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Abstract

In Sardinia there are several areas at high metal contamination and, among the most polluted ones,
we can find the mining sites. Soil mining remediation is indisputable, but usually very expensive.
Among several heavy metal remediation techniques currently available, phytoremediation is
considered to be a low-impact technology and less expensive than classical ones.

The main objective of this work was investigating about the possibility of using autochthonous
species, both bush and leguminous, for heavy metal contaminated soil phytoremediation in a xeric
climate.

Atriplex halimus shrub was tested in this research work. This plant, which is a perennial,
autochthonous saltbush, can produce remarkable aerial biomass amounts, and can grow in very
restrictive pedo-climatic conditions. Atriplex halimus growth, survival and metal accumulation in
aerial and radical tissues were evaluated through different tests, performed at pot scale, on a soil
contaminated by mining activity. Clonal differences were also investigated. Furthermore,
amendments were tested to improve the soil characteristics and identify a cheap and effective cultivation
system, capable of increasing plant survival and biomass yield. Different methods were evaluated to
reduce the times required for plant production before plantation. Plant cultivation by stem cutting
were also studied.

Medicago polymorpha, a leguminous and Nitrogen fixing species, was tested to reduce amendments
during a cultivation crop cycle. Its survival and adaptability in heavy metal contaminated soil was
evaluated. This plant grows spontaneously in Mediterranean areas and it was never studied for
phytoremediation before the present work.

The research work showed that Atriplex halimus can be considered effective for phytoremediation
of Sardinian soils contaminated by mining activity. The plants grown in soils contaminated by
heavy metals showed in fact a good adaptability, a significant growth and a high metal
concentration level in the tissues. Moreover, this work opens up the possibility of using Medicago
polymorpha species in phytoremediation activities due to its germination ability and plant survival
observed in heavy metal polluted soils.
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Introduzione

In molte aree del mondo, inclusa I’Europa, i metalli rappresentano uno tra i problemi ambientali piu
importanti (Akinyele e Shokunbi, 2015; EEA, 2014) e, il danno causato a livello ambientale dalla
presenza di questi contaminanti, & aggravato dalla loro persistenza e immutabilita.

In Sardegna sono presenti estese aree ad elevata contaminazione da metalli, e tra quelle
maggiormente colpite si possono individuare le aree interessate dalla passata attivita estrattiva.

Le tecniche ingegneristiche convenzionali per il recupero di suoli contaminati, oltre ad avere costi
proibitivi e generare elevate quantita di residui addizionali che devono essere a loro volta smaltiti
(Ali et al., 2013), possono alterare irreversibilmente le proprieta fisico- chimiche e microbiologiche
dei suoli (Conesa et al., 2012).

Per superare i problemi generati dai trattamenti dei suoli con tecniche convenzionali e utilizzare le
indicazioni contenute nella normativa di riferimento, nelle ultime due decadi, sono state studiate
tecniche biologiche, in situ, considerate ambientalmente compatibili e a basso costo: I'insieme di
queste tecniche & chiamato "fitorisanamento” (Alkorta et al., 2004; Ali et al., 2013; Stephenson e.
Black 2014; Conesa et al., 2012; Mench et al., 2010).

Il fitorisanamento di suoli contaminati da metalli puo essere affrontato mediante due tecniche:
fitoestrazione e fitostabilizzazione (Wong, 2003).

Un'attenta selezione delle specie e l'ottimizzazione della loro crescita sono dei fattori chiave della
riuscita del fitorisanamento in suoli contaminati e in diverse condizioni pedoclimatiche (Kidd et al.,
2015). Le piante oltre che alla presenza di contaminanti, a seconda dei casi, devono resistere a
deficit idrico e di nutrienti, all'acidita o salinita del substrato, alla presenza di attacchi parassitari o
fungini, etc. Il successo del fitorisanamento dipende da un'attenta implementazione di pratiche
agronomiche come per esempio la selezione della specie, rotazione, intercropping, densita di
impianto, fertilizzazione e irrigazione, controllo dei parassiti (ITRC, 2009; Kidd et al., 2015).

