liberi prodotti dalle ossido-riduzionedCr esplicano molteplici effetti tossici quali:
perossidazione lipidica, danneggiamento dell’utttagura dei cloroplasti, riduzione dell’attivita
fotosintetica e della biosintesi di clorofille, lmzione della respirazione mitocondriale, riduzione
della crescita, alterazione del bilancio idrico (Bbet al, 1991; Poschenriedat al, 1991;
Barcelo e Poschenrieder, 1997; Panda e Patra,.2000)

La riduzione della quantita prodotta di clorofilleembra dovuta alla capacita del Cr di
degradare I'acidé-aminolevulinico deidratasi, un importante enzinoneolto nella biosintesi
delle clorofille come pure di interferire con l'lizgzazione dell'acidas-aminolevulinico (ALA)
(Vajpayeeet al, 2000). Gli stessi autori hanno ipotizzato ché&il soprattutto nella forma
esavalente, puo sostituire gli ioni di Mg dai sitiivi del’'enzima. La riduzione delle clorofille
interferisce negativamente sull’attivita fotosimtat che risulta pure inibita dalla degradazione
dell'ultrastruttura dei cloroplasti e dalla deviaae del trasporto di elettroni dai siti donatori di
elettroni del PS I al Cr (Choudhury e Panda, 2@Wgkeret al, 2005).

L’inibizione della respirazione mitocondriale & ddéa alla capacita del Cr di penetrare nel
mitocondrio ed avere cosi accesso agli elementzidmali della catena di trasporto degli
elettroni inibendo tutti e quattro i maggiori coregdi nei mitocondri radicali (Dix#t al, 2002).
L’inibizione della catena di trasporto degli elettr sembra dovuta all'interazione del Cr con Cu
e Fe e altrcarries di elettroni (noneme-Fe-S-proteine e citocroma shbiscono i cambiamenti
redox durante il flusso di elettroni (Dixiet al, 2002). | citocromi mitocondriali possono
direttamente trasferire elettroni al Cr riducendaboin alternativa il ridotto gruppo eme del
citocromo puo servire come legante del Cr al blaticmasferimento degli elettroni. Il notevole
grado di inibizione dellattivita della citocromasidasi pud essere dovuta al legame del Cr al
citocromo g, nel complesso IV (Dixiet al, 2002) (Figura 8).
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Figura 8 Coinvolgimentodel cromo sull'inibizione nel sistema di traspodegli elettroni nelle piante; 1, 2 e 3
rappresentano i siti di inibizione del Cr (da: PaedChoudhury, 2005).

Il Cr(lll) ha alta affinita per le proteine e pugglarsi ad enzimi essenziali e inattivarli (Riedel,
1985). Ad esempio la ridotta germinazione dei seattoposti a stress da Cr sembra dovuta
all'interazione del Cr con l'attivita dell’enzimaralasi e del successivo trasporto dello zucchero
nell’asse embrionale (Zeid, 2001). Inoltre si eatotun aumento dell’attivita della proteasi e cio
contribuirebbe alla riduzione della germinazioneé s&mi trattati (Zeid, 2001). Il Cr sembra
interferire anche con la nitrato riduttasi e di seguenza con la biosintesi di proteine (Solomon e
Barber, 1990; Vajpayeet al, 1999; Vajpayeeet al, 2000). La nitrato riduttasi diminuisce
I'attivita in quanto il calo di contenuto di cloitbd, conseguente allo stress da Cr, determina un
abbassamento del tasso fotosintetico e quindi unareproduzione di NADH. E noto, infatti,
che l'induzione della nitrato reduttasi dipendd’dakrgia e dalla formazione di agenti riducenti
generati fotosinteticamente (Sharptal 1995; Vajpayeet al, 1999)

La diminuzione della crescita nelle piante semlasere dovuta anche all'inibizione della
divisione cellulare causata da aberrazioni cromasioen(Liu et al., 1993), da danneggiamenti
alla struttura della pianta comprensivi della ridmz del numero di cellule parenchimatiche e
spongiformi nelle cellule delle foglie, aumento delmero di vacuoli (Haet al, 2004), Nelle
radici il Cr causa inibizione dell’allungamento elld divisione cellulare fino all'appassimento e
alla plasmolisi delle cellule (Bas&t al, 1990; McGrath, 2004). Inoltre il Cr interferisce
negativamente con I'assorbimento di alcuni maamiao nutrienti quali Fe, P, Mn, Cu, Mg, Ca,
N, K, B e Zn (Sharma e Pant, 1994; Schmidt, 19%6idey e Sharma, 2003, Scocciaettial
2006) e riduce il potenziale idrico della pianth tasso di traspirazione (Chatterjee e Chatterjee,
2000).
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1.3.4 Interazioni del cromo con ferro e zolfo

1.3.4.1 Il ferro
Il ferro € un micronutriente essenziale presenigéassuti vegetali in quantita medie di 109

g* di peso secco. Il Fe viene incorporato in sistemzimatici principalmente di due tipi:
emoproteine (es. citocromi, catalasi, perossidasiferro-zolfo proteine (es. ferridossina,
riboflavina, aconitasi); & presente inoltre, assiead altri ioni, in numerosi enzimi e partecipa
alla sintesi delle clorofille. Sebbene il Fe sidbatdantemente presente nel suolo (circa il 5%
della crosta terrestre), la sua biodisponibilitéeirmeni aerati € molto bassa, in quanto dipentle da
pH e dal potenziale redox del terreno. La solubitiella specie ridotta Feé decisamente
maggiore di quella del Beed & massima a pH di circa 3,5, ma per valorcitigi pH tra 6,0 e
8,0 il F€" viene facilmente ossidato e predomina la formeakente meno solubile.

La solubilizzazione e I'assorbimento del ferro date delle piante avviene secondo due
strategie principali. Alcune (dicotiledoni e monttEmloni nonPoaceag riducono il Fe-chelato
a Fé" sulla superficie esterna della membrana plasmatiaamite induzione di una Fe(lll)-
riduttasi ed estrusione di protoni per acidificleizosfera. Successivamente il Fe(ll) entra nel
citoplasma cellulare grazie a un trasportatoreeAiante (tipicamente Roaceag essudano dei
“fitosiderofori”, composti organici a basso pesolewnlare ed elevata specificita per i*Eehe
solubilizzano lo ione ferrico. Il complesso Fe(ifosideroforo viene poi trasportato all’interno
della cellula, dove il Fe trivalente viene rilagointatto (Buchanagt al, 2003).

Diversi studiosi (Barcelcet al, 1985a; Adriano, 1986) hanno dimostrato che dnu
interferisce con I'assorbimento di alcuni micromenti, tra cui anche il ferro. In particolare, la
similarita tra Cr(lll) e Fe(lll) suggerisce che gteeforma di cromo potrebbe entrare nelle cellule
delle Poaceaegrazie ai fitosiderofori. Nelle dicotiledoni il Gembrerebbe interferire con il Fe
mediante inibizione della Fe(lll)-riduttasi o congado col Fe(ll) per i siti di assorbimento
(Shanker, 2004). Gli effetti del cromo sull’assonbnto di ferro sono perd controversi: la
maggior parte degli autori riporta una inibiziorel'@ssorbimento e della traslocazione del Fe in
piante trattate con cromo inoltre ad alte concerdra il Cr potrebbe indurre sintomi di ferro-
carenza grazie alla sua capacita di sostituiresiirsiti fisiologici importanti (Barcel@t al,
1985b; Adriano, 1986; Chatterjee e Chatterjee, pO@aryet al. (1977a,b), al contrario, hanno
riscontrato un aumento della disponibilita e deBarbimento di Fe in seguito alla
somministrazione di Cr(VI), Cr(lll) e fanghi di coerie. Risultati analoghi sono stati ottenuti
anche da Bonetdt al. (1991). In radici di piante allevate in carenzdedro, I'aggiunta di Cr(lll)

a concentrazione 2M inibisce lievemente la Fe(lll)-riduttasi, menaeconcentrazioni di 10 uM
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il Cr(lll) stimola la riduttasi sia in radici all@ge in ferro-carenza sia in quelle allevate con Fe
sufficiente (Bartoret al, 2000).

1.3.4.2 Lo zolfo
Lo zolfo e un macronutriente essenziale per letpjam quanto rientra nella sintesi di

numerosi composti quali aminoacidi essenziali éost, metionina), vitamine (biotina e
tiamina), coenzima A, S-adenosilmetionina e ferssitta. Considerando la media di un ampio
numero di specie vegetali, il fabbisogno di S sjiemattorno a 1 mggin peso secco, 10 volte
piu del ferro.

Una carenza di zolfo nelle piante pud portare aosiogeneralizzata che colpisce sia le
giovani foglie che le mature, arresto della sinf@siteica (a causa della mancata formazione
degli amminoacidi solforati) e alterazione dellfiatiazione degli amminoacidi che tendono ad
accumularsi nella cellula (Algt al, 1992).

Lo zolfo e presente nel suolo in forma legata oigg@mente, nella struttura di alcuni minerali,
nei solfati di Ca, Mg e Na. La forma principale aar lo zolfo entra nelle piante € quella ionica
solubile del solfato (S§3), assorbito attraverso le radici mediante traspattivo. L’anidride
solforica gassosa entra facilmente attraversodéefodove e assimilata, ma questa sorgente di
zolfo e significativa solo in quelle aree doveiba¢ contaminata.

Il solfato & attivamente cotrasportato con i protoelle cellule delle radici con una
stechiometria S§ : H" = 1:3. L’attivita di trasporto & energizzata dagmadiente di protoni
transmembrana determinato da unaATPasi della membrana (pompa protonica). Se ildegH
mezzo esterno aumenta, o se l'attivita della pommaonica diminuisce, I'assorbimento del
solfato é inibito.

Una volta all'interno della pianta, il solfato viemridotto a solfuro e viene assimilato nei
composti solforati, a partire dalla cisteina. llggere prodotto della via di assimilazione del
solfato e il glutatione, un tiolo non proteico.glutatione e i suoi derivati sono implicati, tra le
altre cose, nell’eliminazione delle specie reattda&l'ossigeno, nella detossificazione degli
xenobiotici (ad esempio gli erbicidi) e nella ssitdelle fitochelatine (Buchanaat al, 2003).

Il cromo interferisce con I'assorbimento del saifaresumibilmente nella forma di CfO I
cromo esavalente, infatti, attraversa il plasmalenutilizzando il trasportatore a bassa affinita
per il solfato, come gia dimostrato anche per alecoicrorganismi. Cio risulta confermato dal
fatto che il solfato e altri anioni del gruppo \Hitiscono lingresso di Cr§ nelle cellule;

questa inibizione sarebbe da attribuirsi alla sinitd chimica tra tali ioni (Zayed e Terry, 2003).
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2. SCOPO

Il crescente aumento dell'inquinamento diffuso digime antropica pone la necessita di
individuare tecniche di biorisamanameto che posgasere impiegate su ampia scala e con costi
contenuti. A tale necessita risponde efficaceménf@éodepurazione che si pone come metodo
per il risanamento dei suoli inquinati attravergopiego di specie vegetali.

Fra gli inquinanti particolare attenzione € stasarvata ai metalli pesansi e fra questi il Cr,
elemento tossico ormai comune in diversi corsi giecdel nostro territorio, € considerato uno
dei piu pericolosi per la salute degli esseri viveRer la sua rimozione, diversi lavori hanno
focalizzato I'attenzione sul bioaccumulo, con panire enfasi sulla selezione di specie di piante
iperaccumulatrici per questo metallo. Molte delianpe selezionate appartengono a specie
erbacee che servono direttamente come fonte dipgbduomo e numerosi animali superiori, e
che producono solitamente poca biomassa. Percitultiglo decennio l'attenzione si e
focalizzata su specie che, oltre ad una buona ttapdicaccumulo, presentino congiuntamente
rapida crescita ed elevata produzione di biomassa.

Per rispettare tali esigenze si € deciso di utiiezin questo studio, delle specie appartenenti al
genereSalix le quali presentano il vantaggio di avere granffeisione negli ambienti ripariali
delle nostre campagne e facilitd di propagazione tpkea, caratteristica fondamentale in
previsione di un impiego su larga scala. In lettes inoltre, gli studi riguardanti piante del gen
Salixhanno evidenziato una tendenza all’accumulo dalingiesanti.

L'obbiettivo di questo studio e ricercare una @ gpecie di salici che, per capacita di
accumulo e tolleranza allo stress da Cr, sia prizmigt per il fitorimedio di siti inquinati da
cromo trivalente, con l'auspicio di poter impiegame larga scala tali specie in casi reali di
contaminazione.

La valutazione delle risposte delle specie siig@dta attraverso cinque esperimenti in cui si
sono valutati parametri morfologici e fisiologici risposta a differenti trattamenti con Cr(lll) e

variate modalita sperimentali.
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3. MATERIALI E METODI
3.1 Descrizione delle specie impiegate

3.1.1Salix albaL sub. Typica

Albero alto fino a 25-30 m (é il salice che in datm pud raggiungere le maggiori
dimensioni), spesso pollonifero (Figura 9/A); lateocia adulta & grigio-olivastra e fessurata
longitudinalmente, mentre il ramo dellanno é dettiflessibile e sericeo, di colore bianco
argenteo (Figura 9/B). Le foglie sono lanceolat@diri, lunghe 5-10 cm e larghe 5-25 mm, con
margine denticolato; da giovani sono pubescenérigee su entrambi i lati (Figura 9/B), poi la
pagina superiore diviene verde-grigiastra e scaeaganpelosa, mentre quella inferiore rimane
pubescente e bianco-sericea. Il salice biancoieatipente ripariale e vive dal livello del mare
fino a 800-1000 m s.l.m.; predilige suoli umidi,cae temporaneamente sommersi, e sciolti,
purché ricchi di nutrienti. Il suo areale si estertthl Mediterraneo fino al Mar Baltico e dalla
penisola iberica fino alla Cina occidentale; ifi¢t& presente in tutte le regioni esclusa la parte
meridionale della Puglia. Si distinguono 4 sottaspeli S. alba di cui la piu diffusa in Italia e
quellatypica (Martini e Paiero, 1988).

Figura 9 Portamento (A) e particolare delle foglie (B) S. albasubsptypica
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3.1.2Salix daphnoideyvill.

Si presenta come un piccolo albero o arbusto deadt compresa frai 3 e i 15 m. | rami sono
fragili all'inserzione con il tronco, nel primo amnsono di solito sparsamente tormentosi,
crescendo diventano glabri , lucidi e di colorenmruossastro o bruno scuro.

Le foglie sono di forma da ovali-oblunghe a lanaé®lad ellittico-lanceolate con lunghezza
di 5-10 cm e larghezza di 1-5 cm, con margine fieet® e regolarmente dentato. Le foglie sono
glabre, tranne che per la parte prossimale delimsgdungo le nervature, di colore verde scuro
e lucide sulla pagina superiore mentre sono glaircheella inferiore (Figura 10).

Presenta amenti cilindrici, di lunghezza di 3-4 enta fioritura avviene generalmente tra
febbraio e aprile, precedentemente alla fogliazione

E un salice prevalentemente montano con altituilae1000 e i 1800 m sl.m. Predilige suoli
alluvionali umidi di fondovalle, ghiaiosi o sabbeBmosi e soggetti a periodiche sommersioni.

L’areale di diffusione e esteso dalla Francia deknalla Russia occidentale e a nord fino alla
Scandinavia. Il limite dell’areale corre dai Pireadla Penisola Balcanica settentrionale e in
Italia e diffuso lungo l'intero versante meridioealell’arco alpino, dalle Alpi Marittime alle
Alpi e Prealpi Carniche e Guglie. Popola inoltradpennino settentrionale e centrale fino ai
monti Sibillini (Martini e Paiero, 1988).

Figura 10 Portamento (A) e particolare delle foglie (B) Rldaphnoides

3.1.3Salix elaesagnosscop.

Grosso arbusto o alberello (1-6 m, talora fino ampa rami sottili, giallastri o bruno
rossastri, da giovani coperti da una leggera pehiancastra. Le foglie sono lineari, lunghe 6-12
cm e attenuate alle estremita (Figura 11); la @agnfieriore € densamente ricoperta da una
peluria bianca e ragnatelosa, mentre quella sugegioerde scura e opaca. |l margine fogliare é
pil 0 meno revoluto, tanto che I'aspetto globaldad®glia € simile a quello del rosmarino. I

salice ripaiolo € tipico di stazioni rivierasche¢io fiumi e torrenti da 100 a 1800 m s.l.m., con
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preferenza per suoli alluvionali di varia natura, shbbioso-argillosi a ghiaiosi, umidi per falda
freatica superficiale e spesso soggetti a periedmbmmersioni. Pur prediligendo esposizioni
soleggiate, questo salice vegeta bene anche a glevi@te purché la temperatura media annua
non scenda sotto i 2°C. L'areale &lelaeagnosopre i monti dell’Europa centro-meridionale
dai Pirenei ai Balcani, scendendo anche lungo gipehnini. In Italia si rinviene in tutte le
regioni tranne che in Puglia, Sicilia e Sardegnartivii e Paiero, 1988).

S

Figura 11 Particolare del germoglio (A) e delle infiorescel@gdi S. elaeagnos

3.1.4Salix fragilis L.

Albero pollonifero di dimensioni pit 0 meno cosmc¢ualvolta arbusto di altezza compresa
fra 3-15 fino a 20 m (Figura 12/A), con corteccesdurata. | rami giovani sono grigiastri e
glabri, molto fragili nel punto d'inserzione. Lediee sono lanceolate, lunghe 8-15 cm, dal
margine dentellato (Figura 12/B); da giovani somechiose e vellutato-sericee, poi glabre e
lucenti sulla pagina superiore mentre opache ecgksu quella inferiore. Le esigenze stazionali
del S. fragilissono analoghe a quelle d&l alba normalmente si trova in stazioni ripariali con
elevata e persistente umidita, ma su suoli povedontenuto di basi. Nel bacino mediterraneo
(dalla Penisola iberica fino all’Asia minore) I'ale del salice fragile € discontinuo, mentre € piu
omogeneo nell’Europa centrale, settentrionale entaile (esclusi i rilievi piu elevati, le terre
artiche oltre il 60° parallelo e le regioni contimali piu interne); alcuni autori ritengono tuttavi
che l'area di indigenato di questa specie sia igiietta, dal momento che la coltivazione ne ha

alterato sensibilmente la distribuzione naturale.lIthlia si ritiene autoctono solamente in

53



provincia di Bolzano, mentre le segnalazioni imeategioni riguarderebbero l'ibrido coltivag
rubens(Gellini e Grossoni, 1997; Martini e Paiero, 1988)

Figura 12 Portamento (A) e particolare del germoglio (BBdifragilis

3.1.5Salix purpureal.

Arbusto di circa 5-6 m di altezza con rami sottigl primo anno di colore rossastro, lucidi,
glabri o debolmente pelosi, negli anni successivertano di colore giallo-grigiastri o grigio-
brunastri, glabri e opachi (Figura 13). La cortacai presenta inizialmente liscia e
successivamente si fessura irregolarmente, inteentardi colore giallo limone.

Le foglie sono di forma da obovato-oblunghe a Irirspatolate di lunghezza compresa fra 4 e
12 cm, 4-10 volte piu lunghe che larghe. La pagioperiore € di colore bluastro e lucida,
inferiormente e glauca. Il margine fogliare é firete e irregolarmente seghettato.

Gli amenti sono cilindrici, sub-eretti e lunghidim 5 cm i maschili e 4 cm i femminili.

Predilige le sponde e i greti dei corsi d’acqudadplanura fino al piano montano (1800 m
s.l.m.) su suoli poco evoluti e a volte condizidniat una certa aridita atmosferica.

L’areale si diffonde dalla Danimarca e le costestmthie del Baltico, localmente nelle Isole
Britanniche, a est fino al flume Ob a all’Asia miaplraq e Iran settentrionale. In Italia € una

specie diffusa in tutte le regioni (Martini e Paiet988).
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Figura 13 Portamento (A) e particolare del germoglio (BBdipurpurea

3.1.6Salix nigra Marsh.

Il salice nero & un albero poco longevo che raggugeneralmente i 20 m di altezza ma puo
arrivare fio ai 42 m, a volte tuttavia lo si trogache in forma cespugliosa (Burns e Honkala,
1990). Ha rapida crescita e raggiunge la maturd@ica 30 anni. La corteccia, di colore marrone
scuro, appare spesso profondamente solcata cormfmme di creste squamose. La chioma é
ampia e aperta con robuste branche. | germogli sottdi, di colore variabile dal verde al
marrone, giallo o violaceo, sono sottili e facilteerstaccabili. Ha foglie lanceolate con
dimensioni variabili dai 5 ai 12 cm di lunghezziagaolore verde brillante sul margine superiore e
verde chiaro in quello inferiore. Le radici sonmfende e permettono un’ampia esplorazione
laterale del suolo (Figura 14).

Il salice nero puo riprodursi sia per vi agamiaantite talee, sia per via gamica. Esso
incomincia a riprodursi a circa 10 anni e genera notevole quantita di semi (circa 5 milioni
Kg?) che maturano dopo 45-60 giorni dallimpollinaziorthe pud essere anemocora o
entomofila. | semi non sono dormienti e la capagéeminativa € generalmente elevata anche se
puo essere ridotta a pochi giorni se le condizstezionali sono troppo secche (Burns e Honkala,
1990).

E pianta pioniera ed eliofila che predilige suatiidi, infatti & molto comune lungo i margini
dei fiumi dove occupa le zone piu infossate e mgrmhe in sabbia. E comune anche in zone
paludose e lungo fossati di drenaggio (Burns e ldanki990). Sopporta bene lunghi periodi di
sommersione ma non tollera la siccita. Cresce ihaplici suoli, ma si sviluppa meglio in quelli

limosi o ricchi in argilla anche con acqua stagagbtionigiet al,1985).
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II' S. nigrasi trova in tutta la parte orientale degli Statiity) le zone adiacenti del Canada e
Messico. Il suo areale si estende da ovest a dudede Brunswick e del Maine centrale fino al
Quebec, Ontario meridionale, parte centrale delhigen, sud-est del Minnesota, north-est

Dakota, fino alla Florida meridionale e alla Gear{lBurns e Honkala, 1990).

Young

Figura 14 Portamento (A) e particolare del germoglio (BBdinigra

3.1.7Salix matsudanaKoidz. var. tortuosa

Albero di medie dimensioni (8-15 m), con chiomaalage e corteccia ruvida e fessurata. |
rami sono tipicamente tortuosi; da giovani sonalgéorillante e sottili, da adulti grigi (Figura
15). Le foglie sono strette e lanceolate, lunghE)%m e dal margine liscio; sono grigiastre o
biancastre sulla pagina inferiore, verde brillaste quella superiore. Le foglie richiamano la
tortuosita dei rami, accennando una forma arriaqiBigura 15/B). IIS. matsudana ‘Tortuos&
una specie originaria della Cina, ma ormai si troeenunemente coltivata anche in Europa e
USA come pianta ornamentale; non risulta “invadgnia quanto esplica una limitata
concorrenza nei confronti delle specie autoctomefeisce esposizioni assolate e, come altre
specie diSalix si adatta a suoli sabbiosi e argillosi, ancheasiomalmente sommersi; sopporta
moderatamente la siccitd. Possiede una discrderaiota verso la salinita del suolo e degli
aerosol (University of Connecticut Plant Databd#)5; Gellini e Grossoni, 199Rartini e
Paiero, 1988).
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Figura 15 Portamento (A) e particolare del germoglio (BBdimatsudana

3.2 Allevamento delle piante

3.2.1 Allevamento di 7 specie di salice cresciute agriperlite
Talee di sette specie di salice sono state prededatindividui di provenienza dell’azienda
agricola sperimentale Toniolo di Legnaro (PD) affée alla Facolta di Agraria dell’'Universita

degli Studi di Padova. In tabella 4 si riportan@tevenienze delle specie utilizzate:

Tabella 4 Quadro riassuntivo delle specie di salici utilizzatl primo esperimento (Martini e Papero, 1988liGe
e Grossoni, 1997.)

Nome Areale Habitat
tSy.p?;l;asub. Paleotemperato Luoghi umidi da fondovalle ai 1008.m.

S. daphnoides | Eurasiatico temperatgp  Prevalentemente montanoOf#i &i 1800 m s.l.m.

Stazioni rivierasche lungo fiumi e torrenti da 200

S. elaeagnos | Orofico sud Europeo 1800 m s.l.m.

Stazioni ad elevata e persistente umidita da foalty

S. fragilis Eurosiberiana ai 1000 m s.I.m.

S. purpurea Eurasiatico temperat¢  Greti dei corsi d’acqua daéwalle ai 1800 m s.I.m

S. nigra Nord America Luoghi molto umidi

S. matsudana

Cina/Siberia Luoghi umidi
var. tortuosa

Le talee per ciascuna specie sono state prelesat@ dinico individuo al fine di minimizzare
le differenze entro i campioni. Le dimensioni deléee erano di circa 15 cm, avendo cura di

tagliare segmenti con almeno 3-4 gemme ciascumagre specie sono state raccolte 21 talee.
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Le talee sono state messe a radicare, in grugpe,dn vasi di plastica contenenti una miscela
di torba e sabbia in parti uguali, e tenute inas@er 8 giorni. Successivamente i vasi sono stati
trasportati in cella climatizzata (di cui si ripgnb i parametri in Tabella 5) per facilitare la
germogliazione e la crescita delle piantine finauad dimensione tale da permettere il trapianto.