In clima arido e semiarido in particolare, la scelta delle specie vegetali, sia in attivita di
fitoestrazione che di fitostabilizzazione, deve tenere conto, oltre che dei problemi ambientali di un
suolo contaminato, anche della scarsita idrica e spesso anche della salinita del suolo (Mendez e
Maier, 2008).

Una opzione considerata rilevante, € che le piante utilizzate in attivita di fitoestrazione possano
avere un ulteriore utilita economica, attraverso un concetto integrato di fitorisanamento, in cui
I'attivita di risanamento €& accoppiata alla produzione di energia dalla biomassa e al recupero dei
metall(oid)i (Kidd et al., 2015; van der Ent et al., 2013).

Per ottenere profitti da diverse attivita di fitorisanamento possono essere utilizzate sia specie
vegetali iperaccumulatrici (generalmente a bassa produzione di biomassa) che specie non
iperaccumulatrici ad elevata produzione di biomassa. In quest'ultimo caso potrebbe essere la
produzione di biomassa a determinare la redditivita del processo, principalmente grazie all'energia
da essa ottenibile (Jiang et al 2015).

L'attivita di ricerca sviluppata nel presente lavoro, ha come obiettivo generale indagare la possibilita
di utilizzare specie autoctone legnose e specie leguminose per attivita di fitorisanamento di suoli
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contaminati da elevate concentrazioni di metalli pesanti in clima xerico. A tale scopo sono state
studiate diverse possibilita di coltivazione, al fine di ottenere un miglior compromesso economico-
produttivo e ambientale.

La specie vegetale legnosa e ad elevata produzione di biomassa scelta & Atriplex halimus, per la
capacita di sopravvivenza che mostra in ambienti contaminati da metalli pesanti e per l'adattamento
a climi xerici, che corrispondono a quelli prevalenti in diverse aree della Sardegna.

La specie leguminosa scelta € Medicago polymorpha, per la quale, nel presente lavoro, sono state
studiate la capacita di sopravvivenza e adattamento su substrati contaminati da metalli pesanti. Tali
caratteristiche non erano ancora note, per l'assenza di precedenti studi in applicazioni di
fitorisanamento. Questa specie, & stata scelta perché oltre ad essere una leguminosa azotofissatrice
che ben si adatta al clima della Sardegna, & una specie autoriseminante, che non necessita interventi
di semina ogni anno.

La scelta di specie autoctone legnose ¢ derivata dalla idea di utilizzare piante capaci di adattarsi alle
estreme condizioni ambientali e alla scarsita idrica tipica delle aree mediterranee, ma caratterizzate
anche da elevata produzione di biomassa e capaci di assorbire ed accumulare nei loro tessuti elevate
quantita di metalli. Quest’ultimo aspetto consente di valorizzare I’aspetto economico produttivo in
quanto rende praticabile un possibile sfruttamento delle biomasse ai fini energetici.

Per guesto motivo, attraverso diverse sperimentazioni su scala di laboratorio, piante della specie
Atriplex halimus sono state fatte crescere su substrati contaminati e sono state studiate le capacita di
sopravvivenza, di adattamento, produzione di biomassa e accumulo di metalli pesanti nei tessuti.
Allo stesso tempo, ai fini di ottimizzare il sistema di coltivazione di specie legnose autoctone su
suoli contaminati, sono stati studiati sistemi ammendanti che potrebbero consentire di migliorare lo
sviluppo della coltivazione con tecniche a basso costo, migliorando la sopravvivenza delle piante e
incrementando la quantita di biomassa ottenibile. E' necessario a tal fine considerare, come si &
detto, che i suoli minerari sono molto poveri in sostanze nutritive e materia organica ed il loro
ammendamento é indispensabile affinché possano ospitare qualsiasi coltivazione. La riuscita di una
coltivazione ad elevata produzione di biomassa, anche in attivita di fitorisanamento non puo
prescindere dalla presenza di una buona dotazione di materia organica e di macroelementi nel
terreno, primo fra tutti I'azoto. Ammendare pero grandi quantita di suoli minerari per realizzare
coltivazioni di fitorisanamento, richiede elevatissimi costi.