Fino al momento del trapianto le talee sono statgaie con acqua.

Tabella 5 Parametri termoigrometrici e fotoperiodo delldaelimatizzata.

Giorno Notte
Durata 12,5 11,5
Irradianza 280 pmol s? -
Temperatura 23,5°C 19°C
Umidita relativa 60% 60%

A 37 giorni dal prelievo le piantine sono statestesite in contenitori mono-pianta in PET
trasparente, contenenti ciascuno una miscela dg Gabbia quarzifera e 80g di perlite. |
contenitori sono stati avvolti in carta d’alluminper proteggere I'apparato radicale dalla luce, e
sistemati a gruppi di sette in sottovasi rettangoéaloro volta i 12 sottovasi sono stati ricopert
di un film plastico scuro per evitare la prolifei@ze di alghe. All'interno della cella climatizzata
I sottovasi, contenenti ciascuno almeno una pigetaciascuna specie, sono stati posizionati
secondo uno schema randomizzato (Figura 16).

Figura 16 Posizionamento delle piante all'interno della celleatica per il secondo esperimento.

La perlite utilizzata nell’esperimento € un matieriehe deriva da rocce riolitiche vulcaniche
che si espandono anche di 20 volte rispetto afteedsioni originali quando sono rapidamente
riscaldate oltre gli 870 °C. Contiene circa il 7086 silicio e risulta essere un materiale

chimicamente inerte. E un eccellente isolante,taimico che acustico, resistente al fuoco e
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classificato come materiale ultraleggero (Chestarr@aW. 1975). La tabella 6 riporta la

composizione chimica della perlite.

Tabella 6 Analisi chimica della perlite (da Chalét. al, 2002)

Costituente | SIO, | Al,O3 | Fe&Os | P,Os | TiIO, | CaO | MgoO| MnO | K;O | NaO

Perlite (%) | 75,22 | 13,08, 1,83 | 0,02, 0,13 143 0,10 0,06 4,5 3,00

BN

Alle piantine e stata somministrata una soluziongitiva completa (Tabella 7) ogni 2-3

giorni, in eguale quantita, in ragione di 90-120dinsoluzione per ciascuna pianta.

Tabella 7 Nutrienti contenuti nella soluzione nutritiva coleta.

Nutrienti Concentrazione
(M)
KH,PO, 60,87
KNO; 304,35
Ca(NQGy),-4H,0 304,35
MgSQO,- 7TH,0O 304,35
FeNaEDTA-3HO 15,22
H3BOs 7
MnCl-4H,0 1,37
CuChL-2H,0 0,058
ZnCl, 0,131
NaMoGQy-2H,0 0,0167

Trascorsi 32 giorni dal trapianto le piante di ciasa specie sono state suddivise in tre gruppi
misti di 7 individui ciascuno, a due dei quali atstaggiunto Cr(lll) alla soluzione nutritiva,
sotto forma di CrGlx 6H,0 in due diverse concentrazioni (Tabella 8). lk¢egruppo € stato
tenuto come controllo, senza I'aggiunta di Cr;awi, al fine di bilanciare la cariche ioniche
rispetto ai due gruppi trattati con cromo, la s@uae nutritiva completa é stata addizionata di
100uM Cadi.

Fino al momento del prelievo delle piantine, aatiga di 28 giorni dall’inizio dei trattamenti,

la frequenza di somministrazione della soluzionitiva € rimasta invariata.

Tabella 8 Trattamenti utilizzati nell’esperimento 1.

Tesi pH
controllo soluzione nutritiva + 100 uM CaCl 53
1 soluzione nutritiva + 50 uM Crgl 4.8

2 soluzione nutritiva + 100 uM Crgl 43
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3.2.2 Allevamento di 4 specie di salice cresciute agriperlite

Le condizioni sperimentali della seconda prova Icemao quelle attuate per il primo
esperimento, sia per le modalita di allevamentopshrda durata di ciascuna fase di crescita delle
piante. Le uniche differenze sono le seguenti: setate scelte quattro delle sette specie
precedentemente utilizzate e la scelta e ricaduf albasubsptypica S. elaesagngsS. fragilis
e S. matsudangar. tortuosa Inoltre per i trattamenti si € scelto di aumeatarquantita di CrGl
x 6H,0 fino alle concentrazioni di 100 e 300 uM cosi eatiportato in tabella 9.

Tabella 9 Trattamenti utilizzati nell’esperimento 2

Tesi pH
controllo soluzione nutritiva + 100 uM CaCl 53
1 soluzione nutritiva + 100 pM Crgl 4,3

2 soluzione nutritiva + 300 uM Cr£l 3,9

3.2.3 Allevamento di 4 specie di salice cresciute terreno

Talee di circa 15 cm delle quattro specie di spdckalix utilizzate nel secondo esperimento
sono state prelevaten data 27/06/2005 dagli stessi individui impiegaggli esperimenti
precedenti

Il giorno successivo le talee, in numero di 20ycsetate messe a radicare in vasi contenenti
un terreno proveniente dall’azienda agricola spenitale Toniolo di Legnaro (PD) e collocati

secondo uno schema randomizzato (Figura 17).

Figura 17 Sistema randomizzato di controllo (A) e di traténto (B).
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Sono stati utilizzati vasetti di PELP¢lyethilene Low Densifydi colore nero, a base rotonda
e quadrata di diversi volumi in funzione della dardel trattamento. Le dimensioni sono state
scelte considerando la probabile crescita dell’sgtparadicale per il periodo considerato
(Tabella 10).

Tabella 10Numero progressivo e data di ciascun prelievodeli# piante e volume dei vasi utilizzati.

Prelievo N° Eta delle piante Volumi dei vasi
1° Pr. Ottobre 2005 3 mesi e mezzo 15L
2° Pr. Giugno 2006 11 mesi e mezzo 35L
3° Pr. Ottobre 2006 15 mesi e mezzo 45 L

Nel primo periodo di radicazione, al fine di evédenomeni di disidratazione delle porzioni
vegetative, ancora mancanti di apparato radical® state effettuate somministrazioni d’acqua
quotidiane manuali. Inoltre, per ridurre 'evapspaazione e stata posizionata sull’intelaiatura
metallica della serra una rete ombreggiante cheéndira la temperatura di 1-2° C. Poco tempo
dopo il periodo di radicazione é stato realizzatdrapianto di microirrigazione (o irrigazione a
goccia) automatico.

L’impianto di irrigazione € stato realizzato utdendo una tubazione principale in PELD da
32 mm di diametro collegata a 2 elettrovalvole RABNRD a bassa portata % M/M in PEHD,
ciascuna provvista di diramazione secondaria muhigocciolatori on-line a bottone con g max
4 | h*, in numero di una per pianta.

L’irrigazione e stata utilizzata durante la stagi@stiva con una frequenza giornaliera ed un
orario di 2-4 minuti, tale da permettere il raggiimento di volumi d’adacquata compresi tra
130 e 260 ml di acqua al giorno.

La somministrazione di acqua € stata interrottisie @he durante i periodi piovosi, anche nei
cinque giorni precedenti il trattamento (in datd0812005), questo per rendere maggiormente
assimilabile la soluzione da parte del terreno @the perdite per percolazione al momento
della distribuzione.

Le piante di ciascuna specie sono state suddivisdue gruppi di eguale numero, uno
destinato al trattamento, I'altro tenuto per il tofto.

Una soluzione di cloruro di cromo esaidrato (GnCbH;O) in concentrazione di 6QM e
stata distribuita uniformemente in proporzione dilmensione del vaso, in modo da avere una
concentrazione di circa 2@Onoli Kg™* terreno.

La soluzione e stata distribuita in 2 interventgasti il 5 e 6 settembre 2005 utilizzando un

cilindro graduato.
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3.2.4 Allevamento di 2 specie di salice cresciute soluzione idroponica e trattate per
15 giorni

Da piante diS. fragilise S. matsudan&ar.tortuosasono state prelevate talee della lunghezza
di circa 15 cm che sono state subito poste a relinavasche contenenti acqua e posizionate al
buio. Dopo una settimana le talee presentavanopgiéole radici percio si € iniziato a
somministrare loro una soluzione nutritiva cosineoriportato in tabella 3.4. La soluzione é
stata continuamente arieggiata utilizzando inalat@ria Le piante sono state quindi poste in
cella climatica con parametrici settati secondmdicazioni riportate in tabella 3.2. La soluzione
nutritiva e stata cambiata due volte a settimaigu(g 18/A).

37 giorni (A) e allevamento in tre vasche distipéz ciascuna tesi per i successivi 15 giorni diaraento (B).

All'eta di 37 giorni sono stati avviati i trattamtegon CrCk x 6H,0 in concentrazioni 100 e
300uM (Tabella 9) e le piante suddivise in tre vasaireg di controllo, una di trattamento 100
uM e una di trattamento 3QM (Figura 18/B). | trattamenti si sono protrattr@® giorni.

L’esperimento € stato ripetuto in tre replicheidist utilizzando 4 piante per ogni replica, per

ogni specie e per ogni tesi.

3.2.5 Allevamento di 2 specie di salice cresciute soluzione idroponica e trattate per
4 e 24 ore

Anche per quest'ultimo esperimento si e scelto tlizmare talee (di circa 15 cm di
lunghezza) provenienti da piante 8i fragilis e S. matsudanavar. tortuosa della stessa
provenienza delle talee utilizzate negli esperim@nécedenti. Le talee sono state poste a
radicare al buoi in vasche contenenti acqua perseftamana e successivamente trasferite in
cella climatica (Tabella 5) e nutrite con soluziondritiva (Tabella 7). La soluzione nutritiva €
stata cambiata due volte a settimana (Figura 19/A).

A 37 giorni dal prelievo delle talee si sono conmtid trattamento sempre con concentrazioni
di CrCk x 6H,0 pari a 100 e 30QM (Tabella 9).e le piante sono state trasferiteantenitori
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cilindrici del volume di 3 | (Figura 19/B). Sonaasiteffettuati 2 prelievi a distanza di 4 e 24 ore
dall'inizio del trattamento.
L’esperimento € stato ripetuto in tre replicheidist utilizzando 4 piante per ogni replica, per

ogni specie e per ogni tesi.

Figura 19 Allevamento di talee in cella climatica per il guaresperimento. Foto di insieme (A) e piante satstg
a trattamento per 4 e 24 ore (B)

3.3 Campionamento e analisi del terreno

Il terreno utilizzato nella prova era provenientallal zona di campagna del comune di
Legnaro (PD).

3.3.1 Determinazione del carbonio organico e dellostanza organica

La quantita di carbonio organico é stata valutamava ossidimetrica usando come reattivo
ossidante il bicromato potassico 1 N (MIPAF, 200®)r eseguire la titolazione, in beute da 250
ml sono state poste quantita di terreno variabiliaipporto al contenuto di sostanza organica, 10
ml di K;Cr,O; 1 N e 20 ml di HSO, concentrato (96-98%). Il contenuto delle beutdados
portato ad ebollizione su becco Bunsen.

Previo raffreddamento, nelle beute sono stati aggia00 ml di HBO, 5 ml di PO,
concentrato (85% v/v) e, come indicatore, 1 mlatilalanina. Al fine di valutare la quantita di
K-Cr,O7 1 N utilizzato nella reazione, il&r,O7 non ridotto & stato determinato utilizzando una
soluzione di FeSO1N. Per stabilire il contenuto di C organico naimpione sottoposto ad
analisi, la differenza tra i 10 ml di.Kr,O; 1 N e gli ml di FeS® 1 N impiegati e stata
moltiplicata per il peso equivalente del C stesssgia per 3, e per la normalita dei reattivi

Impiegati, ossia per 1.
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Il contenuto di sostanza organica e stato infineotato moltiplicando la quantita di carbonio
per un fattore empirico posto uguale a 1,72.

3.3.2 Determinazione del pH in acqua

Il pH e stato determinato per via potenziometri@o taratura del sistema di misura, su una
sospensione suolo-acqua con un rapporto 1:2,5. &0 sttilizzato un pH-metro con
compensazione di temperatura, munito di elettrodoatubolare vetro-calomerano. La taratura
del sistema é stata effettuata facendo uso di aheiene tampone di riferimento avente pH
vicino a quello del campione. E stata controllaalihearita del sistema utilizzando almeno
un’altra soluzione di riferimento a pH diverso. bhaisura della reazione e stata effettuata
introducendo il sistema elettrico nell’estratto neguto in agitazione. Il risultato é stato espresso

in unita di pH con 2 cifre decimali (MIPAF, 2000).

3.3.3 Tessitura

La tessitura del suolo e la sua distribuzione passt dimensionali delle particelle elementari
ed e uno dei caratteri edafici piu importanti iraqto non varia considerevolmente con il tempo.
E responsabile di molte proprieta fisiche, idrotbgi e chimiche ed & uno dei caratteri su cui si
fonda la divisione tra famiglie e serie nella citasazione dei suoli.

La tessitura e stata determinata utilizzando il adet densimetrico (MIPAF, 2000) che
prevede una prima fase differente a seconda awnienuto di sostanza organica nel terreno sia
superiore o inferiore al 3%.

Nel caso in esame il terreno da analizzare contepevdel 3% di sostanza organica per cui sSi
e provveduto a pesarne 50 g che sono stati intiadatn becher a cui sono stati aggiunti 110 ml
di acqua ossigenata (40% v/v). Questa operazion@dnmesso di distruggere la sostanza
organica, che fa da aggregante, e non permettepattecelle del suolo di disperdersi nelle
soluzioni acquose. Dopo 24 ore il campione € gtaisto su una piastra riscaldante per fare
evaporare tutta 'acqua ossigenata in eccesso.

Una volta raffreddata, si € proceduto alla dispersi della soluzione con 100 ml di
esametafosfato di sodio (Calgon). Il tutto & staaobportato ad un volume di 500 ml con acqua
distillata e fatto decomporre per 4 minuti con isaggregatore a 14.000-16.000 giri thin

Il composto cosi preparato e stato versato in limdeo di vetro graduato e portato a volume.
Si sono quindi effettuati 20 doppi capovolgimerdimpleti per omogeneizzare la sospensione,
operando lentamente per evitare di emulsionarguiido. Infine il cilindro e stato posto a riposo.
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La tessitura é stata determinata sulla base datiazioni nel tempo della massa volumica in
sospensione nel suolo. | valori di massa volum@aosmessi in relazione, in modo empirico,
alla dimensione delle particelle in maniera chegiendo opportuni tempi, la lettura di massa
volumica possa essere una misura di una data diomensli particelle. | sedimenti infatti
precipitano nella soluzione con velocita deterndrdslla Legge di Stoke.

La densita delle sospensioni di argilla piu limostata misurata, con un idrometro di
Bouyoucos, dopo 4 minuti mentre la densita delllxg stata letta dopo 2 ore. Infine si e
ricavata per differenza la presenza di sabbia.

Utilizzando il triangolo delle tessiture dei sisiathclassificazione USDAe 1SS$, e avendo
a disposizione le percentuali di sabbia, limo dllargsi € determinata la tipologia di terreno

analizzato (Figura 20).
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Figura 20 Triangolo della tessitura (modello USDA).

3.3.4 Determinazione del calcare totale

La conoscenza del contenuto in carbonati totali Q@a MgCQO; NaCQ, ecc.)
impropriamente definito “calcare totale” e utile rpenolteplici fattori: per la corretta
interpretazione del pH, per valutare l'incidenzd cdacare nel volume del suolo e quindi la
proporzione della frazione piu direttamente intsea¢s alla nutrizione vegetale, per calcolare
correttamente i fabbisogni idrici.

Il contenuto in calcare totale viene determinatinteando I'anidride carbonica che si sviluppa

trattando il suolo con acido cloridrico (MIPAF, ZI)0

" US Departement of Agriculture
8 International Soil Science Society
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CaCQ+ HCl - CaCL+ CO, + H,O
La determinazione del calcare totale viene fattacpfeimetria volumetrica cioé misurando il
volume di CQ che si sviluppa, a temperatura e pressioni noteequito dell'azione di un
eccesso di HCI su un peso noto di suolo.
Si sono pesati 1,7 grammi di terreno e collocaticaicimetro di Scheibler con 10 ml di HCI
1 N. Rilevata la temperatura ed i gradi Scheibilelesermina la quantita di calcare totale (CaCO
in %) utilizzando la tabella di Scheibler.

3.3.5 Determinazione della capacita di scambio catiico

Il metodo prevede I'impiego, come soluzione scamigiadi una soluzione di cloruro di bario
(BaClb) e trietanolammina tamponata a pH 8,1.

Vengono pesati 2,5 g di campione di terreno aiigsiahggiungono 50 ml della soluzione
appena descritta.

Il complesso suolo-bario cosi ottenuto viene agifar 1 ora e successivamente filtrato con
filtri Whatman n° 42. |l filtrato viene in seguitdiluito 1:10 e l'analisi delle basi scambiabili e
effettuta tramite ICP. La lettura di questo strutned espressa in mg pertanto & necessaria la
trasformazione in meqg/100 g di terreno per unifoaribdato alle unita di misura ufficiali per le

basi scambiabili.

3.3.6 Mineralizzazione e quantificazione dei metall

Il campione di terreno viene posto in beuta e addao con 28 ml di acquaregia (7 ml di
HNO;3 e 21 ml di HCI) e riscaldato con bunsen fino gigiangimento di una leggera ebollizione
da tenere sotto controllo per 30 minuti, avendaacdir agitare in continuazione. Una volta
terminato il riscaldamento, il campione viene tesisd in un matraccio da 100 ml e portato a
volume con acqua distillata. Si procede quindi i#tafygio del contenuto del matraccio
utilizzando filtri monouso Watman n° 4. La detera#ione del contenuto di metalli viene

eseguita mediante ICP cosi come riportato nel paf@a@.7.

3.4 Analisi del pH della soluzione nutritiva

Il pH delle soluzioni nutritive (sia la soluzione lohse, sia quella di ciascun trattamento) e
stato misurato prima delle somministrazioni medidatstrumento HI 932Microprocessor pH-
meter (Hanna Instruments, USA). Prima delle misurazisni € proceduto alla taratura
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dell’apparecchio a pH 4,01 e 7,01 utilizzando dpposite soluzioni tampone. Successivamente
gli elettrodi, ripuliti con acqua deionizzata dopgni misurazione, sono stati immersi nei
recipienti contenenti ciascuno una delle soluziouairitive, rilevando pH e temperatura. Le
soluzioni erano mantenute in continuo movimentoudaagitatore magnetico. | valori rilevati

sono riportati in Tabella 11.

Tabella 11Trattamenti utilizzati nell’esperimento.

Soluzione pH T (°C)
Soluzione nutritiva di base 5,10 22,3

Controllo 5,15 215

1 4,27 22,2

2 3,93 21,2

3.5 Determinazione del peso fresco e del peso secco

Alla fine di ciascun allevamento, tutte le piants@o state immerse per circa 2 minuti in una
soluzione di EDTA 10 mM al fine di rimuovere evealiuesidui di Cr adsorbiti sulla superficie
esterna delle radici stesse. Le piante sono statagouratamente lavate con acqua deionizzata,
asciugate e pesate al millesimo di grammo, sudeinddle in foglie, fusto (esclusa la talea di
origine) e radici. Una parte delle foglie (circad5g) di tre-quattro repliche per ogni specie €
stata prelevata e conservata a -80°C per successalisi. Tutto il materiale rimanente € stato
invece collocato in stufa per 3 giorni a 80°C esaguito trasferito a temperatura ambiente per
circa due ore in campana essiccatrice, prima digutere alla misurazione del peso secco.

Per ogni campione sono stati anche calcolati poaio peso fresco/peso secco di foglie, fusto

e radici.

3.6 Mineralizzazione in forno a microonde

La determinazione del contenuto di cromo, ferro @foz e stata ottenuta tramite
mineralizzazione dei tessuti e successiva lettilif€R.

Per la mineralizzazione dei campioni e stato atinttanetodo EPA 3050B, utilizzando come
digestore a microonde lo strumento della Cem Sééery 6 plus. | campioni sono stati finemente
macinati con mortaio e azoto liquido e pesati dlesimo di grammo con una bilancia analitica.
Meta di ogni campione (circa 300 mg) é stata quiradiferita in un provettone e addizionata con
10 ml di HNG; 69%, riscaldando il tutto nel digestore a micromper 30 minuti a 105°C. Sono
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stati quindi aggiunti, in varie aliquote, un totale 10 ml di HO, al 40% durante due fasi
successive di riscaldamento a 105°C per 30 mimagicana. Ogni prodotto é stato quindi filtrato
con filtri monouso Whatman n° 41 e diluito con aagieionizzata fino a un volume finale di 100

ml, in preparazione alla lettura all'lCP.

3.7 Lettura degli elementi in ICP-OES

Per determinare il contenuto minerale presentearsdstanza secca € stato utilizzato uno
spettrometro ICP-OES, ovvermductively Coupled Plasma Optical Emission Spestiopy
CIROS’®P (Spectro Analytical Instruments, Kleve D). Questaumento permette di rilevare,
con precisione e con sensibilita variabili, quastitgli elementi ad eccezione di gas nobili,
idrogeno, ossigeno e fluoro.

Tale apparecchio presenta molti vantaggi rispetia #&adizionale spettrometria ad
assorbimento atomico (spettrometria AAS) in quanfou sensibile, permette di impostare una o
piu lunghezze d’onda specifiche e prive di intefeze relative all’elemento voluto, e in grado di
analizzare una maggiore gamma di elementi e, nonlidao, restituisce velocemente una
risposta analitica.

Lo spettrometro ad emissione atomica di plasmaatteaizzato dal plasma stesso, costituito
da gas Argon ad elevato grado di ionizzazione eledhtissima temperatura (fra 7.000 e 11.000
°C a seconda dell’analisi), prodotto dalla ionizaae del gas che viene costantemente immesso
all'interno del sistema.

Le lunghezze d’onda scelte per rilevare i piccheuntissione di Cr, Fe e S sono riportati in
tabella 12; successivamente € stata determinatarettea di taratura per ciascun elemento

rilevato, con campi di applicabilita indicati inbiglla 3.9.

Tabella 12Lunghezze d’'onda e campi di rilevabilita per croifiesro e zolfo

campo di applicabilita
Elemento A
limite inferiore limite superiore
nm mg/litro
Cromo 267,716 00003 12,0
Ferro 259,941 0,0011 12,0
Zolfo 182,034 0,012 \ 60,0

Il valore finale, espresso ipg g s.s., & una media tra le 3 letture consecutivegti
campione; contestualmente vengono visualizzati eheldeviazione standard e I'errore standard
relativo, per fornire una stima immediata dell’attéilita dell’analisi.
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3.8 Determinazione del contenuto di pigmenti fotostetici

Circa 100 mg di tessuto fogliare fresco (conseraat®0°C) delle piante allevate nelle diverse
condizioni sono stati macinati in un mortaio cootaziquido. | campioni cosi polverizzati sono
stati trasferiti in provette di polipropilene, adidinati di 10 ml di etanolo al 96% e miscelati
ripetutamente. | campioni sono stati quindi coltoe buio a 4°C per 24 ore; dopodiché gli
estratti sono stati filtrati attraverso filtri mamgo Whatman n° 1 e analizzati tramite
spettrofotometro Perkin-Elmer UV/VIS Lambda 1.

Le letture sono state eseguite a 665, 649 e 470 Lanconcentrazioni di clorofille e

carotenoidi sono state calcolate mediante le segioemule (Welburn e Lichtenthaler, 1984):

Chla=13.95 -A665—- 6.88 -A649 pg/ml
Chlb = 24.96 -A649- 7.32 ‘A665 pg/ml

1000 A470- 205(Chla—1148(Chlb
245 3

Xan+Car=

g/ml

dove:

A665 A649e A470= assorbanze alle relative lunghezze d’'onda.

Per ogni campione sono state eseguite 3 repliche@appia lettura per ogni replica.

3.9 Determinazione di attivita fotosintetica, trasjrazione e conduttanza

stomatica

Per misurare la capacita fotosintetica e statoousastrumentd.Ci Portable Photosynthesis
Systendi ADC BioScientific Ltd (Figura 3.13/A). Questtrsmento e costituito da ur@nsole
principale, alla quale é collegata una cuvdtaf(chambéere da una sonda esterna che fornisce
I'aria di riferimento per le analisi. La sonda deagsere posizionata lontana dallo strumento, in
un’area dove il livello di C@sia stabile, quindi lontano dal suolo e dalle fganel nostro caso
I'estremita della sonda é stata portata all'estetelta cella climatizzata, in comunicazione con
I'aria aperta. Lo strumento & dotato di batteriterina che assicura il funzionamento per una
decina di ore e puo supportare tre tipi di camewglidri: per latifoglie, per conifere o per
graminacee (differiscono per le dimensioni). Pemabtro esperimento € stata scelta la cuvetta

per latifoglie (Figura 21/B).
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Figura 21 Lo strumentd.Ci Portable Photosynthesis Systemntato su cavalletto (A) e particolare della ¢tave
per latifoglie (B).