A tal fine sono state studiate diverse combinazioni di substrati che potessero consentire una
migliore performance produttiva della specie, limitando allo stesso tempo i costi di impianto e di
produzione. Per quanto riguarda la dotazione di materia organica e azoto, sono state studiate diverse
combinazioni di substrati contenenti compost da frazione organica di residui urbani. 1l compost
costituisce un ammendante abbondante sul mercato e a basso prezzo.

Inoltre, sempre con l'obiettivo di diminuire i costi dell'attivita di fitorisanamento utilizzando la
specie Atriplex halimus, sono state studiate delle soluzioni che consentissero di ridurre sia i tempi di
produzione delle piante e di impianto nel primo periodo, sia l'utilizzo di ammendanti durante il ciclo
produttivo. Per valutare la riduzione dei tempi di produzione delle piante sono state testate diverse
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soluzioni di impianto. Le piante sono state coltivate sui substrati sperimentali inizialmente sotto
forma di piante di due anni, come giovani plantule dell'eta di 2 e 3 mesi e sotto forma di talee.
L'utilizzo di leguminose in fitorisanamento ¢ derivata dalla capacita fissativa dell’azoto di queste
specie. Lo scopo della ricerca € dunque stato valutare la loro capacita di migliorare le disponibilita
di azoto nel terreno, riducendo allo stesso tempo i costi di distribuzione e di incorporazione di
fertilizzanti azotati. In questo modo, le specie leguminose potrebbero essere in grado di supportare
lo sviluppo delle specie legnose.

Una parte del lavoro € stata percio dedicata allo studio della capacita di sopravvivenza e
adattamento su substrati contaminati da metalli pesanti della specie Medicago polymorpha, finora
inesplorata a tal fine. Questa specie, & stata scelta perché oltre ad essere una leguminosa
azotofissatrice che ben si adatta a climi xerici della Sardegna, & una specie autoriseminante, che non
necessita interventi di semina ogni anno.

Le attivita sperimentali sono state condotte su scala di laboratorio ed articolate in sei fasi distinte. I
substrato contaminato utilizzato é stato prelevato dalla discarica di sterili minerari di Campo Pisano.
Il materiale vegetale é stato prelevato da diverse aree del sud Sardegna.

Il presente lavoro € articolato in 5 capitoli, i cui contenuti sono brevemente riassunti di seguito.

Nel capitolo 1, "Contaminazione da metalli pesanti", viene introdotto I’argomento della
contaminazione da metalli e le principali problematiche ambientali e sanitarie ad essa relazionate.
Nello stesso capitolo viene inoltre esposta la situazione attualmente presente in Sardegna riguardo
questo tipo di contaminazione e, a tal proposito, viene approfondita la tematica delle aree minerarie
del Sulcis Iglesiente e della Laguna di Santa Gilla.

Nel capitolo 2 viene affrontato il tema del risanamento dei suoli contaminati da metalli mediante
I'utilizzo di piante: il fitorisanamento. In questo capitolo viene dunque presentato lo stato della
conoscenza in materia e vengono descritte le principali tecniche attualmente utilizzabili, le possibili
applicazioni e le prospettive future per I'applicabilita del fitorisanamento di suoli contaminati da
metalli.

Nel capitolo 3 "Materiali e Metodi", vengono presentate le attivita sperimentali svolte nell'intero
lavoro di tesi. Nella parte iniziale vengono esposte le motivazioni e gli obiettivi del lavoro di ricerca
e successivamente vengono mostrate le attivita sperimentali realizzate in ciascuna delle sei distinte
fasi. In tale capitolo vengono presentate le specie vegetali utilizzate per realizzare le
sperimentazioni, Atriplex halimus e Medicago polymorpha, le loro caratteristiche botaniche e i loro
attuali utilizzi e potenzialita. Sono inoltre descritti i materiali utilizzati per la preparazione dei
substrati sperimentali e le modalita di analisi chimiche e fisiche che sono state applicate alle matrici
(suoli e piante) trattate nell'intero lavoro.

Nel capitolo 4 "Risultati”, sono presentati e discussi i risultati ottenuti in ciascuna delle 6 fasi
sperimentali.