Le misurazioni sono state effettuate con scadenmssd a seconda dell’esperimento e per
ciascuna misura sono state scelte quattro piaraldi per ogni tesi ed € stata scelta una foglia
per ogni pianta, tra quelle completamente sviluppatsu questa sono state eseguite tre letture
ciascuna. Successivamente, ogni foglia e statayfafata nella posizione che occupava nella
cella fogliare, per poter in seguito ricavare ipparto tra I'area della foglia effettivamente
esposta alla misurazione e 'area nota della ¢Elgura 21/B).

La radiazione fotosinteticamente attiva viene na@taurgrazie ad un sensore posto sulla
cuvetta. Questo strumento restituisce sia paramaBurati direttamente, sia valori calcolati
(Tabella 13).

Tabella 13Alcuni dei parametri fondamentali rilevati 4&€i Portable Photosynthesis System

Simbolo Descrizione Unita di misura
P pressione atmosferica mBar
Rb resistenza allo strato limite “ra mol*
ci CO, sottostomatica vpm
Tch temperatura della camera °C
Tleaf temperatura della foglia °C
Qleaf PAR incidente sulla foglia pmol frs*

A Fotosintesi pumol Com? st
gs conduttanza stomatica di GO mol ni® s*
E Traspirazione mmol 0 m? s?
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Alcuni parametri, come Rb e area fogliare, devosseee preimpostati nello strumento; per
quanto riguarda Rb & stato fissato un valore df @l s mol*, mentre I'area fogliare & stata
considerata unitaria.

Al termine dei rilievi tutti i valori rilevati songtati corretti per I'effettiva superficie fogliare
calcolata tramite elaborazione fotografica. Pee tlhborazione é stato utilizzato il software
ImageJversione 1.33, sviluppato dal National Institutédealth (USA).

Successivamente si e proceduto alla correzionevaleri di traspirazione, assimilazione,

conduttanza stomatica e g€bttostomatica, secondo le formule seguenti:

_ Erilevato |}‘rea'mpostata _ A’ilevata |}‘rea'mpostata

Eaggiornato - A aggiornato—
areacorretta areacorretta

dove:
Eaggiomato © Aaggiornato = Valori definitivi di E e A
Erilevato € Avilevato = Valori di E e A misurati dallo strumento
aréampostata= valore unitario fisso (impostato nello strumentouea della camera fogliare

area:oretta = valore di area fogliare corretto mediante elabarazifotografica.

Per quanto riguarda la conduttanza stomatica bestgmer conto che essa € il reciproco della

resistenza stomatica:

1
gSs=—
rs
Correggendo la resistenza totale, definita comensardi rs e Rb, per I'effettiva superficie
fogliare, € quindi possibile calcolare la conduteastomatica corretta. Questo si puo riassumere
con la formula seguente:

1

OSggiornata= (

+rb |[Area,, osam
gsilevata J ostl

-rb
areaCOl’l’etta
dove:

JSaggiornata= Valore definitivo di gs
JSilevata = Valore di gs misurato dallo strumento
aréampostata= valore unitario fisso (impostato nello strumentouea della camera fogliare

area:orretta = valore di area fogliare corretto mediante elabarazifotografica.

Per il calcolo della C@sottostomatica viene applicata la formula propdst&earcy (1989):

) A
ci=c,——
gc
dove:
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c, =flusso di CQ che fuoriesce dalla cella di misurazione dellarsgnto

gc = conduttanza totale

3.10 Preparazione dei campioni per la microscopiatiicca

Porzioni subapicali della sesta foglia di pianfe\alte nelle condizioni di crescita riportate al
paragrafo 3.2.4 sono state tagliate a pezzettadgthndezza di alcuni mm ciascuno e quindi
fissate in soluzione di gluteraldeide al 3% in tamg cacodilato 0,1 M (pH 6,9) per 2 ore al buio
a 4 °C. E stata eseguita una post-fissazione dowssédo di osmio (Os£) all'1% in tampone
cacodilato 0,1 M (pH 6,9) per 2 ore al buio e agemtura ambiente. Dopo tre lavaggi in
tampone cacodilato 0,1 M (pH6,9) si e provvedula disidratazione dei tessuti utilizzando una
serie di soluzioni acquose di alcool a concentrezirescente secondo il seguente protocollo:

> Alcool etilico 25% 3 cambi in 15 minuti
> Alcool etilico 50% 3 cambi in 15 minuti
> Soluzione satura di acetato di uranile in alcoiicet75% 30 minuti al buio

> Alcool etilico 100% 3 cambi in 10 minuti

L’alcool etilico assoluto é stato poi sostituitoncossido di propilene, eseguendo 3 cambi in
20 minuti.

Successivamente é stata eseguita una inclusioesiita epossidica (araldite) cosi preparata:

> Araldite (A/M) 27 ml
> Anidride dodecilsuccinica (DDSA) 23 mi
> Acceleratore (C) 0,75 ml

Il processo € stato effettuato trasferendo i campio miscele di ossido di propilene/resina
sempre piu concentrate per quest'ultimo compongrgemettendo cosi una piu completa ed
omogenea diffusione della resina all'interno desti.

Il protocollo seguito e stato il seguente:

> Resina/ossido di propilene 1:3 per 60’ in stuféb&@ in provette con tappi ben chiusi
> Resina/ossido di propilene 1:1 per 60’ in stufdb&@ in provette con tappi ben chiusi
> Resina/ossido di propilene 3:1 per per tutta laenot stufa a 35 °C in provette con
tappi ben chiusi.

Il giorno successivo, dopo aver sostituito la mesaesina/ossido di propilene con resina
pura, le provette sono state messe in stufa pee 2 85 °C prive di tappo al fine di consentire
I'evaporazione di tutto I'ossido di propilene rasid E stata poi eseguita linclusione dei
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campioni in box appositi con resina pura e la petizzazione della resina é stata ottenuta
ponendo i campioni per 24 ore in stufa a 40 °Cre8ggorni a 60 °C.

Per ottenere le sezioni da utilizzare con il micopso ottico si € proceduto a tagliare delle
sezioni di 1um di spessore dai campioni inclusi in resina prenggmente ottenuti. Per il taglio

si e utilizzato un ultramicrotomo (Ultracut — Regch— Jung) e lame di vetro.

3.11 Preparazione dei campioni per la microscopidedtronica a trasmissione
(TEM)

Dai campioni inclusi in resina, cosi come riportatel paragrafo precedente, sono state
ottenute delle sezioni ultrasottili di circa 800rAediante un ultramicrotomo (Ultracut — Reichert
—Jung) e con l'utilizzo di lame di diamante. Leiseai, raccolte su retini di rame coperti da film
di collodio e da uno strato di carbonio, venivapnatcastate con citrato di piombo per 45 minuti
e accuratamente lavate con acqua distillata e geeiu L’'osservazione dei campioni e stata

infine effettuata con un microscopio elettronicwasmissione (Hitachi H300) operante a 75 kV.

3.12 Estrazione

Campioni di tessuto fogliare e radicale conseraat80 °C sono stai macinati finemente in
mortaio con azoto liquido avendo cura di non sctargemai la polvere cosi ottenuta. Si sono
quindi pesati circa 100 mg di materiale per ciascampione utilizzando una bilancia analitica
di precisione. A tale campione é stato aggiuntol Hehtampone di estrazione composto da una
soluzione 50 mM KkKPQ,,10 g/l PVP (Polivinilpyrroolidone) e 0,1% Triton-X00, tamponata a
pH 7,8 con KOH. Le provette sono state dappriméatgie poi poste al buio e a 4 °C per 10
minuti. E’ stata seguita la centrifugazione perrihuti a 13000 giri con microcentrifuga,
sempre alla temperatura di 4 °C. Il surnatanteatd sjuindi prelevato e posto in provette pulite
posizionate in ghiaccio e al buio.

Tutte le letture di assorbanza di seguito descritemo state effettuate utilizzato lo
spettrofotometro Perkin-Elmer UV/VIS Lambda 1. Pgni tipo di lettura di seguito descritta
sono state in totale effettuate circa 220 letture.
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3.12.1 Lettura delle proteine

Il contenuto di proteine € stato determinato seoahdhetodo di Bradford (Bradford, 1976)
che prevede l'utilizzazione di 50 mg del reattivaanimo sciolti in 25 ml di etanolo 96% e 50
ml di acido ortofosforico 85% tutto portato al vola di 0,5 | con KO milliQ. La soluzione e
stata ben miscelata e successivamente consentaiaga 4 °C.

Nella cuvetta di lettura é stato unito 1 ml di teatdi Bradford a 50 pl tampone di reazione e
50 ul di estratto dalle radici precedentementenatte (Paragrafo 3.12) mentre per le foglie sono
stati usati 90 pl di tampone di reazione e 10 pdsiratto. Il tutto & stato posto a temperatura
ambiente per 15 minuti per poi procedere alla tettlel’assorbanza a 595 nm.

Prima di effettuare la lettura dell’assorbanzaadenpioni si € provveduto a costruire una retta
di taratura. Tale retta & stata ottenuta in bdsdetture effettuate misurando I'assorbanza a 595
nm di soluzioni aventi quantitativi noti di BSA €soalbumina bovina). La retta di taratura é
stata costruita usando aliquote crescenti di BSAd/ul) che sono state poi diluite a 100 pl con

lo stesso tampone usato per I'estrazione (Tabd)e 1

Tabella 14Volume dei reagenti utilizzati per costruire lataadi taratura utile alla quantificazione delleteine.

BSA (ul) 0 10 20 30 50 75
Tampone di estrazione (pl) 100 90 80 70 50 25
Reattivo di Bradford (ul) 1000 1000 1000 1000 100@000

3.13.2 Guaiacolo perossidasi - EC 1.11.1.7

Per la determinazione dell’attivita della guaiacp#rossidasi € stato modificato il protocollo
di analisi proposto da Hemeda e Klein (1990).

All'interno di cuvette al quarzo del volume di InH sono stati miscelati i seguenti reagenti:
800 pl di tampone di reazione (soluzione madre ahcentrazione 62,5 mM di KIRO,
tamponata a pH 7,8 con KHO), 50 pl diGHmilliQ, 50 ul di guaiacolo (soluzione madre di
concentrazione 180 mM), 50 ul di surnatante delptane da analizzare e 50 pl di®}
(soluzione madre di concentrazione 179,6 mM). lttula e stata effettuata a 470 nm per 2
minuti seguendo l'aumento dell'assorbanza dovuta atasformazione del guaiacolo a
tetraguaiacolo mediata dalla presenza dell’'enzinu@iagolo perossidasi. Per il calcolo
dell'attivitd enzimatica & stato usato un coeffitée di estinzione pari a 26,5 miMcm™ e

Iattivit & stata espressa in umol di tetragud@moain* mg* proteina.
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3.13.3 Ascorbato perossidasi - EC 1.11.1.11

Per la determinazione dell’attivita dell’'ascorbgierossidasi € stato modificato il protocollo
di analisi proposto da Nakano e Asada (1981).

All'interno di cuvette al quarzo del volume di In8 sono stati miscelati i seguenti reagenti:
800 pl di tampone di reazione (soluzione madre ahcentrazione 62,5 mM di KIRQ,
tamponata a pH 7,8 con KHO), 50 pl di;EBTA (soluzione madre di concentrazione 2 mM),
50 ul di ascorbato (soluzione madre di concentrezitD mM), 50 ul di surnatante del campione
da analizzare e 50 ul di,B, (soluzione madre di concentrazione 4 mM). La letta stata
effettuata a 290 nm per 2 minuti seguendo la dimone dell’assorbanza dovuta all’ossidazione
dell'ascorbato a deidroascorbato mediata dall’eaziascorbato perossidasi. Per il calcolo
dell'attivitd enzimatica & stato usato un coeffitéedi estinzione pari a 2,8 mMem* e I'attivita

& stata espressa in pmol di ascorbato ridotté' migi* proteina.

3.13.4 Catalasi - EC 1.11.1.6

Per la determinazione dell'attivita della catakasitato seguito i protocollo di analisi proposto
da Aebi (1984). A tale scopo All'interno di cuveté quarzo del volume di 1,5 ml sono stati
miscelati i seguenti reagenti: 780 pl di tamponeedzione (soluzione madre di concentrazione
64 mM di KH,PO, tamponata a pH 7,8 con KOH),150 ul di tamponesttegione (soluzione 50
mM KH,PQ,,10 g/l PVP e Triton X-100 allo 0,1% tamponatath p8 con KOH), 50 ul di
surnatante del campione da analizzare e 20 pQ@iKsoluzione madre di concentrazione 750
mM). La lettura e stata effettuata a 240 nm per Bwuth seguendo la diminuzione
dell'assorbanza dovuta alla riduzione dell>Q4 ad acqua mediata dall'enzima catalasi.

L attivita & stata espressa in pmol diC4 ridotta min* mg* proteina

3.13.5 Superossido dismutasi - EC 1.15.1.1

Per la determinazione dell'attivita della superdssiismutasi & stato seguito un protocollo
ottenuto modificando quelli proposti da Elstner@upel (1976) e Oyanagui Y. (1984).

Prima di procedere alla lettura allo spettrofotomet stata condotta una reazione che ha
portato alla formazione del nitrito da idrossilammicloruro. Per ottenere la soluzione di
incubazione si sono miscelate, in provetta da 1;5100 pl di estratto, 30Qul di ipoxantina e
idrossilammoniocloruro (soluzione madre 1 mM), 30@i acqua milliQ e 300ul di xantina
ossidasi (soluzione madre 104 mM). La reazionengimdata quando si € aggiunto la xantina

ossidasi ed é stata condotta per 30 minuti a 3n GA bagnetto termostatico.
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In precedenza e stato preparato un agente colormmeittenuto mescolando insieme una
soluzione dia-naftilammina e di acido solfanilico in modo chepsiessero usare 2 ml di questo
agente colorimetrico per ogni campione.

A sua volta la soluzione di-naftlammina € stata ottenuta sciogliendo 0,25 igaé
naftilammina in 50 ml di acqua distillata bollenggno stati poi uniti 62,5 ml di acido acetico
glaciale e il tutto € stato portato a volume coid,23nl di acqua milliQ fredda. Tale soluzione é
stata stoccata al buio a 4 °C.

La soluzione di acido solfanilico e stata ottenatengliendo0,825 g di acido sulfaminico in
187,5 ml di acqua milliQ calda e aggiungendo inf6#5 ml di acido acetico glaciale. La
soluzione e stata anch’essa stoccata al buio a 4 °C

Trascorsi i 30 minuti di incubazione della soluaan bagnetto termostatico si € provveduto a
unire (in provette usa e getta da 3 ml) 1ml di sakizione con 2 ml dell’agente colorimetrico
preparato in precedenza. La soluzione cosi ottehstata quindi lasciata a riposo a temperatura
ambiente per 20 minuti e poi si & provveduto attuka allo spettrofotometro. La lettura e stata
fatta leggendo I'assorbanza a 550 nm.

L’attivitd & stata espressa in U SOD tgroteina. Una unita di SOD esprime la quantita di
enzima necessaria a ridurre del 50% la formaziaiendrito rispetto alla reazione avvenuta

senza enzima.

3.13 Elaborazione statistica

Al fine di verificare le differenze tra specie, @d i trattamenti entro le specie, tutti i dati
raccolti sono stati analizzati mediante alcuni s¢atistici.

Innanzitutto sono state verificate I'omogeneita laleVarianza (omoschedasticita) e la
normalita della distribuzione dei dati. Per veafie 'omoschedasticita e stato usato il test di
Levene, che analizza la varianza sulle deviaziesplte dei valori dalle rispettive medie di
gruppo (se il test risulta statisticamente sigatido, allora la varianza non € omogenea). Per
guanto riguarda la normalita dei dati, la condigiénstata verificata tramite il test W di Shapiro-
Wilk (come per il precedente, se il test risul@gndicativo la normalita dei dati non e verificata)

Successivamente, i dati normali e omogenei sortbettdorati con il test ANOVA. | dati per
i quali non erano verificati gli assunti di norntalie/o omogeneita sono stati invece analizzati
con il test non parametrico U di Mann-Whitney, at@mpara le mediane di due campioni
indipendenti ed ha il vantaggio di poter esserkzaéito facilmente sia su piccoli campioni che

Su campioni numMerosi.
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Tali test hanno permesso di riscontrare alcunemifize significative (livello di significativita

del 95%,a = 0,05) intra e interspecifiche per i vari paratnahalizzati.
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4. RISULTATI
4.1 Allevamento di 7 specie di salice cresciute agriperlite

In questo primo esperimento sono state utilizzatée sspecie appartenenti al gen&aix
(Tabella 15). Sono state individuate specie coattaistiche differenti fra loro per ecologia e
areale al fine di avere un ampio spettro di rispasttrattamenti con Cr(lll). Delle sette specie 5
sono autoctone nel territorio italian®. alba S. daphnoidesS. elaeagngsS. fragilis e S.
purpureg mentre le altre due sono alloctoSe:matsudan&ar.tortuosaeS. nigra

Tabella 15 Quadro riassuntivo delle specie di salici utilizzédmodificato da: Martini e Papero, 1988. Gelkni
Grossoni, 1997).

S. albasub.

) Paleotemperato Luoghi umidi da fondovalle ai 1008.lnm.
typica

S. daphnoides | Eurasiatico temperatg¢ Prevalentemente montanoOf4i i 1800 m s.I.m.

Stazioni rivierasche lungo fiumi e torrenti da 200

S. elaeagnos | Orofico sud Europeo 1800 m s.L.m.

Stazioni ad elevata e persistente umidita da foalty

S. fragilis Eurosiberiana ai 1000 m s...m.

S. purpurea Eurasiatico temperat¢ Greti dei corsi d’acqua aadvalle ai 1800 m s.I.m

S. nigra Nord America Luoghi molto umidi

S. matsudana

Cina/Siberia Luoghi umidi
var. tortuosa

4.1.1 Crescita delle piante

Le piante sono state cresciute in vasetti contenssibbia e torba per 37 giorni e
successivamente trapiantate in recipienti contersabbia e agriperlite e irrorate con soluzione
nutritiva. A 32 giorni di distanza dal trapiantoésincominciato a somministrare il Cr e le piante
di ciascuna specie sono state suddivise in trepgmgsti di 7 individui ciascuno, a due dei quali
e stato aggiunto Cr(lll) alla soluzione nutritivegtto forma di CrGl x 6H,O in due diverse
concentrazioni, 100 e 3QOM. Il terzo gruppo e stato tenuto come controllo.

La crescita delle piante e rappresentata in fi@Qain ascissa sono riportare le sette specie
ciascuna delle quali € suddivisa in piante di adldy piante trattate con Cr 10QM e piante
trattate con Cr 30@M. Ogni istogranna e dato dalla somma del peroc@regelle radici (in

grigio) e delle foglie (in bianco).
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Tale parametro sembra non essere influenzataattrtrenti con cromo, infatti il peso fresco
non presenta differenze significative tra i tratésutn e il controllo (Figura 22). Tuttavia fra le
specie utilizzate iS. fragilis si evidenzia per la piu alta produzione di bioraasmlicale, che
arriva al valore medio di 8 g e un peso complespmopianta di 11,9 g. Al contrario le specie
che presentano una produzione di biomassa pitumatateono ilS. daphnoides il S. purpurea
che raggiungono rispettivamente 0,83 g e 0,72ppdo radicale e 3,5 g e 2,7 g di peso totale.

4 - @ radici O foglie

S. fragilis S.matsudana S. nigra S. purpurea

S.elaeagnos

Figura 22 Peso fresco medio delle sette speci&alix cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre indicBerrore
standard (n=7) dei singoli organi.

L’andamento del peso secco (Figura 23) rispecchdia@ del peso fresco, infatti non ci sono

differenze significative all'interno delle singadeecie.

30 - @ radici Ofoglie

S.elaeagnos S. fragilis

Figura 23 Peso secco medio delle sette speci8alix cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre ingicéerrore
standard (n=7) dei singoli organi.

Il rapporto fra il peso secco e il peso fresco (Fig24) sia in radici che in foglie non

evidenzia differenze significative in risposta mttamenti né all'interno di ciascuna specie né
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nel confronto fra le specie. Il rapporto risultdfetiente nelle foglie rispetto alle radici con un
valore medio di 0,3 nelle prime e di 0,2 nelle et

0,5 @ radici O foglie

Figura 24 Rapporto fra il peso secco e il peso fresco deite specie dbalix cresciute in agriperlite e sabbia. Le
barre indicano I'errore standard (n=7) dei singogjani.

4.1.2 Contenuto di cromo

Il contenuto in cromo nelle radici (Figura 25) tisusignificativamente differente all'interno
di ciascuna specie in risposta ai trattamenti. uangta di cromo presente nelle radici di
controllo & compreso fra 1 eu g* s.s.. Nelle radici di piante trattate con la sine 50uM il
valore & compreso fra il massimo medio di 6&3j" s.s. deBS. fragilise il minimo di 23,3ug g
! s.s. delS. nigra mentre per le radici di piante trattate con lluzione 100uM il valore &

compreso fra 228g g* s.s. delS. purpureae 62,5ug g* s.s. deB. nigra.
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Figura 25 Contenuto di cromo in radici di ciascuna specieSdlix cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre

indicano I'errore standard (n=7); lettere divensdi¢ano differenze significative all'interno di agpecie, pen <

0,5.
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Moltiplicando il valore unitario del contenuto imotno per la corrispondente produzione di
biomassa secca delle radici si ottiene la quamliteromo accumulata per ciascuna specie
(Figura 26). La specie che presenta il maggior medo € il S fragilis che raggiunge il valore
medio di 89,6ug Cr nel trattamento 50M e di 286,5ug Cr nel trattamento 100M. Al
contrario la specie che ottiene il valore piu basdd&. daphnoideson 3,8ug Cr nel trattamento
50 uM e 14,7ug Cr nel trattamento 1Qa\V1.
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0 S.alba d
B S. daphnoides
300 - | @ S.elaeagnos

B S. fragilis %
250 | os. matsudana

K S. nigra //7/

B S. purpurea

200 -

150 4

d
bc
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@ akt
Controllo Trattamento 50 UM Trattamento 100 UM

Figura 26 Contenuto totale di Cr per specie e per ciascutatrento. Le barre indicano I'errore standard (n=7)
lettere diverse indicano differenze significatiWiirgerno di ogni trattamento, per< 0,5.

Sulla base dei risultati ottenuti in questo pringperimento sono state individuate quattro
specie da riutilizzare negli esperimenti succesdid specie scelte sono stafe alba, S.
elaeagnos, S. fragili® S. matsudanainvece si € deciso di non riutilizzaB daphnoides, S.
nigraeS. purpurea

Le motivazione alla base di tale scelta sono ditseguenti:Salix alba sub. typica ha
presentato la migliore capacita di accumulo di agrer unita di massa per il trattamento con
cromo 50uM, inoltre ha avuto una buona produzione di bioraassprattutto radicaleS.
elaeagnos ha presentato una buona capacita di accumulgodina per unita di massa per il
trattamento con cromo 100M e ha prodotto una buona quantita di biomassaasopio
fogliare; S. fragilis ha presentato la migliore capacita di accumulordmo per unita di massa
per il trattamento con cromo 1QM, inoltre e la specie che ha prodotto la maggioargita di
biomassa sia epigea che ipogea tanto da rendestacgpecie la migliore in termini di accumulo
totale; S. matsudanaar. tortuosa ha presentato una buona capacita di accumulergeambi i

trattamenti e ha avuto una buona produzione di &gsa.
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Per le specie da non reimpiegare le valutazionb sstate le seguentB. daphnoideda
prodotto una biomassa ridotta rispetto alle alpecse, soprattutto a livello radicale inoltre
'accumulo e stato minore rispetto alle quattro cepedescritte in precedenz&, nigra ha
prodotto una buona biomassa radicale tuttavia tegwto i minori accumuli di Cr per entrambi i
trattamenti;S. purpureaha presentato una buona capacita di accumulo gamprata pero dalla

piu bassa produzione di biomassa fra le sette speci

4.2 Allevamento di 4 specie di salice cresciute agriperlite

4.2.1 Crescita delle piante

Le 4 specie di salice selezionate sono state afl@mavasetti contenenti sabbia e torba per 37
giorni e successivamente trapiantate in recipieotitenenti sabbia e agriperlite e irrorate con
soluzione nutritiva. A 32 giorni di distanza dagranto si € incominciato a somministrare il Cr e
le piante di ciascuna specie sono state suddinige igruppi misti di 7 individui ciascuno, a due
dei quali e stato aggiunto Cr(lll) alla soluzionatnitiva, sotto forma di CrGlx 6H,O in due
diverse concentrazioni, 100 e 308. Il terzo gruppo é stato tenuto come controllo.

Al termine del periodo di trattamento la biomasessd¢a totale appare significativamente
inferiore rispetto alle piante di controllo solo $h albanel trattamento con 306M di CrCls.
Tuttavia sembra esserci una generale tendenzadafimuzione di biomassa nelle piante
sottoposte a trattamento rispetto alle piante dirctlo, in tutte e quattro le specie a part&.il
matsudandrattato con 10@M di CrCl; (Figura 27).
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Figura 27 Pesdfresco medio delle quattro specieSdilixcresciute in agriperlite e sabbia. Le barre indickerrore
standard (n=6) dei singoli organi; lettere divarsicano differenze significative nella biomasstl® all'interno di
ogni specie, pex < 0,05.
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Il peso secco totale mostra lo stesso andamentestente riscontrato per il peso fresco.
Anche in questo caso pero risulta significativaraenteriore al controllo solo il peso 8i alba
del trattamento con 3QM di CrCl; (Figura 28).
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Figura 28 Pesosecco medio delle quattro specieSailix cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre indickerrore
standard (n=6) dei singoli organi; lettere diversgicano differenze significative nella biomasstak®, all’interno
di ogni specie, pex < 0,05.