Il Capitolo 5 "Conclusioni”, raccoglie una discussione generale dei risultati ottenuti dall'intero
lavoro sperimentale. A tale scopo viene presentata una visione dell'insieme delle diverse fasi
sperimentali e, sulla base dei principali risultati ottenuti, sono esposte le potenzialita applicative
delle specie vegetali studiate e delle tecniche testate, emerse dal lavoro di ricerca.
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CAPITOLO 1

CONTAMINAZIONE DA METALLI PESANTI

La contaminazione del suolo da metalli pesanti puo essere considerata uno dei problemi ambientali
piu rilevanti in molte aree del mondo. Nei paesi sviluppati (Akinyele e Shokunbi, 2015) e in
particolare in Europa (EEA, 2014), i metalli pesanti sono annoverati tra principali contaminanti del
suolo e tra i principali contaminanti alimentari (Akinyele e Shokunbi, 2015), rappresentando un
rilevante fattore di rischio per la salute umana.

Le sorgenti primarie di contaminazione da metalli sono la combustione di fonti fossili, l'attivita
mineraria e di trasformazione di matrici metallifere, la deposizione di fumi da attivita di produzione
di energia, i rifiuti urbani, i fertilizzanti, i pesticidi e i liquami (Garbisu e Alkorta, 2001).

1.1 Contaminazione da metalli pesanti nel suolo

Per quanto riguarda l'utilizzo della definizione di "metalli pesanti*, questo & generalmente legato al
concetto di contaminazione, di potenziale tossicita o ecotossicita ed e riferito normalmente a
elementi che presentano una densita compresa tra 3,5 e 7 g cm™ (Duffus, 2002), che usualmente si
comportano come cationi, che presentano diversi stati di ossidazione, bassa solubilita dei loro idrati
e alta affinita per i solfuri (Riffaldi e Levi - Minzi, 1989).

Secondo un’altra definizione comunemente utilizzata in letteratura, rientrano tra i metalli pesanti gli
elementi che presentano numero atomico > 20, sono dunque inclusi i metalli di transizione, alcuni
metalloidi, lantanidi e attinidi (Vamerali et al., 2010).

Molte fra le caratteristiche sopra elencate, sono comuni anche ad altri elementi che hanno carattere
metalloidico, per tale ragione la definizione “metallo pesante”, risulta secondo alcuni autori
imprecisa e non ha un preciso significato biologico (Riffaldi e Levi - Minzi, 1989).

I metall(oid)i sono elementi che si possono trovare naturalmente in un suolo e includono cromo
(Cr), manganese (Mn), ferro (Fe), cobalto (Co), nickel (Ni), rame (Cu), zinco (Zn), molibdeno
(Mo), cadmio (Cd), piombo (Pb), selenio (Se) e arsenico (As).

Alcuni fra questi (per esempio Fe, Mn, Zn, Cu, Ni e Mo), sono nutrienti essenziali per le piante
(DalCorso et al., 2013), mentre altri, come Cd, Pb e Hg, non svolgono alcuna funzione biologica
(Tangahu et al., 2011).

Nelle aree urbane, i principali responsabili della contaminazione da metalli (Zn, Cd, Hg, Pb) sono il
traffico automobilistico e la risospensione delle particelle del suolo, soprattutto nelle aree
industrializzate (Ordoriez et al., 2003).

1111 FoNTI
Il traffico veicolare e gli interventi sulle strade, costituiscono una fonte continua di contaminazione
delle acque superficiali e sotterranee. La contaminazione stradale ¢ originata dall’usura del motore e
8
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dei freni (Cd, Cu, Ni), dai lubrificanti (Cd, Cu, Zn), dai gas di scarico (Pb) e dall'abrasione dei
peneumatici (Zn) (Padmavathiamma e Li, 2007). E’ stato dimostrato che, per esempio, che il
contenuto di metalli sulla superficie del suolo, nelle piante e in alcuni artropodi, decresce
all'aumentare della distanza dalla strada, tale fenomeno puo essere apprezzabile fino ad una distanza
di circa 300 m (Viard et al., 2004).