Per quanto riguarda il rapporto tra il peso sec@@eso fresco, tutte le specie presentano un
valore totale compreso tra 0,25 e 0,30, sia pawrtrollo che per i trattamenti senza manifestare

differenze significative all'interno di ciascun amp (Figura 29).

05 - ‘lradm afusti Dfoglle‘

S.elaeagnos S. fragilis S. matsudana

Figura 29 Rapporto tra peso secco e peso fresco delle quetecie diSalix cresciute in agriperlite e sabbia. Le
barre indicano I'errore standard (n=6) dei singogjani
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4.2.2 Contenuto di cromo

Nelle piante trattate con Cr 10/ il contenuto di cromo nelle radici varia tra 16§ Cr g*
s.s. delS. albae 220ug Cr g' s.s. delS. fragilis mentre nelle piante allevate con Cr 300
I'accumulo & superiore a 7Q@ Cr g* s.s. in tutte le specie (Figura 30/A): 786 Cr g* s.s.
nelle radici diS. alba 1456ug Cr g's.s.inS. elaeagngs1430ug Cr g’ s.s. inS. fragilise 708
ug Cr g' s.s. inS. matsudana

| valori del contenuto di cromo nelle foglie di pta trattate sono di 2 ordini di grandezza
inferiori rispetto ai valori delle radici (FiguradD®): per il trattamento con Cr 1Q€M sono
compresi tra 1,6fg Cr g* s.s. in S. matsudana 2,79ug Cr g* s.s. diS. elaeagngsnentre per
il trattamento con Cr 30(AM si passa dai 2,86g Cr g* s.s. delS. albaai 5,72ug Cr g s.s. del
S. fragilis

Nelle piante trattate con 1QM di CrCl; non si riscontrano differenze significative ridpedl
controllo, mentre per il trattamento con Cr 304 le differenze sono significative per tutte le
specie tranne che perSl. elaeagnasin particolare, irS. fragilise S. matsudan#e differenze

rispetto al controllo risultano piu marcate (Fig3€aB).
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Figura 30 Contenuto di cromo in radici (A) e foglie (B) dascuna specie @alix cresciute in agriperlite e sabbia.
Le barre indicano l'errore standard (n=7) dei slhgogani; lettere diverse indicano differenze siigative
all'interno di ogni specie, per< 0,5.

Moltiplicando il valore unitario del contenuto imotno per la corrispondente produzione di
biomassa secca di foglie e radici si ottiene lantjteadi cromo accumulata per ciascuna specie,
si ha quindi una misura della rimozione totalerdneo effettuata da ciascuna specie (Figura 31).

In S. elaeagnoslivelli di accumulo di cromo risultano signifitgamente inferiori alle altre
specie per il trattamento con Cr 1QM che raggiunge solo i 2gg per pianta, mentre nel

trattamento con Cr 30OM questa specie ne rimuove 189 per pianta.
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Sembra inoltre che 6. fragilis nel trattamento con Cr 3Q€M, rimuova una quantita di
cromo maggiore alle altre specie, sebbene queBtaethza sia significativa solo rispetto &l
elaeagnos(Figura 31), infatti i valori ottenuti pe$. albae S. matsudananon differiscono

significativamente da quelli delle altre specie.
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Figura 31 Contenuto totale di Cr per specie e per ciascrattaimento. Le barre indicano I'errore standard/jn=
lettere diverse indicano differenze significatiWiirgerno di ogni trattamento, per< 0,5.

La traslocazione percentuale di cromo dalle radil@ foglie, calcolata secondo la formula
seguente:

Crioglie

Traslocazione % = 100

Crpiantatotale

si attesta mediamente attorno all'l% del cromoléotssorbito, tranne che nel caso 8el
elaeagnostrattato con 10QuM di CrCls, che mostra un tasso di traslocazione pari a 6,4 %
(Tabella 16). Questo divario neéb. elaeagnossembra dovuto alla sua ridotta biomassa,
soprattutto radicale, che lo indurrebbe a tragfealte foglie quantita di cromo maggiori rispetto
alle altre specie.

Tabella 16 Percentuale media di traslocazione dall'apparalcate alle foglie delle quattro specie $alix nei
diversi trattamenti con cromd.e barre indicano &rrore standard (n=6); lettere diverse indicandecthze
significative all'interno di ogni trattamento, pex 0,5

Traslocazione media (%)
100puM di CrCl 3 300uM di CrCl 3

S. alba 1,06 + 0,28 0,50+0,11
S.elaeagnos 6,44 +1,97 0,94 + 0,43
S. fragilis 1,19 +0,33 0,72 +0,18
S. matsudana 1,06 + 0,51 1,22 + 0,26
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Rapportando il peso secco medio di ciascun trattéeaneon quello del proprio controllo
secondo la formula riportata di seguito:

Tolleranza % =PSe 100
P.S.
dove:

p.S¢ = peso secco (g) delle piante trattate a 100 qu0di CrCl;
p.S¢ = peso secco (g) delle piante di controllo
il risultato da una misura della tolleranza di ciasa specie ai trattamenti con cromo (Tabella
17).

| valori piu vicini a 100% indicano una maggiord@écanza. Per il trattamento con 108 di
CrClz i valori sono compresi tra 82% dgl elaesagnos 128% deB. matsudanaNel caso delle
piante trattate con 300M di CrCl; i valori si attestano attorno all’'80% in tutte aatfro le
specie. Nel complesso si puo affermare che tuttgpéeie studiate sono piuttosto tolleranti a
queste concentrazioni di cromo anche se si ossemgposte differenti all'interno di ciascuna
specie:S. matsudanae la specie che mostra la piu pronunciata richezim tolleranza con un
44,7% in meno fra il trattamento con Cr 304 rispetto al 10QuM, seguito dalS.albacon una
diminuzione del 26,62% e d&l. fragiliscon una diminuzione del 14,27%. Si discosta datgue

andamento i5. elaeagnoshe registra un aumento del 3,32%.

Tabella 17 Percentuale media di tolleranza delle quattro ispdicSalix ai diversi trattamenti con cromo (n=6);
lettere diverse indicano differenze significatiWiéirgerno di ogni trattamento, per< 0,5

Tolleranza media (%)
100uM di CrCl 3 300pM di CrCl 3

S. alba 110,77+ 10,07% 84,15 +2,40
S. elaeagnos 82,14+ 19,97 85,46+ 21,76
S. fragilis 92,87 i6,89b 78,60+ 8,80
S. matsudana 128,13 +6,35° 83,44 +7,46

4.2.3 Contenuto di ferro

La quantita di ferro presente nelle radici appaeegalmente inferiore per le piante trattate
rispetto a quelle di controllo, tranne che ferelaesagnosrattato con 30@M di CrCls in cui il
contenuto di Fe & pari a quello del controllo, 28 ug g* s.s. (Figura 4.19/A). Nel controllo di
S. matsudanai osservano i valori pitl alti di contenuto di &n 305ug g s.s., mentre nelle
piante di questa specie trattate con Cr si risemtivalori attorno a 170g ¢g* s.s. Per quanto
riguarda il'S. alba i valori sono i pill bassi rispetto alle altre sipe con 163ug g* s.s. nelle
radici delle piante di controllo e circa 118 g s.s. nelle piante trattate. B. fragilis le

87



differenze non sono significative, sebbene si nothunque una tendenza alla diminuzione del
contenuto in Fe nelle piante trattate rispettooatiollo. (Figura 32/A).

Nelle foglie, le differenze nel contenuto di Fe $h albae S. matsudanaicalcano le
significativita riscontrate per le radici. B. elaeagnog S. fragilis invece, non si riscontrano
differenze significative. Anche nei tessuti fogliavalori di Fe sembrano essere tendenzialmente

inferiori nelle piante trattate rispetto a queliedntrollo (Figura 32/B).

350 90 -

S.alba S.elaeagnos S. fragilis S.
B matsudana

matsudana

Figura 32 Contenuto di ferro in radici (A) e foglie (B) diascuna specie @alix cresciute in agriperlite e sabbia.
Le barre indicano l'errore standard (n=7) dei slhgwgani; lettere diverse indicano differenze dfigative
all'interno di ogni specie, per<0,5.

4.2.4 Contenuto di zolfo

La quantita di zolfo presente nelle radici non préa differenze significative tra i vari
trattamenti, sebbene nelle piante trattate si modi generale tendenza alla diminuzione rispetto
al controllo (Figura 33/A).

Il contenuto di zolfo nei tessuti fogliari € sigondtivamente inferiore nelle piante &.
elaeagnose S. matsudandrattate con 30uM di CrCl;. Si nota comunque un andamento
decrescente anche per le altre due specie (FIigIB).3. albae S. matsudanaono le specie
che, rispettivamente, accumulano zolfo in minorargiga la prima e in maggiore quantita la

seconda, in tutte le tesi.

88



4000 i[}
7000 -
3600
ak
3200 6000 - +b
2800 5000 4 ES ]-E *]5
2400 a ES
2000 4000 I ak
1600 3000 A b
200 2000 +
800
400 1000 -
0 0
A S.alba S. elaeagnos S. fragilis S. B S.alba S.elaeagnos S. fragilis S.
matsudana matsudana

Figura 33 Contenuto di zolfo in radici (A) e foglie (B) diascuna specie @alix cresciute in agriperlite e sabbia.

Le barre indicano l'errore standard (n=7) dei slhgwgani; lettere diverse indicano differenze giigative
allinterno di ogni specie, per0,5.

4.2.5 Contenuto di pigmenti fotosintetici

Nelllambito di ciascuna specie non si osservandeihze significative relativamente al
contenuto diChla, di Chlb e di clorofilla totale (Figura 34). Si nota pefdecn S. elaeagnota
quantita di clorofilla totale &€ sempre superiote altre specie.

@ Chla O Chlb

contr. tratt.100 tratt.300 contr. tratt.100 tratt.300 contr. tratt.100 tratt.300 contr. tratt.100 tratt.300

S.alba S.elaeagnos S. fragilis S. matsudana

Figura 34 Contenuto di pigmenti fotosintetici delle quatspecie diSalix cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre
indicano I'errore standard (n=7) dei singoli orgdettere diverse indicano differenze significatiainterno di
ogni specie, pex 0,5.

Per quanto riguarda tuttavia il rapporto @ala e Chlb, in S. elaeagnoke piante trattate con
cromo mostrano un rapporto significativamente iofer al controllo in quanto aumenta la
guantita diChlb rispetto al controllo. Viceversa, nelle piante &. fragilis esposte a Cr tale

rapporto risulta superiore al controllo, con valdme differiscono significativamente anche tra i

89



trattamenti (Figura 35). In particolare, per ilttemnento 100uM di CrCl; di S. fragilis cio
sembra dovuto principalmente alla diminuzione@thla rispetto al controllo, mentre per il

trattamento 30QM di CrCl; sembra piu decisiva la diminuzioneGhlb.
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Figura 35 Rapporto clorofilla a/b delle quattro specieSiilix cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre indica
I'errore standard (n=7) dei singoli organi; letteligerse indicano differenze significative all'im® di ogni specie,
per<0,5.

4.2.6 Scambi gassosi

Prima dell'inizio dei trattamenti (giorno O - FiguB6) il livello medio di traspirazione varia
tra 4,4 e 5,8 mmol ¥0 m? s’ per tutte le specie, ad eccezione $letlaecagnos cui livello & di
10,1 mmol HO m? s*. 1 valori di traspirazione mostrano un lieve decratoeper le prime due
date di misurazione per poi stabilizzarsi e raggara valori generalmente compresi fra 2 e 3,6
mmol HO m? s* (giorno 23°). Fa eccezione $. elaesagnoshe mostra una pit decisa
diminuzione passando da 10,1 (giorno 0) a 4,5 ned m? s* (giorno 23°- Figura 36/B) .

Tra tutti, S. matsudana la specie che ha subito il decremento piu mea€Fagura 36/D).

Al 9° giorno le piante diS. alba trattate con Cr mostrano un livello di traspiramo
significativamente inferiore, con valori di 2,88¢7 mmol HO mi? s? rispettivamente per il
trattamento 100 e il trattamento 30M1 di Cr, rispetto a quello delle piante di contoplimentre
al 23° giorno solo il gruppo trattato con Cr 3AM risulta inferiore al controllo in misura
significativa, con 2,73 mmol 40 m? s* (Figura 36/A).

In piante diS. elaeagnosrattate si hanno valori inferiori al controllolgsan corrispondenza
del 2° giorno di trattamento, tuttavia risulta sigativa solo la differenza rispetto al trattament
con Cr 30uM (Figura 36/B).
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In S. fragilisnon vi sono differenze significative a parte at grno di trattamento in cui le
piante trattate con Cr 1M mostrano un livello di traspirazione pari a 2jfatol HO m? st
contro un valore di controllo di 2,7 mmob® m?*s* (Figura 36/C).

In S. matsudanadlifferenze significative si osservano al 2° e #@rgp. Al 2° giorno sono le
piante del trattamento con Cr 10 ad avere un valore inferiore al controllo rispetmente
con 3,7 mmol HO m? s* e 5,6 mmol HO m? s*. Per il 9° giorno le piante trattate con Cr 300
uM assumono una traspirazione superiore rispettmmirollo con valori corrispondenti di 3,5
mmol HO m? s* e di 2,5 mmol HO m? s* (Figura 36/D).
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Figura 36 Andamento della traspirazione $h alba(A), S. elaesagno€B), S. fragilis(C) eS. matsudangD). Piante
cresciute in agriperlite e sabbia. Le barre indiclarrore standard (n = 12); lettere diverse dadio differenze
significative per. < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

La conduttanza stomatica (gs) in piante di corardilS. alba(Figura 37/A) € compresa entro
i valori di 0,65 e 0,37 mmol ts* e si mantiene a livelli superiori a quelli delliamte trattate
dal 2° al 23° giorno anche se risulta esserci uffi@renza significativa solo al 9° giorno. Sempre
in S. albai livelli di conduttanza stomatica per le piantei due trattamenti assumono valori

molto simili in tutte le date di campionamento enpoesi fra 0,51 e 0,30 mmolfis™.
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In S. elaeagnogFigura 37/B) 'andamento della conduttanza starasappare meno costante
che nella specie precedente, il valore delle pidntsontrollo € superiore a quello della piante
trattate con Cr 30QM in corrispondenza del secondo giorno ma e mottoles a quello delle
piante trattate con Cr 100M. Nel campionamento del 9° giorno invece la ghedgiante di
controllo risulta significativamente inferiore regpo a quello di entrambi i trattamenti
assumendo il valore pili basso registrato per qepsteie e pari a 0,30 mmols™.

S. fragilis (Figura 37/C) presenta un andamento di gs piatiegjolare e privo di differenze
significative per tutte e tre le tesi con valorngaresi fra 0,17 e 0,37 mmolfis™,

Le piante diS. matsudanarattate con 30QuM di CrCl; mostrano valori di conduttanza
stomatica costantemente superiori al trattamenta @60 uM di CrCl;, mentre sono
significativamente superiori al controllo solo &l @orno. Invece, le piante trattate con 100
di CrClk assumono valori inferiori al controllo al 2° gior(Figura 37/D). In complesso la gs per
S. matsudanaisulta compresa entro valori di 0,29 e 0,08 mmdls’ che la rendono la specie
con la minore conduttanza stomatica rispetto alkgtgo specie considerate.
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Figura 37 Andamento della conduttanza stomatic&iralba(A), S. elaeagno$B), S. fragilis(C) eS. matsudana
(D). Piante cresciute in agriperlite e sabbia. berd indicano I'errore standard (n = 12); letteieetse indicano
differenze significative pex < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.
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4.2.7 Attivita fotosintetica

In S. albai valori di fotosintesi delle piante trattate ssabstano dal controllo solo al 9°

giorno di trattamento nel quale assumono valomeriofi al controllo; per tutte e tre le tesi i

valori di attivita fotosintetica sono compresi 3,56 e 7,39 mmol COn? s (Figura 38/A).
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Figura 38 Andamento dell'attivita fotosintetica . alba(A), S. elaeagno$B), S. fragilis(C) eS. matsudanéD).
Piante cresciute in agriperlite e sabbia. Le bandicano I'errore standard (n=12); lettere divergadicano
differenze significative pex < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

Nelle piante diS. elaesagnosal 16° giorno, i due gruppi di piante trattate nmostrano
differenze significative rispetto al controllo bemkfferiscono significativamente tra di loro, in
quanto le piante trattate con Cr 100 hanno valori di 5,84 mmol COm? s* 1 mentre quelle
trattate con Cr 30QM raggiungono 8,48 mmol GO s* (Figura 38/B). Nella stessa specie, in
piante sottoposte a trattamento, si osservano al&°23° giorno valori di fotosintesi superiori
rispetto al controllo anche se tale differenza eamgnificativa.

| valori del livello di fotosintesi inS. fragilis sono significativamente inferiori al controllo
solo al 16° giorno per le piante trattate con CO M. Nel complesso questa specie assume
valori compresi fra 9,23 e 5,19 mmol €@ s* (Figura 38/C).

In S. matsudan#Figura 38/D), invece, si notano differenze siigifive rispetto al controllo

al 9° giorno per il trattamento Cr 3Q®1, mentre al 16° giorno i due trattamenti non difeono
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significativamente dal controllo bensi I'uno rigjeeall’'altro. Gli andamenti dei grafici in Figura
4.25/C e 4.25/D sono molto simili agli andamemdiialtraspirazione.

4.3 Allevamento di 4 specie di salice cresciute terreno

4.3.1 Analisi del terreno

Le analisi di laboratorio eseguite sul terreno @@ro permesso la identificazione come
“suolo franco” (Tabella 18). L’analisi del pH, pai8,3 ha evidenziato I'alcalinita del terreno,
nel quale I'assorbimento di Ca e Mg aumenta, quilla e K e ottimale, mentre diminuisce per
macroelementi come N e P e per microelementi comeF2, Mn, Cu e B (Benton, 2005;
Marschner, 1995).

Il terreno é risultato mediamente dotato in sostamganica e scarsamente dotato in calcare.
Per quanto riguarda macro e microelementi il ter@mormalmente dotato per sodio e magnesio
mentre risulta quantitativamente basso il contemutcalcio. Il contenuto in ferro, anche se di
poco, rientra nell'intervallo dei valori medi penteali (0,5 — 4%) dei micronutrienti nei suoli,
come descritto da Violante (2005).

Il terreno risulta avere un contenuto in Cr normade un terreno non contaminato (Zayed e

Terry, 2003).

Tabella 18 Analisi chimico-fisiche del terreno

o

Sabbia 54% - limo 24% - argilla 22%.

Franco (classificazione USDA)

pH 8,3 — alcalino

Carbonio organico 0,93 g/kg

Sostanza organica 15 g/kg - mediamente dotato

Calcare totale 16,96 g/kg - poco calcareo
K* =>nrmg/Kgs.s.

4 Na" => 30 mg/Kg s.s.

Mg® => 2314 mg/Kg s.s.

Ca =>188 mg/Kg s.s.

C.S.C. 16,81 cmol/Kg - media
Cr =>4,62 mg/Kg s.s.

Crefe Fe => 5808,9 mg/Kg s.s.

Tessitura

Na', K*, Mg' e C

4.3.2 Crescita delle piante
Le piante delle quattro specie di salice sono stié®ate in vasi con il terreno sopra descritto

e addizionato di Cr in quantita pari a 2,6 mg*Kgrreno.
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Nel primo prelievo, ad Ottobre 2005 la biomassadaetotale non presenta differenze
significative fra controllo e trattamento all’inter di ciascuna delle quattro specie (Figura 39).
Tuttavia il peso fresco appare leggermente inferioelle piante trattate rispetto a quelle di
controllo perS. matsudanae S. albamentre pelS. elaeagno® S. fragilis sono le piante di
controllo ad avere biomassa inferiore rispettoraftato. Confrontando i pesi relativi ad ogni
organo vi sono differenze significative solo nefbdici di S. alba dove le piante trattate
presentano un peso fresco significativamente imfera quelle di controllo.

Nel secondo prelievo, a Giugno 2006 (Figura 398)Yiomassa fresca totale $h albae S.
fragilis non presenta alcuna differenza fra trattato erotbai né per la biomassa totale né
confrontando ciascun organo. Al contrario di eviddano differenze significative i8. elaeagnos
e S. matsudanaove le piante trattate dimostrano un maggioresmmento rispetto a quelle di
controllo soprattutto grazie ad un aumento deltartaissa radicale e dei fusti. 3n elaeagnote
differenze sono significative anche in radici, tug foglie. Confrontando fra loro le specie
risulta comeS. fragilis e S. matsudanabbiano raggiunto una biomassa significativamente
superiore a quella @&. albaper entrambe le tesi.

Nel terzo prelievo, ad Ottobre 2006 (Figura 39A&C)sserva lo stesso andamento del secondo
prelievo, con differenze significative nella bicssa sempre 1. elaeagnog S. matsudana
dove le piante trattate dimostrano un maggior aoomento rispetto a quelle di controllo. Si
differenziano inveces. albae S. fragilis dove vi €, anche se di poco, un minor accresciment

delle piante trattate rispetto a quelle di controll
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Figura 39 Peso fresco medio delle piante prelevate in o&t@®05 (A), in giugno 2006 (B) e ottobre 2006 (Elel
quattro specie dBalix cresciute in terreno. Le barre indicano I'errotendard (n=6) dei singoli organi; lettere
diverse indicano differenze significative nellam@ssa totale, all'interno di ogni specie, per 0,05.
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Per quanto riguarda il peso secco, a Ottobre ZB@fura 40/A), non si rilevano differenze
significative all'interno di ciascuna specie. Tuttain S. elaesagno® S fragilis il peso secco
delle piante trattate supera di poco quello delénte di controllo, il contrario avviene i8.
matsudanae S. alba In quest’ultima specie si ha un peso secco sigtifiamente inferiore a
guelle di controllo per la biomassa radicale.

A Giugno 2006 (Figura 40/B) le differenze sono digativamente maggiori nel peso secco
delle piante trattate rispetto a quello delle padit controllo in radici, fusti, foglie e biomassa
totale di S. elaesagnaosAnche S matsudangresenta un aumento nella biomassa delle piante
trattate rispetto al controllo anche se non sigativa.L’'unica specie che presenta una leggera
diminuzione nel peso secco delle piante trattalt& éalba.

Ad Ottobre 2006 (Figura 40/C3. albae S. fragilis presentano una biomassa secca molto
simile fra trattato e controllo mentre anche insjaeorelievo le piante trattate 8i elaeagnos
S. matsudanaimostrano un maggior accrescimento di quelleoditrollo sebbene significativo
solo inS elaeagnas

Valutando nel complesso l'esperimento si nota dahdlifferenze fra trattato e controllo
diventano piu mancate, e quindi significative, gipada Giugno 2006 e percio a undici mesi e
mezzo di distanza dal trattamento con cromo mdatgima epoca di prelievo, avvenuta a tre

mesi e mezzo di distanza dal trattamento, non restaifdifferenze significative.
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Figura 40 Peso secco medio delle piante prelevate in ott200& (A), in giugno 2006 (B) e ottobre 2006 (Cheale
quattro specie dBalix cresciute in terreno. Le barre indicano I'errotandard (n=6) dei singoli organi; lettere
diverse indicano differenze significative nellafi@ssa totale, all'interno di ogni specie, per 0,05.

Per quanto riguarda il rapporto tra peso seccose fresco totale non si sono evidenziate
differenze significative tra le piante trattatel €antrollo all’interno di ciascuna specie e per le
varie epoche di prelievo (Figura 41). Tuttaviadgpporto inS elaeagno® significativamente
superiore a quello delle altre specie in Ottobr@s20nentre in Ottobre 2006 staelaeagnoshe

S. matsudan&anno un rapporto superiore rispetto a quelledatnte dS. fragilis
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Figura 41 Rapporto tra peso secco e peso fresco delle quhiBalix cresciute in terreno. Le barre indicano I'errore
standard (n=6) della biomassa totale.

4.3.3 Contenuto di cromo in piante e terreno

Le piante trattate presentano maggiori contenuttrdmo rispetto a quelle di controllo, sia
nelle foglie che nelle radici, in tutti e tre | pexi effettuati. Tuttavia gli ordini di grandezzeer
I'accumulo sono molto differenti per i due organigffetti il contenuto di cromo in radici arriva
ad essere da 50 a 100 volte superiore rispett@liocgioccato nelle foglie (Figura 42).

A Ottobre 2005 i valori di cromo nell’apparato reale delle piante sottoposte a trattamento
sono compresi tra 352,3 e 6§ Cr g* s.s rispettivamente d&l. albae delS. fragilismentre i
valori delle radici di controllo sono compresi ft& e i 15ug Cr g* s.s rispettivamente p&.
matsudana S. elaeagnogFigura 42/A). L'accumulo nelle foglie del tratvaé compreso fra 6,4
e 16,1ug Cr g* s.s. rispettivamente d&l. albae S. elaeagnosnentre i valori per le foglie di
controllo sono comprese fra 2;§ Cr g* s.s pelS. albae 3,4ug Cr g' s.s pelS. fragilis(Figura
4.42/B).

A Giugno 2006 i valori di cromo, sia in radici cfoglie, sono decisamente inferiori rispetto a
quelli osservati nel primo prelievo. Infatti il cemuto in cormo nelle radici trattate € compreso
tra i 229,5ug Cr g' s.s delS. elaeagnosd i 422ug Cr g* s.s delS. fragilis mentre nelle radici
di controllo il valore & compreso fra 4 e 98 Cr g* s.s rispettivamente p&:. elaeagnos S.
matsudangFigura 42/C). In foglie il valore del trattatccémpreso fra 2,5ig Cr g* s.s per ilS.
fragilis e 3,9ug Cr g* s.s per ilS. albamentre i valori di controllo sono inclusi fra ®,3ug
Cr g' s.s rispettivamente pé&. fragilise S. alba(Figura 42/D).

A Ottobre 2006 i valori di cromo sono compresi st e 335.g Cr g* s.s nelle radici del

trattato rispettivamente p&. elaeagnog S. fragilis mentre nelle radici di controllo il valore e
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compreso fra 5 e {lg Cr g* s.s (Figura 42/E). Nelle foglie del trattato ihtenuto in cromo & di
circa 5ug Cr g* s.s per tute le specie mentre per il controllodiso fra 2,3 e 4,6g Cr g* s.s

rispettivamente deb. fragilise delS. elaeagno§Figura 42/F).
Prendendo in esame tutti e tre i prelievi risuitalente la diminuzione di concentrazione nei

tessuti analizzati dei prelievi di Giugno e OttoBG®6 rispetto a quello di Ottobre 2005.
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Figura 42 Contenuto medio di cromo in radici (A) e foglie)(@elle piante prelevate in ottobre 2005, in ra¢@) e
foglie (D) di giugno 2006, e in radici (E) e fogl{€) di ottobre 2006 delle quattro specieSiilix cresciute in
terreno. Le barre indicano I'errore standard (n##f}ere diverse indicano differenze significataltinterno di ogni
specie, pew. < 0,05.

La figura 43 mostra 'immobilizzazione di cromodte effettuata da ciascuna specie. Nelle
tre le epoche di campionamento le specie che raggno i migliori risultati in termini di
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capacita di stoccaggio di cromo e produzione dimaissa risultan&. fragilise S. matsudana,;
tuttavia le differenze con le altre due specie nsultano significative ne terzo prelievo.

A Giugno 2006 la quantita media di cromo immobé#itez nei tessuti delle quattro specie e
pari a 1026.g in S. fragilis 851,4ug in S matsudanal58ug in S. elaeagnos 77ug in S. alba
(Figura 43).

Ad Ottobre 2006 I'andamento € simile a quello ngcato per Giugno anche se i valori di
cromo stoccato risultano superiori soprattutto igrat’aumento di biomassa raggiunto durante
la stagione vegetativa. In questo prelievo la gtamhedia di cromo immobilizzata nei suoi
tessuti delle quattro specie e pari a 28§0n S. fragilis 2803ug in S matsudana2237ug in S.
elaeagno® 1790ug in S. alba(Figura 43).
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Figura 43 Contenuto totale di Cr delle piante cresciute metgo, suddivise per specie e per ciascuna epoca di
prelievo. Le barre indicano I'errore standard (nd@jtere diverse indicano differenze significat@i¥interno di
ogni epoca di prelievo, per< 0,5.

In tabella 19 é riportata la percentuale di trastbgne di cromo dalle radici alle foglie.
Risulta subito evidente un calo nella traslocazitraeil primo prelievo e quelli successivi. A
ottobre 2005 infatti il tasso di traslocazione enpoeso fra il 3,9 e il 6,2% mentre scende a valori
compresi fra 0,4 e 1,1% nell'ultima epoca di campimento.

All'interno del primo prelievo non si riscontrandfdrenze significative fra le specie mentre a
giugno e ottobre 2006. albae S. elaesagnosraslocano significativamente di piu rispettoSal
fragilis che risulta, nel lungo periodo, la specie con laome capacita di traslocazione fra le

guattro analizzate.
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Tabella 19 Percentuale media di traslocazione dall'apparatlicake alle foglie delle quattro specie 8alix
cresciute in terreno per ciascuna epoca di prelidetiere diverse indicano differenze significatigll'interno di
ogni epoca di prelievo, per< 0,5

Traslocazione media percentuale (%)
Ottobre 2005 Giugno 2006 Ottobre 2006

S. alba 6,2+085 1,8+0,257 1,1+0,.2P
S. elaeagnos 4,3 +1.29 21+042 09+0,1%
S. fragilis 6,1+ 1,39 05+0,0 0,4+0,09
S. matsudana 39+086 080 0,6+0,08"

La tabella 20 mostra la variazione del contenutaimeli cromo nel terreno nel periodo
ottobre 2005-+ottobre 2006. Il contenuto nel terrdabvasi dove sono state allevate le 4 specie
di salice viene confrontato con quello riscontragbterreno di controllo, ossia terreno sottoposto
al medesimo trattamento con cromo e pari regimaddicquamento ma non inerbito e quindi
sottoposto alla sola perdita di cromo dovuta di®b della lisciviazione dell’acqua nel terreno.

In tutte e tre le epoche di campionamento si notaecla presenza dei salici abbia contribuito
all'abbassamento del contenuto totale di cromo teeleno stesso. Tale effetto risulta piu
marcato nel secondo e terzo prelievo dove si havanazione media del contenuto in cromo
rispettivamente pari a -23,7% e -26,2% mentre mi@hg prelievo la diminuzione risulta di -
8,9%.

Tabella 20 Variazione percentuale media di Cr nel terrenaddtate suddiviso per le specie di salici su di esso
cresciute rispetto al terreno trattato ma non inedbetto “Controllo + Cr”.

S .alba 12,23 -18,56
S. elaeagnos 14,31 -1,30
Ottobre 2005  S. fragilis 13,45 -7,78 -8,9+3.6
S. matsudana 13,42 -8,07
controllo + Cr 14,50
S. alba 11,00 -24 55
S. elaeagnos 11,42 -19,97
Giugno 2006  S. fragilis 12,00 -14,17 -23,7+4,6
S. matsudana 10,07 -36,04
controllo + Cr 13,70
S. alba 9,99 -25,43
S. elaeagnos 9,90 -26,53
Ottobre 2006  S. fragilis 9,65 -29,79 -262+1,4
S. matsudana 10,17 -23,14
controllo + Cr 12,53
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4.3.4 Contenuto di ferro

La quantita di ferro contenuta nelle foglie nongera un andamento omogeneo fra le tre
epoche di campionamento. Infatti mentre nel camgimento di ottobre 2005 sono le foglie di
controllo ad avere un contenuto in Fe piu elevagpetto al trattato, nei successivi
campionamenti, di giugno e ottobre 2006, sono gémente le piante trattate a contenere piu
ferro. Infatti a ottobre 2005 le piante di contootiportano valori maggiori rispetto a quelle di
trattamento in tutte e quattro le specie anchea skfferenza risulta significativa solo p@r alba
e S. matsudangFigura 44/B). A giugno 2006 invece, sono le matrattate a contenere piu
ferro, con differenze significative 8. albae S. fragilis(Figura 44/D). Anche a ottobre 2006, le
piante trattate presentano un maggior contenukeeinspetto alle piante di controllo $ alba
S. fragilise S. matsudanaanche se per quest’ultima la differenza non eifsgitiva. Viceversa
in S. elaeagnosono le piante di controllo ad accumulare piu Fguelle di trattate in modo
significativo (Figura 44/F).

Confrontando il contenuto in Fe ottenuto nelle i@glll'interno di ciascuna specie fra le tre
epoche di prelievo (Figura 44/B/D/F) si nota un oanigontenuto di Fe nel campionamento di
giugno 2006 in tutte le specie rispetto ai dueipveldi ottobre. In effetti a giugno 2006 i valori
sono compresi fra 160 e 44 Fe ¢* s.s., a ottobre 2005 sono compresi fra 332 eu@5be g
s.s. e a ottobre 2006 sono compresi fra 472 e jd%% ¢' s.s.

La quantita di ferro presente nelle radici (FigdrHA/C/E) appare generalmente inferiore
nelle piante trattate rispetto a quelle di contrafl tutti e tre i prelievi. In particolare, a Obtre
2005 nelle piante trattate vi € un accumulo dideninore rispetto a quelle di controllo, ma la
loro differenza € significativa solo peB. alba e S. matsudanacon valori del trattato
rispettivamente di 2801 e 257 Fe ¢ s.s. contro i valori dei rispettivi controlli dé4410 e
5708ug Fe g s.s. (Figura 44/A).

Nel secondo prelievo, non si hanno differenze ficative tra le foglie delle piante trattate e
quelle di controllo all'interno di ciascuna spe¢iggura 44/C). Il contenuto in Fe piu alto si ha
nelle radici di controllo de$. fragiliscon 4552ug Fe @' s.s. mentre quello piti basso si ha nella
radici del trattato deb. albacon 2069ug Fe ¢* s.s.

Anche a ottobre 2006 si osserva che le piante mralio presentano nelle foglie contenuti di
ferro maggiori di quelle trattate sebbene le ddfeze non siano significative (Figura 44/E). Il
contenuto in Fe pit alto si ha nelle radici di coho del S. albacon 3569ug Fe ¢" s.s. quello

pitl basso si ha nella radici del trattato 8ematsudanaon 2096ug Fe ¢ s.s.
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Figura 44 Contenuto medio di ferro in radici (A) e foglie)(Belle piante prelevate in ottobre 2005, in rad@) e
foglie (D) di giugno 2006, e in radici (E) e fogl{€) di ottobre 2006 delle quattro specieSiilix cresciute in
terreno. Le barre indicano I'errore standard (n#&j}ere diverse indicano differenze significatalBinterno di ogni

specie, pew < 0,05.
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4.3.5 Contenuto in pigmenti fotosintetici

Ad Ottobre 2005 si pud osservare un maggior comtemuclorofilla totale Chla + Chlb)
nelle piante trattate rispetto a quelle di contralhche se tale differenza é significativa solo per
S. alba. Anche prendendo in considerazione singolarmétiea e Chlb le differenze sono
significativamente superiori nelle piante trattagpetto a quelle di controllo solo in 8lba
(Figura 45/A).

A Giugno 2006 il contenuto totale in clorofilla telpiante trattate e significativamente
superiore a quelle di controllo in tutte e quate®pecie. Anche il contenuto @hla é risultato
significativamente maggiore nelle piante tratt&petto a quelle di controllo in tutte e quatteo |
specie, mentre I&hlb del trattato risulta superiore al controllo sald&i alba(Figura 45/B).

Nel terzo prelievo, ad Ottobre 2006, i contenutcldirofilla totale non presentano differenze
significative tra le piante trattate e quelle dntrollo anche se pe®. elaeagngsS. fragilise S.
matsudanasi nota un valore medio del trattato superiorealquli controllo (Figura 45/C).

Il rapportoChla su Chlb non evidenzia differenze significative ad OttoB5 e 2006 con
valori compresi fra 1,9 e 2,4 nel primo prelievdra 2,2 e 2,7 nell'ultimo prelievo (Figura
45/B/D/F).

A Giugno 2006 le piante @&. elaeagngsS. fragilise S. matsudan#attate con Cr presentano
un rapportoChla su Chlb maggiore rispetto a quelle di controllo mentreSinalbaavviene |l

contrario. Si osservano differenze significativé&Siralbae inS. matsudana
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Figura 45 Contenuto medio di pigmenti fotosintetici delle qiia prelevate in ottobre 2005 (A), in giugno 2009 (

e ottobre 2006 (E). Rapporto clorofilla a/b dellarpe prelevate in ottobre 2005 (B), in giugno 2@D§ e ottobre

2006 (F) di delle quattro specie 8alix cresciute in terreno. Le barre indicano I'errotendard (n=6); lettere

diverse indicano differenze significative all'inter di ogni specie, per< 0,05.
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4.4 Allevamento di 2 specie di salice cresciute soluzione idroponica e
trattate per 15 giorni

4.4.1 Crescita delle piante

Al fine di chiarire le potenzialita fitodepuratik alcune specie di salice e approfondire degli
aspetti legati alla tossicita del Cr sulle piarte scelto di riutilizzare due speci®: fragilise S.
matsudana Queste specie sono state scelte in quanto avgvamoesso di accumulare una
discreta quantita di Cr sia nell’esperimento inrdeo (Figura 43), sia negli esperimenti in
agriperlite (Figura 26 e 31), inoltre per il fattbeS. fragilissia una specie autoctona mentr®.il
matsudanasia alloctona. Non sono stati riutilizzati 8. albae il S. elaesagnosn quanto
nell’esperimento in terreno avevano accumulato memono rispetto alle specie precedenti
(Figura 43).

Le piante cresciute per sette settimane in solezidroponica completa e sottoposte nelle
ultime due settimane a trattamento con soluzior@ @00uM di CrCl; mostrano valori di
biomassa fresca nettamente inferiori rispettol@tfanassa di controllo (Figura 46/A/B).

In S. fragilisla biomassa totale fresca raggiunge i 15,5 g ragmér quella dei trattamenti si
ferma a 3,6 e 2,9 g rispettivamente per il trattaimel00 e 30QuM di cromo. Considerando
separatamente ciascun organo di questa specie wndalifferenza significativa anche nelle
radici fra il peso di controllo e quello del trattanto 30QuM (Figura 46/A).

Anche per iIS. matsudan& biomassa totale fresca € nettamente superigueléa dei trattati
con un peso di 4,6 g per il controllo, 1,4 g pdrattamento 10QM e 0,9 per quello 304M di
cromo. Anche considerando separatamente il pefistlie foglie le differenze di ciascuno dei
due trattati risultano significativamente inferidagpetto al controllo (Figura 46/A).

Nel complesso la figura 4.33/A mostra com8.ifragilisabbia una capacita di accrescimento,
nelle condizioni imposte dall’esperimento, decisateemaggiore rispetto &. matsudan&he
gli permette di raggiungere un peso triplo rispatta seconda specie.

Anche per il peso totale secco (Figura 46/B)Sinfragilis e S. matsudanai presentano
differenze significative fra i controlli e i corpendenti trattati. Ir5. matsudanda differenza e
significativa, fra controllo e trattati, anche cmlesando separatamente i pesi secchi di ciascun

organo.
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Figura 46 Peso fresco medio (A) e peso secco medio (B) dklie specie dBalix Le barre indicano I'errore
standard (n=12) dei singoli organi; lettere divarsiicano differenze significative nella biomasstale, all'interno

di ogni specie, pex < 0,05.

Il rapporto fra peso secco e peso fresco in entealmlspecie analizzate conferma una netta

differenza fra controllo e trattato per radici, tiues foglie (Figura 47). Il rapporto degli organi d

controllo € compreso entro valori medi di 0,07 250perS. fragilis e di 0,35 e 0,53 pe3

matsudanal’aumento del rapporto fino al valore medio dicei 1,5 per i trattati di entrambe le
specie (ad eccezione delle foglie $li matsudanaon un valore di 4) risulta principalmente

imputabile alla diminuzione di peso fresco dei vagani dovuto principalmente ad una minore

idratazione dei tessulti trattati rispetto a qudilicontrollo.

S. fragilis

‘lradici A fusti Dfoglie‘

tr.100

S. matsudana

f

Figura 47 Rapporto tra peso secco e peso fresco delle derdesdi Salix. Le barre indicano I'errore standard

(n=12); lettere diverse indicano differenze sigrafive dei singoli organi per ciascun organo, rié€rno di ogni

specie, pew. < 0,05.
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4.4.2 Contenuto di cromo

[l contenuto in cromo totale per le radici di entkze le specie si attesta a un livello di 1,338
Cr g's.s. nel controllo (Figura 48/A). Le differenzepesto a questo dato sono significative e
notevoli per entrambe le specie e soprattutto misfwondenza delle radici di piante trattate con
cromo 100uM il cui valore supera addirittura quello ottenwdon il trattamento 30@M. In
effetti in S. fragilissi ottengono valori medi pari a 6833 e 1&7Cr g's.s. rispettivamente per il
trattamento con cromo 100 e 30®!. In S. matsudanavalori ottenuti nei trattati sono inferiori
rispetto a quelli raggiunti dalla prima specie nmnanque sono significativamente superiori
rispetto al controllo con valori di 2752 e 680 Cr g's.s. rispettivamente per il trattamento con
cromo 100 e 30QM. (Figura 48/A).

Anche per I'apparato fogliare si ottengono aumsighificativi di cromo nei trattati rispetto
ai controlli per entrambe le specie ma in quesgpdaccumulo di cromo é proporzionale alla
concentrazione del metallo nelediumdi crescita (Figura 48/B). Il valore di controlio S.
fragilis si attesta a 1,2{g Cr g's.s. mentre per i trattamenti con cromo 100 e |80Gsi arriva
rispettivamente a livelli di 13,8 e 47,4y Cr g's.s. In foglie diS. matsudand controllo assume
il valore di 0,9ug Cr g's.s. mentre per i trattamenti con cromo 100 e @BDsi arriva

rispettivamente a livelli di 8,9 e 41,y Cr g* s.s. (Figura 48/B).
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Figura 48 Contenuto di cromo in radici (A) e foglie (B) diasicuna specie dalix Le barre indicano I'errore
standard (n=12) dei singoli organi; lettere divaérgicano differenze significative all'interno dgni specie, pet. <
0,5.

S. matsudana

La figura 49 mette a confronto le due specie amal& rispetto alla quantita di cromo
effettivamente stoccata nei tessuti. In ogni tés®.i fragilis mostra un accumulo di cromo
significativamente superiore rispetto &l matsudanan virtu sia di una maggiore capacita di

accumulo per unita di massa (come evidenziato gnréi 48) sia grazie ad una maggiore
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produzione di biomassa (come riportato in figurd). 46 livello massimo é ottenuto in

corrispondenza del trattamento con cromo @RDIn cui il S. fragilisarriva al valore medio di

1077ug Cr.
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Figura 49 Contenuto totale di Cr delle piante $alix Le barre indicano I'errore standard (n=12); lettdiverse

indicano differenze significative all'interno di wigesi, pef < 0,5.

La capacita di traslocazione del Cr dalle radite &glie (Tabella 21) non rivela differenze

significative dal confronto delle due specie atémo di ciascun trattamento. Si evidenzia,

tuttavia, un netto aumento della traslocazione walori che passano da circa 2% per |l
trattamento 100uM a piu di 20% per il trattamer@0 B M.

Tabella 21 Percentuale media di traslocazione dall'apparaticake alle foglie delle due specie $ilix. Le barre
indicano I'errore standard (n=12); lettere diveirsdicano differenze significative all'interno di migspecie, pet <

0,5.

Traslocazione media percentuale (%

100pM di CrCl 3

300uM di CrCl 5

S. fragilis
S. matsudané

1

2,33 +£0,90
1,68 £ 0,22

20,57 +3,07
23,02 +1,28

L’indice di tolleranza, riportato in tabella 22,adtesta entro valori compresi fra 21 e 29% non

evidenziando differenze significative né dal confoodei due trattamenti all'interno di ciascuna

specie, né da quello fra le specie.
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Tabella 22 Percentuale media di tolleranza delle due specigatlk ai diversi trattamenti con cromo. Le barre
indicano lerrore standard (n=12); lettere diverse indicaffieidinze significative all'interno di ogni trattamte, per
a<0,5

Tolleranza media (%)
100uM di CrCl 3 300uM di CrCl 3
S. fragilis 23,01 +1,81 21,36 + 3,07
S. matsudana 29,66 + 4,27 22,51 +2,48

4.4.3 Contenuto di ferro

II contenuto di ferro nelle radici dB. fragilis (Figura 50/A) non mostra differenze
significative fra il controllo e le piante trattatiuttavia si nota un piccolo aumento di Fe in
corrispondenza del trattamento con Cr 30 In radici di S. matsudangale differenza risulta
molto pill accentuata e significativa, in effettvdlore di controllo & di 38ig Fe g's.s. mentre
il valore del trattamento 300M & di 764ug Fe g's.s. Il ferro del trattamento con Cr 1081
risulta significativamente inferiore ad entrambealie tesi e pari a 145,69 Fe ¢'s.s. (Figura
50/A).

L’apparato fogliare mostra un contenuto in ferrcis@mente inferiore rispetto a quello
rilevato per le radici in entrambe le specie e sisono rilevate differenze significative. Tuttavia
si nota per entrambe le specie una diminuzioneconatenuto in Fe in corrispondenza del
trattamento con Cr 10QuM sia rispetto al controllo sia rispetto al tratemo 300uM (Figura
50/B).
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Figura 50 Contenuto di ferro in radici (A) e foglie (B) diadcuna specie ddalix Le barre indicano I'errore
standard (n=12) dei singoli organi; lettere divaérgicano differenze significative all'interno dgni specie, pet. <
0,5.

S. fragilis

4.4.4 Contenuto in pigmenti fotosintetici

L’analisi del contenuto in clorofilla a e b evidéamzin netto decremento di tali pigmenti nelle
foglie delle piante esposte a Cr rispetto al cdlatrim entrambe le specie. In effetti sia il valore
di clorofilla totale che di Chl a e Chl b le risuiio significativamente differenti tra controllo e
trattamenti con Cr (Figura 51/A).

In S. matsudanal valore di Chl totale medio di controllo si ata a 1202ig Chl g'p.f.
mentre quello dei trattati & di 469,4 e 491gAChl g'p.f.. InS. fragilisil valore di Chl totale per
il controllo & di 111Qug Chl g'p.f. mentre per le piante trattate & di 452,2 e 2§ Chl g'p.f.
rispettivamente per il trattamento con cromo 1080@uM; quest’ultima specie inoltre sembra
risentire maggiormente del trattamento con Cr @00 rispetto alS. matsudanan quanto
assume un valore dimezzato rispetto a quello risatn nell’altra specie per lo stesso
trattamento (Figura 51/A).

Il rapporto Chl a/b mostra anche in questo caskerdifize significative fra controlli e piante
trattate per entrambe le specie (Figura 51/B).ntradli arrivano al valore medio di circa 2,8

mentre i valori dei trattati sono compresi fra 2¢32,42.
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Figura 51 Contenuto di pigmenti fotosintetici (A) e rappodiorofilla a/b (B) delle due specie 8alix Le barre
indicano I'errore standard (n=4) dei singoli orgdettere diverse indicano differenze significati@¥interno di
ogni specie, pex 0,5.

4.4.5 Scambi gassosi

In S. fragilisl'andamento della traspirazione mostra differesigaificative fra il controllo e i
trattati in tutte le epoche di campionamento mentne si evidenziano differenze confrontando i
due trattamenti (Figura 52/A). Il valore controkopari a 2,26 mmol ¥ m?’s' e sale in
corrispondenza del 9° e 14° giorno a 2,9 mmgDH%s®, al contrario i valori dei trattati
scendono fin dal 6° giorno a circa 0,8 mmojCHms* e rimangono a questo livello in
corrispondenza di tutti i successivi prelievi.

Anche inS. matsudanavalori di traspirazione nelle piante sottopodte due concentrazioni
di cromo mostrano un decremento significativo rigpal controllo. Si notano anche differenze
significative confrontando i due trattati fra laro corrispondenza del 6° e 14° giorno di rilievo
nei quali il valore corrispondente al trattamemna cromo 30QuM é significativamente inferiore

anche al quello del trattamento 1,0 (Figura 52/B).
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Figura 52 Andamento della traspirazione $ fragilis(A) e S. matsudan#B). Le barre indicano I'errore standard
(n = 12); lettere diverse indicano differenze #igative pera < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

| valori misurati per la conduttanza stomatica masd diminuzioni significative in
corrispondenza di entrambi i trattati rispetto ahtcollo per entrambe le specie e in tutte le
epoche di campionamento (Figura 53). | valori dntoallo rilevati in S. fragilis appaiono
mediamente inferiori rispetto ai corrispondentiSdimatsudanaosi come rilevato anche per la
traspirazione (Figura 53 e 52). Inoltre per lanarispecie i valori dei trattati scendono sin dal 6°
giorno a circa 0,07 mmol 4 m?’s’ mentre perS. matsudanaal 6° giorno il valore
corrispondente al trattamento con cromo 400 é di 0,31 mmol HO m?s* mentre quello del
trattamento 30QM & di 0,06 mmol HO mi’s™. Nelle date successive anche fematsudania

conduttanza stomatica dei trattati si attestaaadt07 mmol 5O mi’s* (Figura 53/B).
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Figura 53 Andamento della conduttanza stomatic&irfragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano 'errore
standard (n = 12); lettere diverse indicano differe significative pex < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

4.4.6 Andamento dell’attivita fotosintetica
La figura 54/A riporta I'andamento dell’attivitatfusintetica peS. fragilische assume valori
compresi fra 5 e 8 mmol Gam?s* per il controllo. Tali valori risultano significaamente

superiori ad entrambi i trattati in tutte le epodtiecampionamento successive al giorno 0.
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Sempre in questa specie si rivela anche una gigtiifa diminuzione dell’attivita fotosintetica

per le piante trattate con cromo 304 rispetto a quelle trattate con 1M dal 6° al 14 giorno.
In S. matsudananon si riscontrano invece differenze significative i due trattamenti ma

qguesti sono significativamente inferiori al contooton valori compresi fra 1 e -0,5 mmol €0

ms™ contro il valore di circa 4 mmol GOns™ del controllo (Figura 54/B).
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Figura 54 Andamento della fotosintesi i8. fragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano I'errore standard
(n=12); lettere diverse indicano differenze sigifive pero < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

4.4.7 Aspetto delle 2 specie di salice cresciutedhuzione idroponica e trattate per 15 giorni

Le piante di controllo a 47 giorni di prelievo lgetalee (Figura 55/A) mostrano una crescita
vigorosa, al contrario le piante della stessa ettogoste a 15 giorni di trattamento mostrano
vistosi segni di sofferenza quali crescita ridottégrosi fogliare, comparsa di vaste zone
necrotiche, perdita di turgore fogliare (FiguraB®® e 56/A/B) che arriva, in corrispondenza del
trattamento 30QuM alla abscissione delle foglie stesse a partikkadzase del fusto (Figura
55/C).