Oltre alle attivita umane delle aree urbane industrializzate, anche le pratiche agrarie possono
costituire fonte di contaminazione. In passato per esempio, l'uso di fitosanitari ha comportato una
notevole distribuzione di metalli nei suoli agrari e si stima che oltre il 10% di fungicidi e insetticidi
apportasse Cu, Hg, Mn, Pb e Zn (Riffaldi e Levi - Minzi, 1989).

Sempre per quanto riguarda le pratiche agricole, la distribuzione di liguami come fertilizzanti
organici puo rappresentare un problema, soprattutto quando questi contengono notevoli quantita di
Cu e Zn. Tali elementi infatti, sono normalmente somministrati nella dieta alimentare e sono
assorbiti solo in basse percentuali (5 %), per cui la restante parte viene rilasciata nelle deiezioni
(Riffaldi e Levi - Minzi, 1989). Anche alcuni fertilizzanti chimici possono produrre contaminazione
da metalli, fra questi si segnalano in particolare i perfosfati (Riffaldi e Levi - Minzi, 1989).

In alcuni casi invece, la fertilizzazione con fosfati, puo supportare la formazione di composti stabili
del Pb e ridurne cosi la mobilitd nel suolo. Secondo quanto suggerito dal US Environmental
Protection Agency (Shahid et al., 2014), infatti, proprio tale pratica & da ritenersi uno dei migliori
metodi per immobilizzare il Pb nei suoli contaminati.

Una delle principali fonti di contaminazione da metalli, & indubbiamente I'attivita di estrazione
mineraria. In particolare & la frazione residua che deriva dal processo di estrazione a costituire la
principale fonte di contaminazione. Questi residui sono caratterizzati da un'elevata presenza di
particelle appartenenti alla frazione limosa e sabbiosa, scarso contenuto di nutrienti biologici (quali
N, P, K) e di materia organica, (Mendez e Maier, 2008).

Il pH dei residui minerari puo variare notevolmente, da molto acido ad alcalino, a seconda del
contenuto di carbonati e della potenziale acidita della matrice (Mendez e Maier, 2008).

Un basso pH, di per sé biotossico, aumenta la biodisponibilita dei metalli, incrementandone la
tossicita. L'insieme di questi fattori causa una scarsa attivita microbica del terreno e rende
difficoltosa la crescita della vegetazione.

A causa delle suddette caratteristiche, i residui di attivita minerarie dismesse, non messi in
sicurezza, restano per lungo tempo senza copertura vegetale e possono costituire un’importante
fonte contaminante. In queste condizioni infatti i metalli possono diffondersi nell'ambiente
mediante il trasporto eolico e mediante il trasporto idrico dovuto a fenomeni di percolazione o di
scorrimento superficiale.

1.1.1.2 EFFETTI SULL’AMBIENTE

L'assorbimento da parte delle piante e la traslocazione nei propri tessuti di contaminanti inorganici
come i metalli, sali e radionuclidi, dipende dallo stato redox, dalla speciazione chimica in cui si
trovano nel suolo, nei sedimenti o nelle acque sotterranee, oltre che dalla specie vegetale (ITRC,
2009).
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La variazione dello stato di ossidazione dei metalli pud variarne solubilita in acqua. Quando la
solubilita é elevata i metalli possono essere rimossi per lisciviazione mentre una bassa solubilita ne
determina la precipitazione che, a sua volta, causa una riduzione della biodisponibilita e dunque
della tossicita (Garbisu e Alkorta, 2001).

Secondo Petruzzelli et al. (2015) il rischio ambientale e umano relativo ai metalli, dipende
strettamente dalla biodisponibilita.

Tra i metalli facilmente biodisponibili si possono includere As, Cd, Cu, Ni, Se e Zn; fra quelli
considerati moderatamente biodisponibili si annoverano Co, Fe e Mn; mentre Cr, Pb e U,
presentano una scarsa biodisponibilita (ITRC, 2009).

Sebbene molti metalli sono essenziali per la vita perché costituiscono dei co-fattori essenziali nella
struttura di metalloproteine ed enzimi, altri sono tossici sia nei confronti di organismi superiori che
di microorganismi (Garbisu e Alkorta, 2001).