Figura 55 Piante di salice dopo 15 giorni di trattament@ani& di controllo (A), piante trattate con croma® 1/
(B) e piante trattate con cromo 3081 (C).
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4 ‘ = 5
Figura 56 Foglie di piante sottoposte a 15 giorni di tratamo con soluzione di Cr 3QtM. S. fragilis (A) e S.
matsudangB).

A 15 giorni dall'inizio del trattamento le piantarapionate mostrano ancor di piu gli evidenti
segni della tossicita del cromo, inoltre la morpéodelle radici delle piante trattate con cromo
appare molto alterata se confrontata con le ratlicontrollo. La figura 57 riporta le radici di
controllo e di trattato 300M del S. fragilis Le radici trattate appaiono imbrunite e i pedicali
risultano piu radi e corti rispetto a quelli dehtwllo.

L iy - 3 =
2 3
el

Figura 57 Radici diS. fragilis cresciute in soluzione idroponica per sette sattiendi cui due di trattamento. (A)
Pianta di controllo e (A) pianta trattata con 300 di CrCls.
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4.4.8 Microscopia ottica

L'analisi al microscopio ottico € stata effettuata campioni di foglie e apici radicali &.
fragilis e S. matsudanaispettivamente di controllo e trattate con sajnz di CrC4 100 e 300
MM.

Le sezioni di foglie dB. fragilismostrano vari indicatori di stress, quali:

- riduzione dello spessore della foglia delle pissuttoposte a trattamento, sia con cromo 100
che 300 uM rispetto al controllo (Figura 58);

- nel mesofillo delle piante di controllo € possibileonoscere le cellule del parenchima a
palizzata e quelle del lacunoso (Figura 58/A) nmeemtelle foglie del trattato emerge una
disorganizzazione dell’istologia fogliare appareméaite piu marcata nel trattamento con Cr
100 uM (Figura 58/B/C);

- in corrispondenza delle foglie delle piante tr&ttak nota una variazione nella morfologia
delle cellule del parenchima a palizzata che agzalere la tipica forma allungata (Figura
58/A) assumono una forma piu tondeggiante ed iteeg@Figura 58/B/C);
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Figura 58 Sezioni trasversali di foglie &. fragilis osservate al microscopio ottico. (A) Foglia di toho, (B)
foglia trattata con 100 uM di Crge (C) foglia trattata con 300 uM di CeClngrandimento 10 X. cs= camera
sottostomatica; pp= parenchima a palizzata; plemarima lacunoso.

Nelle foglie delle piante trattate &. matsudan& presente una certa disorganizzazione del

parenchima clorofilliano che non é piu organizzattacunoso e palizzata come strati evidenti e
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distinti (Figura 59). Tuttavia lo spessore dellgli@ non sembra manifestare diminuzioni per le
foglie di piante sottoposte a trattamento rispattpelle di controllo (Figura 59).

(A) " 100 nm |

Figura 59 Sezioni trasversali di foglie &. matsudanasservate al microscopio ottico. (A) Foglia di aotib, (B)
foglia trattata con 100 uM di Crge (C) foglia trattata con 300 uM di CeClngrandimento 25 X. cs= camera
sottostomatica; pp= parenchima a palizzata; plemarima lacunoso.

Per quanto riguarda I'apparato radicalesdiragilis si notano vari effetti della tossicita del
cromo (Figura 60):

- diminuzione dello spessore degli apici radicalielehdici trattate con Cr. Cio é evidente
soprattutto nelle radici trattate con Cr 300 uMlenegjuali I'apice appare ridotto della
meta in spessore rispetto a quelle di controllo;

- la cuffia radicale risulta ridotta nei trattatipetto al controllo.

- nelle radici trattate con Cr sembra che il Cr stesisbia fortemente alteratophtterndi

differenziamento cellulare.
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Figura 60 Sezioni longitudinali di apici radicali &. fragilisosservati al microscopio ottico. (A) Apice di cailo,
(B) apice trattato con 100 uM di CH3 (C) apice trattato con 300 uM di CgQingrandimento 10 X. cr=cuffia
radicale; m= meristema.

Anche inS. matsudanai manifestano gli stessi effetti del cromo evidati in S. fragilis
Infatti anche per questa specie & evidente la iodgzdello spessore degli apici radicali delle
piante sottoposte a trattamento rispetto a queltrollo come pure I'alterazione deattern

di differenziazione cellulare (Figura 61).
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Figura 61 Sezione di apici radicali db. matsudanasservati al microscopio ottico. Piante cresciutesoluzione
idroponica per sette settimane di cui due di trad¢tato. (A) Apice di controllo, (B) apice trattatorc100 pM di CrQ
e (C) apice trattato con 300 uM di CsQhgrandimento 10 X. cr=cuffia radicale; m=menmste

4.4.9 Microscopia elettronica

Nelle fotografie al microscopio elettronico a trassione (TEM) e evidente l'ultrastruttura di
cloroplasti fogliari di controllo e trattati con @elle due specie in esame (Figura 62).

Per entrambe le specie considerate nel cloroptistontrollo (Figura 62/A e 63/A) di forma
lenticolare si nota nitido il sistema di membraniine formato da tilacoidi impilati a formare i
grana (tg) o da tilacoidi intergranali (ti) immensello stroma (s), contenente numerosissimi

ribosomi ed enzimi, dove sono visibili dei globagimiofili (go).
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Figura 62 Cloroplasti del mesofillo fogliare . fragilis fotografati al microscopio elettronico a trasnoss. (A)
Piante di controllo, (B) piante trattate con 100 dMCrCk e (C) piante trattate con 300 pM di CrCl. Ingraneinto
21000 X. a=accumuli di amido; tg=tilacoidi granasi~tilacoidi intergrana; s=stroma; go=globuli osfii.

| cloroplasti di piante trattate con cromo appaiatterati rispetto ai propri controlli. Infatti nei
cloroplasti trattati con Cr si notano (Figura 683:
- per i cloroplasti di piante trattate con Cr 300 si nota la perdita della forma lenticolare
per assumerne una piu tondeggiante (Figura 62&@& 56
- disorganizzazione dei tessuti tilacoidali con perdiella distinzione fra grana e tilacoidi
intergrana nel cloroplastdi S. fragilis (Figura 62/B/C), mentre per 8. matsudana
sistema tilacoidale appare abbastanza integrogasehdotto (Figura 63/B/C);
- maggior numerosita dei globuli osmiofili (go) chaggiungono dimensioni maggiori

rispetto a quelli rilevati nei controlli (Figura & C e Figura 63/B/C);
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- nei cloroplasti di foglie trattate con Cr 100 e 30d@ di S. matsudanai notano dei

voluminosi granuli di amido (a) (Figura 63/B/C).

(B)

©

Figura 63 Cloroplasti del mesofillo fogliare d&6. matsudandotografati al microscopio elettronico a trasniss.
(A) Piante di controllo, (B) piante trattate con01QM di CrCk e (C) piante trattate con 300 pM di CrCl.
Ingrandimento 21000X. a=accumuli di amido; tg=tilmi granali; ts=tilacoidi intergrana; s=stroma;=gtobuli

osmiofili.
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4.5 Allevamento di 2 specie di salice cresciute soluzione idroponica e
trattate per 4 e 24 ore

4.5.1 Crescita delle piante

Le piante diS. fragilis e matsudanacresciute per cinque settimane sono state sot®@os
trattamento con Cr 100 e 300 uM per 24 ore. Soad eseguiti campionamenti dopo 4 he 24 h
di trattamento e le piante di trattato e controldm hanno mostrato differenze significative nella
produzione di biomassa fresca né considerando aepagnte ciascun organo, né considerando
il peso totale. Tuttavia si € notato per entrangsgecie una diminuzione della biomassa fresca
in corrispondenza delle piante trattate con cro®® IM (Figura 64/A).

L’andamento del peso secco (Figura 64/B) ha ridpate quello evidenziato per il peso

fresco, anche in questo caso non sono state pre#égrienze significative.
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Figura.64 Peso fresco medio (A) e peso secco medio (B) dekespecie dbalix cresciute in soluzione idroponica
per cinque settimane e trattate per 24 ore. Leebiadicano I'errore standard (n=12) dei singoli ani lettere
diverse indicano differenze significative nellafi@ssa totale, all'interno di ogni specie, per 0,05.

Il rapporto peso secco su peso secco mostra wegite di equilibrio all'interno di ciascuna
specie in riferimento alle varie tesi, non si masiano infatti variazioni per questo parametro
(Figura 65).
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Figura 65 Rapporto tra peso secco e peso fresco delle dumesgeSalix cresciute in soluzione idroponica per
cinque settimane e trattate per 24 ore. Le badieamo 'errore standard (n= 12); lettere diverstidano differenze
significative per ciascun organo, all'interno dnbgpecie, pes < 0,05.

4.5.2 Contenuto di cromo

La figura 46 riporta il contenuti di cromo nelljagrato radicale per le due specie di salici e in
riferimento ai campionamenti effettuati a distaizal e 24 ore dall'inizio del trattamento con
CrCls. Il valore del controllo irS. fragilissi attesta a 0,00dg Cr g's.s. mentre gia dopo sole 4
ore di trattamento si raggiungono valori di 2Q42Cr g's.s. per le radici trattate con cromo 100
uM e 2413ug Cr g's.s. per quelle trattate con cromo 308; in corrispondenza delle 24 ore di
trattamento i valori raggiungono i 4426 e 3988 Cr g's.s. rispettivamente per il trattamento
100 e 30QuM (Figura 66/A).

In S. matsudand valore di controllo & pari a 2,89 Cr g's.s. mentre a 4 ore dall'inizio del
trattamento il contenuto e di circa 18p@ Cr g's.s. per entrambi i trattati; a 24 ore di
trattamento si hanno valori di 3422 e 31&yCr g's.s. rispettivamente per il trattamento 100 e
300uM (Figura 66/B).
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Figura 66 Contenuto di cromo in radici @. fragilis(A) e S. matsudan#B) cresciute in soluzione idroponica per

cinque settimane. Le barre indicano l'errore stashd@=4); lettere diverse indicano differenze diigative

all'interno della stessa ora di prelievo, pex 0,5.

Il contenuto di cromo in foglie d. fragilis(Figura 67/A) & pari a 0,004y Cr g's.s. mentre i

trattati assumono il valore medio di 16 e &LCr g's.s. rispettivamente per il trattamento 100 e
300uM dopo 4 ore di trattamento e 6,7 e|&LCr g's.s. rispettivamente per il trattamento 100
e 300uM dopo 24 ore di trattamento. Pe6il matsudand contenuto di cromo in foglie € pari a
0,8ug Cr g's.s. per il controllo ed & compreso fra 8 e 28)%r g's.s. per i trattati sia a 4 che a
24 ore di trattamento (Figura 67/B).

Appare evidente che il contenuto in cromo per enl@ le specie € circa 100 volte inferiore

nelle foglie rispetto alle radici, cosi come evidiato anche dai risultati degli esperimenti

precedenti.
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Figura 67 Contenuto di cromo in foglie @&. fragilis(A) e S. matsudan#B) cresciute in soluzione idroponica per

cinque settimane. Le barre indicano l'errore stashd@=4); lettere diverse indicano differenze dligative

all'interno della stessa ora di prelievo, pex 0,5.

126



Considerando congiuntamente il contenuto di cromo grammo di s.s. e la biomassa
prodotta dalle piante, si ha una misura della rioz totale di cromo effettuata da ciascuna
specie (Figura 68).

Dopo 4 ore di trattamento 8. fragilisriesce ad immagazzinare circa 3 Cr mentre dopo
24 I'accumulo medio risulta di 255 e 384 Cr rispettivamente per il trattamento con cror@0 1
e 300uM (Figura 68/A). II S. matsudanaccumula fra i 150 e i 19pg Cr per entrambe le
epoche di campionamento (Figura 68/B). All'interdelle singole specie non si riscontrano

differenze significative né all'interno dei traitagé per epoca di campionamento.
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Figura 68 Contenuto totale di Cr p&. fragilis(A) e S. matsudanéB) cresciute in soluzione idroponica per cinque
settimane. Le barre indicano I'errore standard Jnkedtere diverse indicano differenze significat@il'interno della
stessa ora di prelievo, pex 0,5.

Il tasso di traslocazione del cromo dalle radi€apparato fogliare (Tabella 23) si conferma
essere molto basso cosi come evidenziato ancherigidtati ottenuti negli esperimenti
precedenti. In corrispondenza del trattamento como 100 uM infatti la traslocazione € di
poco superiore all'1% per entrambe le specie sbBdasi alza significativamente per il trattamento

corrispondente a 300 uM in particolar modo pé&:. ifragilische raggiunge il 10,8%

Tabella 23Percentuale media di traslocazione dall'apparaticake alle foglie delle due specieS#lix cresciute in
soluzione idroponica per cinque settimane e teatter 24 ore. Lettere diverse indicano differengaificative
all'interno di ogni specie (n= 4), par< 0,5.

Traslocazione media percentuale (%
100uM di CrCl 3 300pM di CrCl 3
S. fragilis 1,1 + 0,06 10,8 + 0,16
S. matsudana 1,4 + 0,02 4,4+0,17

Il grado di tolleranza dopo 24 ore di trattamentostra gia un calo in corrispondenza del

trattamento 100 pM, infatti entrambe le specie s il valore di circa 82% (Tabella 24). Al
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contrario le piante trattate con cromo 300 uM nemisrano risentire degli effetti negativi di tale
metallo per il parametro analizzato, infatti il @a ottenuto € vicino al 100%.

Tabella 24 Percentuale media di tolleranza delle due spectatik cresciute in soluzione idroponica per cinque

settimane e trattate per 24 ore. Lettere diverdieamo differenze significative all’interno di ogspecie(n= 12), per
a<0,5

Tolleranza media (%)
100uM di CrCl 3 300pM di CrCl 3
S. fragilis 81,04 +£10,73 99,98 + 19,21
S. matsudana 82,96 + 2,82 108,15 + 15,15

4.5.3 Contenuto di ferro

Il contenuto in ferro nelle radici mostra p®r fragilisun aumento in corrispondenza delle
piante trattate rispetto al controllo (Figura 6Q/lfatti mentre il controllo si attesta a circal3
ug Fe g's.s. sia a 4 che a 24 ore, il valore dei trattaitva fino al dato massimo di 118if) Fe g
's.s..

Per il S. matsudana invece I'unico aumento sigaiiv® riscontrato rispetto al controllo si ha
a 4 ore per il trattamento con cromo 1M che assume il valore di 56y Fe g-1s.s., per tutti
gli altri dati il contenuto in ferro e di circa 40@ Fe g-1s.s. (Figura 69/B).
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Figura 69 Contenuto di ferro in radici db. fragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano I'errore standard
(n=4); lettere diverse indicano differenze sigrafige all'interno della stessa ora di prelievo, per0,5.

In foglie di S. fragilisil contenuto in ferro assume un andamento oppastoello riscontrato
nelle radici, infatti si assiste ad una signifigatidiminuzione dal controllo fino al trattamento

300uM sia a 4 che a 24 ore con un valore che passé d&6ug Fe g's.s. (Figura 70/A).
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Per il S. matsudananche il contenuto di Fe in foglie non manifestéetenze significative
fra piante di controllo e trattamento con un contermedio di ferro pari a circa 58 Fe g's.s.
sia a 4 che a 24 ore (Figura 70/B).
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Figura 70 Contenuto di ferro in foglie db. fragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano I'errore standard
(n=4); lettere diverse indicano differenze sigrfige all'interno della stessa ora di prelievo, pe&r0,5.

4.5.4 Contenuto in pigmenti fotosintetici

Il contenuto in clorofille mostra differenze siguodtive per entrambe le specie nel prelievo
effettuato dopo 4 ore di trattamento (Figura 7a)S| fragilissia la clorofilla a che la b risultano
significativamente superiori nei trattati rispegtiocontrollo dopo 4 ore di trattamento, invece a
24 ore di trattamento non si riscontrano differe(fagura 71/A). Anche irs. matsudandopo 4
ore di trattamento il valore di clorofilla totalercispondente al trattamento 1M risulta
significativamente superiore al controllo, al caniv il valore del trattamento 300M é
significativamente inferiore al controllo sia perdlorofilla a che per la b. A 24 ore di distanza

dall'inizio del trattamento non si verificano dife;ze significative (Figura 71/B).
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Figura 71 Contenuto di pigmenti fotosintetici in piante $i fragilis(A) e in S. matsudanéB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12) dei singoli organi; lettafiverse indicano differenze significative allémo della stessa
ora di prelievo per la clorofilla totale, pei0,5.

Il rapporto clorofilla a su b non rileva differens@nificative né dopo 4 né dopo 24 ore di

trattamento e per entrambe le specie (Figura 72).
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Figura 72 Rapporto clorofilla a/b irs. fragilis(A) e in S. matsudanéB). Le barre indicano I'errore standard (n=12)
dei singoli organi; lettere diverse indicano differe significative all'interno della stessa oramilievo, pex 0,5.

4.5.5 Scambi gassosi

La traspirazione in piante @. fragilis (Figura 73/A) non mostra differenze fra contrafio
trattati dopo 4 ore di trattamento, invece dop@@isi osserva un significativo decremento della
traspirazione dei trattati che risulta piu accetstyaer il trattamento con cromo 3@01. Per

questa specie il valore di controllo si attestér@acs mmol HO m’s?, a 24 ore di trattamento si
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rilevano i valori di 3,6 e 2,2 mmolJ® m“s? rispettivamente per il trattamento con cromo 100 e

300uM.

Per il S. matsudanai notano differenze significative dei trattapetto al controllo gia dopo

solo 4 ore di trattamento (Figura 73/B), in ques&so pero il valore della traspirazione dei

trattati & di 8,7 mmol O mi°s*, valore superiore al controllo che & pari a 6,7ahHpO m“s™.

A 24 ore di trattamento il valore corrispondentéraitamento 10QM rimane significativamente

superiore a quello di controllo mentre per il matento con 30@M si ha un decremento

significativo fino a 5,7 mmol O ms™.
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Figura 73 Andamento della traspirazione $ fragilis(A) e S. matsudan#B). Le barre indicano I'errore standard
(n=12); lettere diverse indicano differenze sigifive pero < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

La conduttanza stomatica rilevataSn fragilis mostra differenze significative solo dopo 24 ore

di trattamento con un valore di controllo pari 8 thmol HO m“s* mentre per il trattamento

con Cr 30QuM il dato scende a 0,2 mmob8 mi%s* (Figura 74/A).
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Figura 74 Andamento della conduttanza stomatic&irfragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano 'errore
standard (n=12); lettere diverse indicano diffeeesignificative pes. < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.
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In S. matsudand&andamento della conduttanza stomatica rispecgbillo evidenziato per la
traspirazione, i dati corrispondenti al trattamesta Cr 10QuM si mantengono sempre superiori
a quelli delle altre due tesi anche se la diffeaeman risulta significativa rispetto al controlk.

24 ore di trattamento il valore corrispondenterattémento 30QuM scende significativamente

rispetto al controllo a 0,3 mmol,® ms* (Figura 74/B).

4.5.6 Andamento dell’attivita fotosintetica

Come per i due parametri precedentiSn fragilis si rilevano differenze significative di
attivita fotosintetica solo a 24 ore di trattamemiun valori dei trattati inferiori rispetto al
controllo (Figura 75/A).

Anche perS. matsudanai osserva un andamento simile ai precedenti beaimcquesto caso
si ha un decremento significativo di attivita famdetica solo per il trattamento con Cr 301

che scende a 7,8 mmol ¢®?s™ contro i 10,3 mmol COmM?s™ del controllo (Figura 75/B).
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Figura 75 Andamento dell’attivita fotosintetica i8. fragilis (A) e S. matsudan4B). Le barre indicano I'errore
standard (n=12); lettere diverse indicano diffeeesignificative pet. < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

4.5.7 Contenuto in proteine

Confrontando fra loro le due specie di salici scontra un andamento simile rispetto al
contenuto di proteine in radici sia a 4 che a 24 dir trattamento. Infatti mentre a 4 ore di
trattamento le tre tesi assumono valori pressodiatici all'interno di ciascuna specie, per |l
prelievo a 24 ore si rileva un decremento di praeaiei trattati rispetto al controllo, diminuzione
che risulta significativa irs. fragilis (Figura 76). In quest’ultima specie il valore dintrollo e
costante a 12,5 mg proteind g.f. mentre dopo 24 ore il valore corrispondertaatamento
con Cr 30QuM scende significativamente a 8,4 mg proteiiad. (Figura 76/A).
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Figura 76 Contenuto di proteine in radici &. fragilis(A) e S. matsudan#B). Le barre indicano I'errore standard
(n=12); lettere diverse indicano differenze sigrifive pero < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

Il contenuto di proteine in foglie @. fragilisnon mostra differenze significative fra le trel @S

a 4 né a 24 ore di trattamento con un valore medinpreso fra 46 e 50 mg proteind p.f.

(Figura 77/A). Anche pe$. matsudanaon si rilevano differenze significative ancheas24 ore

il contenuto in proteine sembra aumentare pettairaspetto al controllo (Figura 77/B).

Il contenuto di proteine rilevato nelle foglie ritgu circa cinque volte superiore a quello

riscontrato nelle radici per entrambe le speciguyfd 76 e 77).
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Figura 77 Contenuto di proteine in foglie &. fragilis(A) e S. matsudanéB). Le barre indicano I'errore standard
(n=12); lettere diverse indicano differenze sigrafive pem < 0,05 all'interno di ogni epoca di rilievo.

4 5.8 Attivitd enzimatica

4.5.8.1 Guaiacolo perossidasi - EC 1.11.1.7

L’attivita della guaiacolo perossidasi (GPX) riléxan radici diS. fragilismostra un aumento

significativo dell’attivita dopo 24 ore di trattamie in corrispondenza della tesi 300! rispetto

sia al controllo che alla tesi 1Q0M. Infatti il valore di controllo & di 0,emol GPX min'ml™
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proteina mentre quello del trattamento 300 & di 0,9umol GPX mirn'ml™* proteina (Figura
78/A). A 4 ore di trattamento non si rilevano diéfieze fra le tre tesi i8. fragilis

L’attivita della guaiacolo perossidasi $ matsudananostra una risposta sia a 4 che a 24 ore
di trattamento con un aumento significativo delkata di entrambi i trattamenti rispetto al
controllo. Infatti il valore di controllo si attesa 0,25umol GPX miri'ml™ proteina mentre per i
trattamenti si raggiunge un valore piu che doppigyra 78/B).
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Figura 78 Andamento dell'attivita della GPX in radici @. fragilis (A) e S. matsudandB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pea < 0,05 all'interno di ogni epoca di
rilievo.

In foglie di S. fragilisl'attivita della guaiacolo perossidasi mostra umanto significativo di
entrambi i trattamenti rispetto al controllo dopaoke di trattamento con un valore medio di
controllo pari a 0,003mol GPX mirn'ml™ proteina e valori medi di 0,010 e 0,00810 GPX
min‘ml™* proteina rispettivamente per il trattamento camne 100 e 30QM (Figura 79/A). A
24 ore di trattamento non si rilevano differenzgn8icative, tuttavia si nota un certo aumento
nel valore medio dei trattai rispetto al controllo.

Anche in foglie diS. matsudan#attivita della guaiacolo perossidasi sembra aotae nei

trattamenti rispetto al controllo tuttavia le dif@ze non sono significative (Figura 79/B).
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Figura 79 Andamento dell'attivita della GPX in foglie &. fragilis (A) e S. matsudandB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes < 0,05 all'interno di ogni epoca di
rilievo.

4.5.8.2 Ascorbato perossidasi - EC 1.11.1.11
L’andamento dell'attivitd dell’enzima ascorbato @esidasi (APX) non mostra per radiciQli

fragilis differenze significative per le tre tesi, con valmedi compresi fra 0,12 e 0,%¥nol
APX min*ml™ proteina (Figura 80/A).

PerS. matsudan@vece si nota una tendenza alla diminuzione atélita in corrispondenza
dei trattamenti rispetto al controllo soprattuttupd 24 ore di trattamento dove il valore medio
corrispondente alla tesi 3 scende a 0,085mol APX min'ml™ proteina contro gli 0,gmol
APX min*ml™ proteina del controllo (figura 80/B).
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Figura 80 Andamento dell'attivita della APX in radici &. fragilis (A) e S. matsudandB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes < 0,05 all'interno di ogni epoca di
rilievo.

In foglie di S. fragilis'andamento dell’attivita dell’ascorbato perossida decisamente piu
definito rispetto al corrispondente nelle radiaifalti sia a 4 che a 24 ore di trattamento si ha un

significativo decremento dell’attivita dei trattanierispetto al controllo (Figura 81/A).
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In foglie di S. matsudan@vece non si riscontrano differenze significatikee le tre tesi, né a

4 né a 24 ore di trattamento (Figura 81/B).
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Figura 81 Andamento dell'attivita della APX in foglie d. fragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes < 0,05 all'interno di ogni epoca di
rilievo.

4.5.8.3 Catalasi- EC 1.11.1.6
La risposta ai trattamenti dell’enzima catalasi {GAresente nell’apparato radicale mostra

un significativo aumento dell’attivita di questozéna nei trattamenti rispetto al controllo che si
ripete per entrambe le specie analizzate e le epdictempionamento (Figura 82).

In S. fragilisdopo 4 ore di trattamento I'attivita media del toho € di 11 umol CAT min
'mlI™* proteina e di 16,1 e 18;8mol CAT miri'ml™ proteina rispettivamente per il trattamento
con cromo 100 e 300M. A 24 ore di trattamento i valori medi di tratiatono un po’ superiori
ai precedenti con 16,5 e 2yBo0l CAT min’ml™ proteina rispettivamente per il trattamento con
cromo 100 e 30QM (Figura 82/A).

In S. matsudanal valore di controllo si attesta a 48nol CAT miri'ml™ proteina mentre
dopo solo 4 ore di trattamento arriva a circaud®l CAT miri'ml™ proteina. Al prelievo delle
24 ore il valore € comunque significativamente sigpe al controllo anche se di misura
inferiore rispetto al prelievo delle 4 ore con wataldi circa 17umol CAT min'ml™ proteina
(Figura 82/B).
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Figura 82 Andamento dell'attivita della CAT in radici @. fragilis (A) e S. matsudandB).. Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes < 0,05 all'interno di ogni epoca di
rilievo.

In foglie di S. fragilissi riscontrano differenze significative solo pgorielievo a 4 ore con un
aumento dell’attivita della CAT che passa da uroraimedio del controllo di 2,pmol CAT
minml™ proteina a 5,7 e 8;8mol CAT miri'ml™* proteina rispettivamente per il trattamento con
cromo 100 e 30QM (Figura 83/A).

L'attivita della CAT in foglie diS. matsudanaon riporta differenze significative fra le tre
tesi, né a 4 né a 24 ore di trattamento con vahadi compresi fra 7,7 e 10,6nol CAT min

'mI? proteina (Figura 83/B).
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Figura 83 Andamento dell’attivita della CAT in foglie d. fragilis (A) e S. matsudandB).. Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes. < 0,05 all'interno di ogni epoca di
rilievo.

4.5.8.4 Superossido dismutasi - EC 1.15.1.1
L'attivita dell’enzima superossido dismutasi (SOD)radici riporta differenze significative

fra trattamento e controllo solo per il campionatoea 24 ore deb. fragilis in cui il valore
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medio di controllo & di 9,1 U SOD thiproteina mentre si alza a 13 e 14 U SOD prioteina
rispettivamente per il trattamento con cromo 130@uM (Figura 84/A).

Per ilS. matsudanéattivita della SOD non riporta differenze sifjoative fra le tre tesi, né a

4 né a 24 ore di trattamento (Figura 84/B).
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Figura 84 Andamento dell'attivita della SOD in radici &. fragilis (A) e S. matsudangB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes. < 0,05 all'interno di ogni epoca di

rilievo.

In foglie di S. fragilis'attivita della SOD & compresa entro 3,2 e 3,0D mi* proteina e

non presenta differenze significative fra le trei,t@é a 4 né a 24 ore di trattamento (Figura

85/A).

In foglie di S. matsudanaopo 4 ore di trattamento non compaiono differesigaificative

mentre a 24 ore l'attivita della SOD nei e sigratigamente inferiore rispetto al controllo con un
valore di quest'ultimo pari a 3 U SOD Thiproteina e di 2,7 e 2,3 U SOD ‘mbproteina
rispettivamente per il trattamento con cromo 1@0@uM (Figura 85/B).
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Figura 85 Andamento dell'attivita della SOD in foglie d. fragilis (A) e S. matsudandB). Le barre indicano
I'errore standard (n=12); lettere diverse indicaifferenze significative pes < 0,05 all'interno di ogni epoca di

rilievo.
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5. DISCUSSIONE

La presenza sul territorio italiano di numerosiiadisinquinamento da cromo porta alla
necessita di individuare delle strategie di risamatm che possano essere impiegate su ampie
superfici e con costi contenuti. Lo studio illustran questa tesi nasce dalla esigenza di
individuare una o piu specie vegetali maggiorm@nbenettenti per il fitorimedio di siti inquinati
da cromo trivalente e dalla volonta di individuateuni fattori che possano alterare le risposte
delle piante al cromo.

Gli esperimenti effettuati hanno permesso di siadia risposte a determinate concentrazioni
di cromo trivalente di alcune specie di saliceate con parametri differenti per:

- durata di trattamento (da 4 ore a 1 anno di tratdo);

- modalita di allevamento (in cella climatica o irpd campo);

- substrati di crescita (soluzione idroponica, agtifee terreno);

- concentrazioni delle soluzioni di trattamento (3@0 e 300uM per la soluzione
idroponica e 5qmoli Kg™ terreno).

Questo tipo di indagine permette di avere un quadrtiosto completo di quelle che possono
essere le potenzialita fitodepurative di ogni slagepecie. In effetti se da un lato si possono
condurre confronti orizzontali all’interno di ogaesperimento confrontando fra loro le risposte
delle varie specie al cromo, si pu0 altresi corelurrindagine che attraversi verticalmente tutti
gli esperimenti e considerare le risposte al crafhaiascuna specie alle diverse modalita
sperimentali.

La combinazione di questi due approcci appare iatiea all'interno della letteratura
scientifica che spesso ne considera solo uno, Ul gelle volte il confronto orizzontale.
L’approccio verticale permette di passare “dal tabario al campo”, consolidando alcuni
risultati o scoprendo nuovi aspetti legati a ciascspecie.

La risposta al cromo delle varie specie di salistaa valutata considerando differenti aspetti
morfologici e fisiologici quali: parametri di crasxg contenuto in cromo, ferro e zolfo,
microscopia ottica ed elettronica di apici radicalsezioni di foglie, contenuto in clorofille,
andamento di traspirazione, conduttanza stomatattivéta fotosintetica, contenuto in proteine,
andamento dell'attivita di enzimi coinvolti nelloress ossidativo.

Lo scopo principale della prima attivita sperimémta stato quello di selezionare fra le sette
specie di salice analizzat&.(alba sub. typica S. daphnoidesS. elaeagngsS. fragilis, S.
purpurea S. matsudan&ar.tortuosae S. nigrg quelle piu idonee per approfondire le risposte al

cromo e cercare di comprendere i processi alla badali risposte. La scelta e stata fatta
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seguendo il principio secondo cui I'azione di deyzimne effettuata dalle piante nei confronti
degli inquinanti € tanto piu elevata quanto pitiescono ad associare in una stessa specie una
notevole produzione di biomassa e un’alta conceiaing di metalli nei suoi tessuti (Gupta

al., 2000). Si e quindi valutata la biomassa prodetiacontenuto in cromo totale nella parte
ipogea. Sono state cosi scelte le quattro speeid@hno presentato la migliore combinazione di
tali parametri:Salix albasub.typica; S. elaeagnos; S. fragilesS. matsudan&ar. tortuosa Le

altre tre specie non sono state riutilizzate innoigresentavano bassa produzione di biomassa o
basso accumulo o entrambi questi fattori.

Le 4 specie individuate sono state sottoposteti@tnanti con Cr(lll) a concentrazione 100 e
300 uM in agriperlite al fine di verificare la risgta delle specie scelte al trattamento 100 puM
(che era stato usato anche per I'esperimento se gacie) e valutare le risposte delle specie ad
un trattamento a concentrazione piu elevata, 300 uM

A seguito dei risultati ottenuti si & deciso di e le stesse quattro specie in condizioni piu
vicine ad un possibile caso di inquinamento ambientia Cr(lll). A tal scopo piante &alix
alba, S. elaeagnos, S. fragiksS. matsudanaono state allevate in vasetti posti in pieno aamp
suddivise in due gruppi, uno contenente terreno cartaminato e l'altro contenente terreno
contaminato da Cr(lll).

Sulla base dei risultati ottenuti dagli esperimg@nécedenti sono state infine individuateSin
fragilis e S. matsudanée specie piu promettenti per il fitorimedio da(I8). Queste specie sono
state scelte in quanto avevano permesso di acctenwiaa discreta quantita di Cr sia
nell'esperimento in terreno (Figura 43), sia negdperimenti in agriperlite (Figura 26 e 31),
inoltre per il fatto ches. fragilisé una specie autoctona mentr8&.ilmatsudana alloctona. Tali
specie sono state quindi riutilizzate in due espeniti condotti in cella climatica e cresciute in
soluzione idroponica, al fine di approfondire alicaspetti legati alla tossicita del Cr su tali
specie.

Gli effetti del Cr sulla crescita sono stati evidati confrontando fra loro piante di controllo
e trattate per i parametri di peso fresco e selegli esperimenti condotti in agriperlite e in
soluzione idroponica si € rilevata una generaleardimone del peso delle piante trattate rispetto
a quelle di controllo (Figura 27, 46, e 64). Taimiduzione € evidenziata anche dall’indice di
tolleranza che risulta, in tali esperimenti, geimemte inferiore al 100% e piu basso in
corrispondenza delle piante trattate con Cr @d0rispetto a quelle con 1Q@M (Tabella 17, 22,
24). Al contrario nell’esperimento condotto in &0 si ha un tendenziale aumento della

biomassa nelle piante sottoposte a trattamentettesp quelle di controllo (Figura 39).
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L'effetto del cromo sulla diminuzione di biomassébén documentato in letteratura e si
manifesta sia per trattamenti effettuati utilizzar@r(V1) che Cr(lll). In effetti una riduzione di
biomassa in piante trattate con GGl é ottenuta su pomodoro (Mangabestaal, 2006),
girasole (Chen e Cutright, 2001), soia - girasoBrassica napu® juncea- avena - tabacco -
loglio - trifoglio - lenticchia d’acqua @inus taedaMei et al, 2002), sedano (Scocciaeti al
2006) cosi come in piante trattate con solfatorolin® come cavolfiore (Chatterjee e Chatterjee,
2000), soia - girasoleBrassica napu® juncea- avena - tabacco - loglio - trifoglio - lenticehi
d’acqua ePinus taedgMei et al, 2002), frumento (Sharne al. 1995). InSinapis albaHanus e
Thomas (1993) hanno evidenziato che la produzianeodtanza secca viene ridotta dalla
somministrazione di Cr(VI) in misura di 200-400 kg™’ nel suolo. Prasa@t al (2001)
riportano, per gli apici radicali db. viminalis una maggiore tossicita del Cr rispetto ad altri
metalli come Cd e Pb.

La diminuzione di crescita radicale pud essere atausllinibizione della divisione e
dell’allungamento cellulare dovuta ad una aberrazicromosomica (Liet al, 1993) oppure dal
prolungamento del ciclo di estensione cellularéenegdici determinato dalla presenza di cromo
(Shankeret al, 2005). In effetti Terry gia nel 1981 dimostrdasamente che i maggiori effetti
della tossicita del cromo in piante di barbabiettdazucchero erano localizzati nei tessuti fibrosi
delle radici. Tali osservazioni lo portarono adtippare una serie di eventi collegati fra loro di
risposta alla tossicita del Cr: severi danni aswésfibrosi delle radici e quindi alla funzionalie
alla crescita delle radici stesse, diminuzione ’a&dbrbimento di acqua e nutrienti,
abbassamento del contenuto idrico nelle foglie iadjuidotta espansione delle stesse, minore
attivita fotosintetica, dovuta anche ad un possiloilinor assorbimento di ferro. Tali risultati
sembrano essere confermati sia dall’aspetto maifmdodell’apparato epigeo e ipogeo delle
piante sottoposte a trattamento (Figura 55, 56 )est& dall’indagine microscopica condotta
nell’esperimento in soluzione nutritiva e trattanweprotratto per 15 giorni (Figura 58, 59, 60 e
61).

Infatti dal confronto fra radici di controllo e ttate (Figura 57) appare evidente come queste
ultime siano piu corte e imbrunite rispetto a qaeli controllo. Tale effetto e stato osservato in
diversi casi di esposizione delle radici a metkiembra dovuto allo stimolo indotto dal metallo
alla lignificazione. Inoltre la presenza di metalimenterebbe la quantita di radici con apice
morto e nero (Barcelo e Poschenrieder, 1990).

Le figure 60 e 61 riportano delle sezione di apedicale fotografare al microscopio ottico.
Esse mostrano chiaramente i danni arrecati dal@m@ha struttura di tali organi i8. fragilise S.

matsudanadopo 15 giorni di trattamento con Cr(lll) in soloze nutritiva. Questo effetto
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sull’apparato radicale si traduce in uno stresisadpit 0 meno pronunciato, ripercuotendosi poi
sull'accrescimento generale del resto della pialmeeffetti anche le foto di sezioni di foglie
visualizzate al microscopio ottico mostrano divetanni (Figura 58 e 59) anche se é da notare
che le foglie diS. matsudangembrano manifestare minori sintomi di tossiaspetto a quelle
del S. fragilis

Le analisi condotte nell’esperimento in soluziodeponica e trattamento per 15 giorni sono
state effettuate in quanto si voleva portare urfrooto con i risultati ottenuti nell’esperimento
in agriperlite nel quale erano state utilizzate tqunaspecie di salice. In effetti, pur avendo
utilizzato le medesime concentrazioni di Cr nei desperimenti, si sono ottenuti risultati
differenti con un effetto acuto di tossicita del @r corrispondenza dell’esperimento in
idroponica (Figura 46, 51, 52, 53, 54) mentre Bsfperimento in agriperlite e in un tempo di
trattamento di 28 giorni gli effetti si tossiciteesano manifestati solo con una diminuzione della
biomassa delle piante trattate rispetto a quelleaditrollo (Figura 27). Per I'esperimento in
idroponica si € quindi deciso di procedere conianahe permettessero di approfondire i danni
arrecati alla struttura e all’'ultrastruttura dgdiante.

Al contrario di quanto evidenziato negli esperimenndotti in idroponica, le piante di salice
allevate in terreno mostrano un tendenziale aumeiaita biomassa quando sottoposte a
trattamento con cromo rispetto a quelle del colarpér tutte le epoche di prelievo tra ottobre
2005 e ottobre 2006 ad eccezione Sehlba(Figura 39). Tale stimolo all’accrescimento trova
riscontro in letteratura specialmente in caso ditamenti a basse concentrazioni di metalli
pesanti e in risposta sia al Cr che ad altri megfathmidt, 1996; Schitzendubketlal, 2002; Yu
et al, 2006). In un esperimento condotto Sufragilise S. viminalisda Vandecasteelet al.
(2005) in differenti terreni contaminati da metgtliesanti (fra i quali anche il Cr) non si
riscontrarono effetti negativi sui parametri di smiéa. Bonetet al. (1991) studiarono
l'interazione fra Cr(lll), Fe, P e Mn in piante fdigiolo Fe-sufficienti e Fe-carenti e notarono che
in corrispondenza dei trattamenti con bassi livdlliCr(lll) si assisteva ad un significativo
aumento della crescita sia in piante Fe-sufficiehé Fe-carenti e a una riduzione della clorosi in
queste ultime. Tuttavia Poschenrieagral. (1991) non notarono consistenti correlazioni fra
cambiamenti nell'ultrastruttura di cloroplasti énsblo alla crescita causata dal cromo. Questi
stessi autori suggerirono che il positivo effete €r(lll) nella crescita delle piante potesse
essere collegato all'influenza sul livello di citmgine o altri ormoni della crescita, interazione
con acidi nucleici, competitiva inibizione del cronsui legami della spermina al DNA, o

induzione alllaumento del livello del poliammidessmina..
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L’effetto del cromo sulla crescita delle piante ndsulta quindi univoco ma appare
dipendente dalla concentrazione e dal substratredicita utilizzato: in soluzione idroponica,
dove il cromo in soluzione risulta totalmente disibde all’assorbimento radicale I'effetto sulla
diminuzione di crescita esercitata dal cromo splente € massimo, mentre in agriperlite e in
terreno l'influenza del cromo sulla crescita € maitlotto nel primo caso o addirittura di stimolo
nel secondo.

Per le piante cresciute in soluzione idroponicaadtdte per 24 ore sono state effettuate
ulteriori analisi atte a chiarire quali effetti $sorbimento del Cr potesse provocare all'interno
delle piante. E noto che le piante riescono a détcare il Cr(VI) gia a livello degli apici
radicali riducendolo a Cr(lll) (Zayeét al, 1998; Lytleet al, 1998) e quest’ultimo viene
ulteriormente ridotto a Cr(ll) della L-cisteina éANPH (Ozawaet al, 1990; Stohs e Bagchi,
1995). Tali reazioni provocano pero all'interno dessuti la produzione di composti instabili
che, reagendo con l'ossigeno, producono radicalidasci, facenti parte delle specie reattive
dell’ossigeno (dette ROS) altamente tossiche peelmla. La presenza di ROS provoca seri
danni quali perossidazione lipidica, ossidazionéed®oteine, inibizione degli enzimi e danni a
DNA e RNA che possono arrivare fino alla morte elalellule (Fridowich, 1976; Landberg e
Greger, 2002; Grataet al, 2005; Panda e Choudhury, 2005; Siahal.2005; Yuet al, 2007).
Per difendersi dallo stress ossidativo le piantssigolono complessi sistemi antiossodanti
enzimatici e non enzimatici. Al fine di investigdeeimmediate risposte al cromo in termini di
attivita degli enzimi antiossidanti, le piante $klix fragilis e matsudanacresciute in soluzione
idroponica con concentrazioni di Cr 100 e 30@ sono state prelevate dopo 4 e 24 ore di
trattamento.

Si puo premettere che lattivita degli enzimi caditv nella protezione delle cellule dallo
stress ossidativo indotto dalla presenza di mepaiianti € molto variabile in dipendenza da:
specie di pianta utilizzata, stadio di sviluppossigo analizzato, tipo di metallo e tempo di
esposizione. Quindi le risposte ottenute sono spgwécifiche e riconducibili solo alle modalita
di allevamento effettuate in tale esperimento. dttefatura infatti sono riportati molteplici
risultati che riportano I'aumento, la diminuziondaonon variazione di ciascuno degli enzimi
analizzati in risposta a vari metalli..

In radici di S. fragilise S. matsudanai € riscontrato un aumento dell'attivita in GFXgura
78) e CAT (Figura 82) in corrispondenza di entramhrattamenti. Un aumento dell’attivita in
piante trattate con Cr(VI) e stato riportato anplee la GPX su radici dPistia StratiotesL.
(Sinhaet al., 2005) e per la CAT in piante di mais (Sharetaal. 2003). Alcuni lavori invece

riportano un effetto negativo sull'attivita dellaAT in presenza di elevati quantitativi di Cr
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giustificando tale diminuzione con una possibilgate/a interazione del Cr sul Fe che farebbe
diminuire la quantita della forma attiva di Fe resagia al corretto funzionamento della CAT
(Yu et al, 2007). La diminuzione del contenuto di Fe peoa Bi € verificata durante le 24 ore
del trattamento infatti il contenuto in Fe nelledic (Figura 69) risulta significativamente
superiore nei trattati rispetto al controllo siaSn fragilis che matsudanae cio potrebbe aver
contribuito al corretto funzionamento degli enzsuopra citati..

L’unico enzima che manifesta un calo di attivitdleneadici € 'ascorbato perossidasi $1
matsudanaFigura 80/B). La differente risposta riscontrper CAT e APX conferma l'ipotesi
avanzata da alcuni autori che sostengono che esiatdifferente affinita fra APX (scajgM) e
CAT (scala mM) per I'HO, e cio suggerisce che ci possano essere due diffefassi di enzimi
antiossidanti: I'APX pud essere responsabile peméalulazione fine dei ROS come segnale,
mentre la CAT puo essere responsabile della rinmezaell'eccesso di #D, durante la fase di
stress (Mittler, 2002; Scandalios, 2005). Anche étleget al (2001) misurarono un decremento
dell’attivita del’APX in radici di piante di orzgottoposte ad elevate concentrazioni di Cd, cosi
come Schitzendubet al (2002) in piante di pioppo. Tale risultato pemnnconcorda con
quanto riportato per il Cr stesso (Shakeal 2004), per il Cd e per altri metalli quali Zn, Al
Ni in cui si e riscontato un forte aumento delliata dellAPX (Aravidin e Prasard, 2003).

Un significativo aumento di attivita si e registrainche per la SOD in radici 8i. fragilis
(Figura 84/A). Fra gli enzimi saggiati nell’espeemo la SOD e considerata la prima linea di
difesa dai radicali liberi in quanto catalizza laneersione del radicale superossida jan
acqua ossigenata £8;) mentre la CAT e le perossidasi riducono,ld ad acqua.

L’attivita registrata per la SOD mostra un aumethédi’attivita in radici diS. fragilis (Figura
85/A) e al contrario una diminuzione in foglie 8i matsudandFigura 85/B). Anche in altri
lavori riportati in letteratura questo enzima hastrato risposte contrastanti. E stato determinato
un aumento di attivita della SOD a seguito di &ma@enti con Cd su piante di pino (Vitdeaal
2001; Schiutzendubet al 2001), nessuna variazione € stata riscontratien trattata con Cd
(Ferreiraet al 2002) mentre un declino e stato evidenziato anf@ di pioppo trattate con Cd
(Schiutzendibekt al 2002) e lattuga trattate con Se (Xeeal 2001). Dixitet al (2002)
trovarono che in radici dPisum sativurmlL. cv. Azad trattato con Cr(VI) si assisteva ad un
aumento dell’attivita della SOD rispetto al conlivah corrispondenza del trattamento con Cr 20
uM, al contrario nel trattamento con Cr 2QM lattivita subiva un decremento. Gli autori
ipotizzarono che il calo di attivita ad alte conicanioni di Cr fosse dovuto ad un effetto
inibitore diretto del Cr sulla SOD stessa; trovaramoltre che il Cr(VI), proporzionalmente alle

concentrazioni utilizzate, inibiva il trasporto elettroni nei mitocondri probabilmente a causa
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dell'interazione fra Cr, Cu e Fe dei trasportatlirelettroni (proteine Fe-S nonheme e proteine
heme). Anche Yet al. (2007) riscontrarono una diminuzione dell’at@ivilella SOD in piante
trattate con Cr(VI) con concentrazioni da 1,05 a61®g [* in piante di salice ibridoSalix
matsudana KoidX Salix albal.).

Per quanto riguarda lattivitd misurata nelle fegbi nota che gli enzimi db. fragilis
sembrano essere attivati maggiormente rispettoedli giel S. matsudanaoprattutto dopo 4 ore
di trattamento suggerendo una maggiore reattivilaSd fragilis rispetto alS. matsudanan
risposta ai trattamenti con cromo (Figura 79, 833g In foglie diS. fragilis si ha infatti un
aumento dell’attivita in GPX e CAT (Figura 79 e 88jentre una diminuzione per APX (Figura
81). Un calo di attivita del’APX é stato ottenwdnche da Raet al. (2004) su piante dDcinum
TenuiflorumL. trattate con Cr(VI); questi autori misuraromofoglie un aumento dell’attivita in
GPX e CAT mentre una diminuzione in APX che gioelde quindi un ruolo minore nella
detossificazione dell’acqua ossigenata a causa defisibilita di quest’enzima al Cr stesso.

Nei dati ottenuti si & potuto riscontrare che entra le specie di salice utilizzate rispondono
ai trattamenti con Cr aumentando I'attivita di GRAT e SOD soprattutto a livello radicale. Si
puo dedurre, quindi, che in tali specie esista inmaediata risposta in termini di attivazione
delle difese dallo stress ossidativo contro il Dr(ll Cr nella sua forma trivalente e stato a
lungo considerato non tossico ma l'attivazione eelifese antiossidanti riscontrate in questo
lavoro conferma quanto emerso, durante gli ultinmiasulla pericolosita del cromo anche in
questo stato di ossidazione (Pandegharma, 2003; Scocciami al. 2006). Si suppone che
I'attivazione di tali enzimi sia stata permessahenclal fatto che nell’arco delle 24 ore di
trattamento non si € riscontrato un calo nel carttenn Fe in radici (Figura 69), elemento
essenziale al corretto funzionamento di alcuneoisoé di tali enzimi. E da riportare inoltre che
Quaggiottiet al (2007) hanno identificato potenziali geni candlid#lla regolazione delle
risposte al Cr(lll) delle stesse specie di salf@la base di tale analisi & stato evidenziato come
alcuni geni, direttamente o indirettamente, coitivetélla regolazione delle risposte allo stress
ossidativo risultavano sovra espressi.

E chiaro comunque che, sebbene la piante analiabbiano attivato tempestivamente alcune
difese, lo stress indotto dal Cr soprattutto intecarondizioni, ha portato a lungo termine al
deperimento delle piante, come si e evidenziato paghmetro di crescita precedentemente
analizzato.

Lo stato di deperimento delle piante sottoposteaiaimento in soluzione idroponica viene
confermato anche dal rilievo di traspirazione, adgtahza stomatica e attivita fotosintetica.

Infatti per piante db. fragilise matsudanacresciute in soluzione idroponica e trattate pgeote
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I valori di tali parametri per il trattamento com 800 UM risultano significativamente inferiori
rispetto al controllo (Figura 73, 74 e 75). Gli anmenti rilevati in corrispondenza del
trattamento con Cr 100 uM risultano invece di meemplice interpretazione: da un |&o
fragilis mostra valori nelle piante trattate inferioricaintrollo, dall’altroS. matsudananostra
valori superiori al controllo, sebbene con diffesemon sempre significative (Figura 73, 74 e
75). Sembra che, per quanto riguarda il trattameatocromo 100 puM i6. fragilisrisenta sin da
subito maggiormente dell’effetto dannoso del crampetto all’altra specie.

Nei confronti della traspirazione e del bilancisied alcuni studi riportano effetti negativi
causati dal cromo (Vazquesal, 1987; Pandey e Sharma, 2003; Panda e Choudt0§). Gli
effetti del cromo sulla conduttanza stomatica paiero essere dovuti al suo elevato potenziale
ossidativo, che danneggerebbe la membrana delldecstomatiche di guardia (Barcedt al,
1986; Vazquest al, 1987). Altri autori ipotizzano che il mal funmamento delle cellule di
guardia sia dovuto ad uno squilibrio nel contenatd, infatti & noto che il Cr pud alterare
I'assorbimento di numerosi nutrienti essenziale ghiante e quindi creare danni a varie vie
metaboliche e processi fisiologici. Morat al. (1995) hanno riportato che il contenuto di
nutrienti quali N, P, K, Na, Ca e Mg nei fusti diapte di pomodoro erano negativamente
influenzati dai trattamenti con Cr. L'interazioneldcromo con Fe, S e altri nutrienti & stata
rilevata da molti ricercatori (Skeffingtoet al, 1976; Barcelet al, 1985; Adriano, 1986).Una
delle cause del minore assorbimento di molti notrign piante trattate con Cr potrebbe essere
dovuta all'inibizione dellattivita del’H ATPasi nella membrana plasmatica radicale dervant
dal danneggiamento della membrana plasmatica cadsdia formazione di radicali liberi. La
diminuzione dell'attivita delllATPasi provoca unaimore estrusione di protoni che puo
determinare una diminuzione nellattivita di tragpoattraverso la membrana plasmatica con
conseguente riduzione nell'assorbimento di moltirieati. Inoltre € possibile che il Cr
interferisca con i meccanismi di controllo del phiracellulare, tale possibilita sembrerebbe
supportata dal fatto che il Cr puo essere ridogtitarcellula utilizzando protoni (Zaccheo al,
1985).

L’interferenza del Cr con lo S é stata riscontiaga le quattro specie di salice allevate in
agriperlite per le quali il contenuto di zolfo é&uitato tendenzialmente inferiore nelle piante
trattate rispetto a quelle di controllo in tutte dpecie (Figura 33) anche se tali differenze
risultano significative solo nelle foglie . elaesagnoge S. matsudanarattate con Cr 30QM
(Figura 33/B). Il cromo interferisce con I'assorleinto del solfato principalmente sotto forma di
Cr(VIl) per la loro similarita chimica, in quanto tegrebbe nella cellula tramite gli stessi

trasportatori del solfato (Shewry e Peterson, 1&%&hiavonet al, 2008). La forma di cromo
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utilizzata nell’esperimento in agriperlite, il Cijl sembra pero interferire piuttosto con
I'assorbimento del ferro, mentre la diminuzione cehtenuto di zolfo puo essere dovuta ad una
generale ridotta capacita di assorbimento deientirconseguente allo stress generato dal cromo
nelle piante.

In effetti, anche in alcuni esperimenti riportatiquesta tesi, si € notata una diminuzione del
contenuto di ferro sia in foglie che in radici dcune specie (Figura 70/A, 50/A, 44/A/B e
32/A/B). Ad esempio nell’esperimento condotto irré@o si € notato un minore contenuto di Fe
nelle radici del trattato rispetto al controllotuiti i campionamenti (Figura 44/A/C/E), mentre
per le foglie il trattato € risultato minore delhtmllo solo nel primo prelievo (Figura 44/B) dove
il tasso di traslocazione del cromo era doppioetigpa quello del secondo e terzo prelievo
(Tabella 19). Probabilmente la maggior quantitddiassorbito dalla pianta e traslocato nelle
foglie nel primo prelievo ha influito negativamergel trasporto del Fe alla parte aerea della
pianta. Infatti, per la sua somiglianza con il*Fsia nelle proprietd chimiche che nelle
dimensioni ioniche, sembra che il Cr(lll) si comaoti in modo affine a tale ione interferendo
con il suo assorbimento e inducendo un’alterazioeemetabolismo del Fe (Schmidt, 1996;
Pandey e Sharma, 2003). Un negativo effetto sslidsmento del Fe fu riscontrato anche su
piante di pomodoro in conseguenza a trattamentcommo (Moralet al 1996).

Tuttavia il contenuto in ferro non ha sempre dapaste univoche, in quanto in alcuni casi si
sono ottenuti degli aumenti del contenuto in fgreo le piante sottoposte a trattamento rispetto a
quelle di controllo, come in foglie @. albae fragilis nei prelievi di giugno 2005 e ottobre 2006
per I'esperimento condotto su terreno (Figura 4B)Din radici trattate con Cr 300 uM &
matsudana(Figura 50/A), in radici diS. fragilis e matsudanatrattate con Cr 100 e 300 pM
(Figura 69/A/B). Anche 'aumento nel contenuto iea & documentato in letteratura in piante
allevate in presenza sia di cromo trivalente clavasnte (Caret al, 1977a,b; Misra e Jaiswal;
1982; Schimdt, 1996), eppure non sono ancora eheibasi fisiologiche di tale fenomeno.
Bonetet al. (1991) proposero che i benefici effetti di unadaasoncentrazione di Cr (0,25 - 1
uM) fossero dovuti ad un aumento nel trasporto di Relle dicotiledoni il Fe viene
preferibilmente assorbito come Fe(ll) il quale @eprodotto grazie all'attivita dell’enzima
Fe(lll)-reduttasi che riduce il Fe(lll) a Fe(ll).eN1996 Schmidt misurd un aumento dell’attivita
dell’enzima Fe(lll) reduttasi associato alle radicipiante Fe-carenti e sottoposte a trattamenti
con Cr a basse concentrazioni. Caryal (1977b) hanno riscontrato che somministrandolKpr(l
e Cr(VI) in concentrazioni variabili tra 200 e 806 I'* a diverse dicotiledoni orticole, queste
assorbivano Fe in maggiore quantita rispetto aietp di controllo. Al contrario Shaker (2004)

trovo che il cromo inibiva la riduzione del Fe(ld)Fe(ll) e competeva con i siti di assorbimento

147



del Fe(ll) inoltre, ad alte concentrazioni, il Gotebbe indurre sintomi di ferro-carenza grazie
alla sua capacita di sostituire il Fe in siti flsigici importanti (Chatterjee e Chatterjee, 2000).

In base alle risposte ottenute nei vari esperimdatirelazione Cr-Fe non sembra
univocamente definita ma a volte sembra influenziglia biodisponibilita del cromo nel
medium di crescita e percio dalla sua concentrazibriatti sembra che dove il Cr e presente in
basse concentrazioni, come nel caso della proteriano, dove la biodisponibilia del cromo é
ridotta rispetto agli allevamenti in soluzione iplomica, si verifichi un aumento nel contenuto in
ferro nelle piante trattate rispetto al controlfagura 44). La quantita di Fe misurata nel terreno
pari a 5,8 g Fe K§suolo secco, valore che corrisponde al minimdingtvallo di contenuto in
ferro per i terreni coltivati (Violante, 2005). l@, si pud supporre che il Fe sia poco
biodisponibile a causa del pH alcalino del terretesso (Tabella 18). Come € stato riportato in
precedenza si puo ipotizzare che il Cr abbia agjfitnolando I'attivita della Fe(lll)-reduttasi e
favorendo quindi la produzione della forma di Fecekile, la F& (Schmidt, 1996). Non &
quindi possibile affermare in modo univoco cherdesgnza di cromo influisca in modo negativo
all’'accumulo di ferro.

Per quanto riguarda la diminuzione dell’attivithofsintetica e probabile che essa sia legata ad
alcuni fattori quali ad esempio la diminuzione djrpenti fotosintetici, come clorofilla a e b. Il
massimo calo delle clorofille si & ottenuto neliesmento condotto in soluzione idroponica con
piante trattate per 15 giorni (Figura 51/A). Tafee®o in risposta allo stress indotto dal cromo
nelle piante e ben documentato in letteratura (€hae e Chatterjee, 2000; Panda, 2003;
Sharmeet al, 2003; Pandey e Sharma, 2003; Scoccetrai., 2006). || cromo infatti possiede la
capacita di degradare I'acid®aminolevulonico deidratasi (ALAD), un important@zéna
coinvolto nella biosintesi della clorofilla, corae interferisce con l'utilizzazione dell’acide
aminolevulonico (ALA) (Vajpayeeet al, 2000). Si suppone anche che il Cr possa ridurre
I'attivita dell’ALAD in quanto si sostituirebbe agbni Mg dai siti attivi dell'enzima (Vajpayee
et al, 2000).

Il calo dellattivita fotosintetica pud essere g anche dallo stato di degradazione
dell’'ultrastruttura dei cloroplasti evidenziato l@ahdagini effettuate al TEM (Figura 62 e 63). In
alcuni studi la condensazione dello stroma e stessa in relazione ai sintomi derivanti dallo
stress ossidativo cosi come la deformazione eribmvolume dei cloroplasti (Figura 62/B/C e
63/B/C) (Kukkolaet al. 2000).

In altre condizioni di crescita delle stesse piamte si e registrato un calo nel contenuto di
clorofille, anzi nelle piante allevate in terrenbp €s registrato un significativo aumento nel

contenuto di clorofille nelle piante esposte alneooper tutti i prelievi e per tutte le specie di
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salice utilizzate (Figura 45/A/C/E), tale rispoptatrebbe essere collegata al generale aumento di
Fe riscontrato nelle foglie (Figura 44/B). Anchaumento del contenuto in clorofille ha trovato
riscontro in letteratura in alcuni esperimenti cottidcon Cr sia a basse (Boredtal, 1991) che

ad alte concentrazioni (Sharnead d. 2003). In quest'ultimo lavoro piante di mais eostate
sottoposte a trattamenti con Cr(IV) per 40 giormicacentrazioni crescenti di cromo (0,05-0,1-
0,25-0,5 e 1 mM) e in corrispondenza dei trattamson Cr superiori a 0,1 mM il contenuto di
clorofilla era uguale o leggermente superiore tispal controllo.

Per quanto riguarda il contenuto di cromo nei tegsgliari e radicali (Figura 25, 30, 42, 48 e
66) si riscontrano differenti capacita di accumsia confrontando fra loro le varie specie sia
allinterno di ogni singola specie. Infatti si sonitevate notevoli differenze nella quantita di
cromo immobilizzato nei tessuti in relazione alsudo di crescita utilizzato.

I livelli di cromo presenti in piante cresciutesanoli non contaminati sono solitamente minori
di 1 ug Cr ¢ s.s., raramente superano i 5 pg Crsgs., e tipicamente rientrano nell’ordine di
0,02 e 0,2 ug Crys.s. (Kabata e Pendias, 1992). Nelle prove effattin questo studio i dati
rilevati nei tessuti di controllo non eccedono rihaalore medio di 14ig Cr g* s.s. in radici e 4
ug Cr g* s.s. in foglie per tutti gli esperimenti, mentrealore dei tessuti delle piante sottoposte
a trattamento arrivano a livelli notevoli.

| valori massimi di accumulo si sono ottenuti resperimento condotto in soluzione
idroponica e trattamento per 15 giorni (Figura @ajttavia si e rilevato un maggior accumulo in
corrispondenza delle radici di piante trattate €m100 uM rispetto a quelle sottoposte al
trattamento con Cr 300M. Tale risultato & in contrasto con i dati disgwhiin letteratura che
riportano generalmente un maggior accumulo Cressuti di piante trattate con concentrazioni
superiori (Dixit et al, 2002; Scocciantet al, 2006; Yuet al, 2007). La quantita di Cr
accumulata potrebbe essere stata alterata dallo diadeperimento generale delle piante,
testimoniato anche dalle indagini di microscopia, attica che elettronica (Figura 60, 61, 62 e
63). Infatti € molto probabile che a causa di &0 di deperimento i sistemi di assorbimento e
traslocazione del Cr siano stati compromessi cosiecé probabile che vi sia anche stata una
perdita di Cr da parte delle cellule a causa detladegradazione in corrispondenza delle piante
trattate con Cr 30QM. Infatti € noto che quando la cellula si dannaggimuore le sostanze che
aveva accumulato si disperdono nuovamente alllestabbandonandosi al processo spontaneo
della diffusione (Longo, 1997). Anche MacFarlanBwechett (2000) trovarono una maggiore
concentrazione di Cu in foglie di mangrovia sotstgoa trattamento con Cu 4@ g di

sedimento rispetto a quelle cresciute alla coneeitne di Cu 80Qg g* di sedimento
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Per quanto riguarda gli esperimenti condotti wdizdo soluzione nutritiva € interessante
notare che in soluzione idroponica le piante haraggiunto valori di accumulo di cromo molto
elevati, soprattutto nell’apparato radicale (Figd&a 66), mentre nei tessuti delle piante cresciute
in agriperlite e irrorate della stessa soluziongitiva si sono ottenuti valori di accumulo piu che
dimezzati rispetto ai precedenti (Figura 30). Upgegazione di tale differenza ci e fornita da
uno studio condotto da Chakét al(2002) nel quale &€ emerso che la perlite & in @rdid
adsorbire, dopo 24 ore, fino al 40% del Cr(lll) edwhato tramite una soluzione di Cr(lll) 0,38
mM. Inoltre I'adsorbimento aumenterebbe esponemaate passando da pH 1,5 a 5. Il pH
misurato nelle soluzioni di trattamento (Tabellar&sulta quindi essere compreso nell'intervallo
in cui il fenomeni di adsorbimento del Cr(lll) seipareti della perlite sarebbero superiori al 22%
(Chakiret al, 2002). E ipotizzabile quindi che il minor accumdi cromo nei tessuti di piante
allevate in perlite sia dovuto ad una minore bipdrsbilita del metallo nella soluzione nutritiva
circolante e quindi a un minor assorbimento daepdella pianta. Cido sembrerebbe inoltre
spiegare il motivo dei minori effetti negativi esigati dal Cr sulle piante allevate in agriperlite
rispetto a quelle allevate in soluzione idroponiteelazione ai parametri visti in precedenza.

Anche per I'esperimento condotto in terreno e gmkesiche il minor accumulo di Cr nei
tessuti vegetali sia dovuto ad una minore dispétibdel Cr nel terreno. Infatti il cromo
trivalente & adsorbito 30+300 volte piu fortemegita componente argillosa del suolo rispetto al
cromo esavalente (Griffiat al, 1977). All'aumentare del pH I'adsorbimento de(l0y a questa
componente aumenta mentre diminuisce per il Cr(fifip ad azzerarsi nei confronti del Cr(VI)
a pH intorno a 8,5. L’'aumento di adsorbimento deli} ad alti valori di pH e attribuita alla
capacita di scambio cationico-adsorbimento dellecigpidrolizzate di Cr(lll) (Griffinet al,
1977). Il pH misurato nel terreno utilizzato pexsperimento é pari a 8,3, valore che lo rende un
terreno alcalino (Tabella 18).

Il contenuto di cromo misurato in radici e fogliellé specie dBalixin tutti gli esperimenti
effettuali in questo studio conferma quanto osgerda altri ricercatori: il Cr presente nelle
foglie &€ decine di volte inferiore alle concentmadiriscontrate nelle radici, in quanto i tassi di
traslocazione si aggirano generalmente attornold@ho (Tabella 16, 19, 21 e 23). Percentuali
simili sono state riscontrate anche da Zagedl (1998) in alcune piante del gend@rassica
ma si osservano comunemente in molte specie siacegbche arboree trattate con cromo
(Huffman e Allaway, 1973; Cargt al, 1977; Punshon e Dickinson, 1997; Zaytdl, 1998;
Stoltz e Greger, 2002; Pandey e Sharma, 2003; Zay&drry, 2003; Rosselkt al, 2003;
Vandecasteelet al, 2005).
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Mandabeiraet. al. (2006) hanno studiato le modalita di assorbimettasliocazione e
stoccaggio del Cr(lll) all'interno di piante di paatoro. Il Cr(lll) fu localizzato nel parenchima
corticale delle radici di alcune cellule che sta@s® calcio ossalato inoltre mediante I'indagine
al TEM la ricerca dimostro che il Cr(lll) si condemin radici e fusti molto piu che in foglie e
viene traslocato limitatamente in quanto forma clesg stabili con molecole organiche come
proteine e carboidrati gia all'interno delle radi€lome € stato osservato in molti studi una
ridotta quantita di Cr giunge tuttavia fino allegghe, dove si ritiene che venga complessato da
composti organici (come l'acido ossalico), indivadiucome potenziali chelatori del Cr(lll)
(Zenk, 1996; Lasaet. al, 1998; Lasat, 2002; Hall, 2002; Mangabegtaal, 2006). I cromo
legato all’ossalato nelle foglie sembra che possare secreto sotto forma di struttura cristallina
sulla superficie fogliare (Lytlet al, 1998).

Tuttavia, in piante db. fragilise matsudanaresciute in soluzione idroponica e sottoposte per
15 giorni a trattamento con cromo 30N si é riscontrato un tasso di traslocazione soperal
20% (Tabella 21). Cio potrebbe essere imputablitestato di generale sofferenza misurato nelle
piante e alla conseguente alterazione dei prodessisorbimento e traslocazione del metallo. E
da notare tuttavia che la capacita di traslocazideleCr dalle radici alle foglie non rivela
differenze significative dal confronto fra le dupesie all'interno di ciascun trattamento
nonostante I'accumulo di cromo nelle radici foss@tmpiu elevato irS. fragilisrispetto alS.
matsudangFigura 48).

Considerando congiuntamente il contenuto di crorab grammo di sostanza secca e la
biomassa prodotta dalle piante, si ha una misulta denozione totale di cromo effettuata da
ciascuna specie. E interessante notare $hdragilis & la specie che in tutte le modalita
sperimentali applicate e risultata la migliore @nntini di rimozione di cromo, quindi la capacita
di accumulo sembra essere una qualita intrinségapécie, mentre rhediumdi crescita sembra
influenzare la biodisponibilita del Cr. Infatti glaccumuli maggiori si ottengono in
corrispondenza degli esperimenti condotti in saoei idroponica, mentre i minori per quelli
condotti in agriperlite e in terreno.

Per quanto riguarda I'esperimento in terreno er@sgante notare la diminuzione di accumulo
per unita di biomassa nei tessuti analizzati deligwi di giugno e ottobre 2006 rispetto a quello
di ottobre 2005. Cido potrebbe essere imputabildinsitato volume di terreno contaminato.
Inoltre il terreno utilizzato e stato contaminattmcCr una sola volta e il cromo presente in esso,
peraltro in quantita molto modeste (Tabella 20)) pssere andato incontro nel tempo a maggiori

fenomeni di complessazione e adsorbimento da gdatterreno.
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La tabella 20 mostra la variazione percentuale anellicromo nel terreno suddiviso per
ciascuna specie su di esso cresciuta. Tale valere \confrontato con quello riscontrato nel
terreno di “controllo + Cr”, ossia terreno sottofmoal medesimo trattamento con cromo e pari
regime di adacquamento ma non inerbito e quindoposto alla sola perdita di cromo dovuta
all'effetto della lisciviazione dell’acqua nel terro. In tutte e tre le epoche di campionamento si
nota come la presenza dei salici abbia contrikalitabbassamento del contenuto totale di cromo
nel terreno. Questo risultato conferma I'effettsipvo che le piante di salice utilizzate hanno
nella rimozione del Cr(lll) dal terreno e mostrdimmportante ruolo che potrebbero assumere se
impiegate in aree contaminate da cromo trivalelmeltre anche la quantita di Cr sequestrata
allinterno delle radici risulta non & piu soggettafenomeni di lisciviazione con conseguente

contaminazione delle acque superficiali e profonde.
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6. CONCLUSIONI

Nella fase di progettazione di un impianto di fiepdrazione e fondamentale la scelta
accurata delle specie vegetali da utilizzare, laziene al tipo di contaminante, alle condizioni di
crescita e ai tempi di decontaminazione. Tale ace@lio infatti pregiudicare [efficacia
dell'azione fitodepurante. Negli anni, moltepliggesimentazioni hanno cercato di chiarire le
potenzialita fitodepurative dei salici. Nel com@lessi € notata una buona capacita di accumulo
di inquinanti naturali e xenobiotici con ampia \anilita a seconda della specie considerata per
produzione di biomassa, capacita di accumulo, dcagione dall’apparato ipogeo a quello
epigeo, con possibile specificita di rimozione p@o o piu metalli. L'individuazione delle
specie piu adatte alla rimozione/stabilizzazioniidguinante non pud quindi prescindere da
un’adeguata sperimentazione.

L’esito degli esperimenti effettuati su salici spibsti a trattamenti con cromo trivalente, ha
evidenziato alcune caratteristiche intra-specifiche possono essere influenzate dalle modalita
sperimentali. La scelta dehediumdi crescita, ad esempio, pare influire sulla vigdodi
accrescimento di alcune speck: elaeagnosi e rilevata particolarmente vigorosa in terreno
mentre ha manifestato crescita stentata in agttigerl

Confrontando i tre substrati di crescita, se ddatm non si puo prescindere dall'utilizzo del
terreno in quanto costituisce il naturale substdatsviluppo delle piante, dall’altro, I'agripesit
e la soluzione idroponica sono stati utilizzatcaps sperimentali per ridurre la complessita delle
interazioni che avvengono fra suolo e pianta. Balfronto fra soluzione idroponica e agriperlite
sembra che quest’ultimo sia il substrato meno addla sperimentazione infatti € emerso che le
piante allevate in agriperlite accumulano una gtedt cromo inferiore rispetto a quelle allevate
in soluzione idroponica. Cio potrebbe essere infpletad una ridotta biodisponibilita di Cr che
verrebbe adsorbito dalla perlite, cosi come evid¢ozin alcune pubblicazioni scientifiche.
Questo aspetto altera quindi la valutazione delteneialita massima fitodepurativa delle piante.

Per effetto della mediazione del substrato di ¢t@smche gli esiti del cromo sulle piante non
si sono manifestati in maniera univoca: se ad #&tegancentrazioni e biodisponibilita il cromo
esplica una notevole tossicita sulle piante, a doassicentrazioni esso sembra stimolare la
crescita e la produzione di clorofille. Le piantesciute in terreno contaminato con Cr(lll) sono
apparse piu rigogliose delle corrispondenti crésangl terreno non trattato.

S. fragilis € la specie che ha ottenuto i migliori risultati termini di accumulo,
indipendentemente dal variare delle modalita spamtali e delle concentrazioni di Cr utilizzate.

La capacita di accumulo sembra percio essere uaditajuntrinseca alla specie, mentre |l
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mediumdi crescita pare influenzare la biodisponibilitdl €r. Gli accumuli maggiori si sono
infatti ottenuti negli esperimenti condotti in splone idroponica, mentre i minori sono stati
registrati in agriperlite e in terreno.

In S. fragilise stata inoltre osservata una elevata produziobh@iohassa radicale e cio rende
guesta specie certamente utilizzabile su terrentacoinati da cromo per la sua attitudine a
raggiungere in breve tempo una buona penetrazieinemeno.

Va segnalato tuttavia cl® fragilisha mostrato i piu bassi indici di tolleranza cédtigper gl
esperimenti in soluzione idroponica. Cio potrebididare che le piante migliori accumulatrici
possono in realta essere le meno tolleranti plartabassa efficienza nell’attuare delle strategie
di difesa contro I'ingresso del cromo rispetto alpecie piu tolleranti.

Un altro parametro che sembra non variare con l|elafita sperimentali e il tasso di
traslocazione del Cr alla parte epigea. Tale ind=mdta generalmente molto ridotto e aumenta
nemmeno a fine stagione vegetativa per I'esperiogenterreno.

Per quanto sopra esposto, ed in particolare peapacita di accumulo e la produzione di
biomassas. fragilisha fornito i migliori risultati per il fitorimendiai substrati contaminati da
Cr(lll) risulta essere i6. fragilis

In termini generali la ridotta traslocazione allartp epigea rende le specie analizzate in
guesto lavoro piu adatte alla fitostabilizzazioninéerno dei tessuti radicali che alla
fitoestrazione. Cio € comunque considerato comagpetto positivo in quanto il cromo viene
immobilizzato e non e piu soggetto a fenomenigtiliazione con conseguente contaminazione

delle acque superficiali e profonde.
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