La tossicita dei metalli per gli organismi viventi e legata a meccanismi di tipo ossidativo e/o
genotossico, attraverso tre diverse modalita: producendo specie reattive a causa di autossidazione e
di reazioni del tipo Fenton (Fe, Cu); bloccando i gruppi funzionali essenziali nelle biomolecole (Cd,
Hg); spostando i metalli ionici essenziali dalle biomolecole (Alkorta et al., 2004).

I metalli possono seguire numerose vie di diffusione nell'ambiente ed entrare nella catena
alimentare. Quando presente nel suolo infatti, un metallo puo essere assorbito dall'apparato radicale
delle piante, trasportato nelle parti eduli e utilizzato direttamente dal consumatore primario (uomo o
animale), oppure dal consumatore secondario (uomo), quando questi si nutre di prodotti animali
consumatori primari (Riffaldi e Levi-Minzi, 1989).

Per quanto riguarda il contenuto di contaminanti negli alimenti, ai fini della tutela della salute
pubblica, il Regolamento CE N. 1881/2006 indica i tenori massimi di Cadmio, Mercurio, Piombo e
Stagno, che si possono riscontrare in diversi prodotti di origine agricola, vegetali e animali, sia
freschi che trasformati. Secondo questo regolamento, i prodotti il cui contenuto di contaminanti
superi il tenore massimo indicato, non devono essere commercializzati come tali, né dopo
miscelazione con altri prodotti alimentari, né essere impiegati come ingredienti di altri alimenti.

1.2 Contaminazione da Cadmio, Piombo e Zinco

Di particolare interesse per il seguito del presente lavoro é la contaminazione dovuta ad un elevata
presenza di cadmio (Cd), Piombo (Pb) e Zinco (Zn). Per tale ragione la tossicita di tali elementi
viene trattata in maniera distinta nei prossimi paragrafi.

1.2.1 CADMIO

Il Cadmio (Cd 2*) ha peso atomico 112,41 g mol™ e densita pari a 8.64 g cm™, punto di fusione a
320,9 °C e punto di ebollizione a 765°C si presenta di colore azzurro-bianco, (European Union,
2007). Questo elemento rappresenta uno fra i metalli piu tossici che possono entrare nella catena
alimentare (Neilson e Rajakaruna, 2015).
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Il cadmio e un elemento non molto abbondante nella crosta terrestre e la sua presenza spesso €
associata a quella di Zn (Clemens, 2006) Cu e Pb (ECHA, 2013). La presenza di Cd nell'ambiente,
oltre che da fonti naturali, ha origine nelle emissioni derivanti da attivita mineraria e industrie
metallurgiche, combustione di materie fossili, incenerimento di rifiuti o un loro inappropriato
trattamento (ECHA, 2013). In Europa vengono prodotte annualmente 5800 tonnellate di Cd all'anno
e, le maggiori fonti di contaminazione ambientale sono la distribuzione di fertilizzanti, la
produzione di ferro e acciaio e la combustione di petrolio (European Union, 2007).

Il cadmio presenta una mobilita molto piu elevata di altri metalli come per esempio piombo,
arsenico e mercurio (Clemens, 2006) e aumenta significativamente a pH< 6.5.

Il pH del suolo & un importante parametro che controlla la speciazione e la distribuzione delle
specie chimiche del Cd. A pH elevati (pH>7) tende ad essere assorbito e complessato rispetto a
quanto avviene a pH basso.

Il cadmio € considerato un elemento molto tossico per la salute umana, € cancerogeno, mutageno e
dannoso per la riproduzione.

L'assorbimento di Cd da parte della popolazione umana pud avvenire principalmente mediante
I'inalazione di aria contaminata, I'assunzione di cibo e acqua contaminati e, in misura minore, per
esposizione della pelle a polveri o liquidi contaminati da questo elemento (European Union, 2007) e
per inalazione attiva o passiva di fumo da tabacco (WHO, 2010).

Gli effetti del Cd sulla salute umana si evidenziano principalmente a danno dei reni, dove viene
inizialmente accumulato, con una permanenza media di 10 - 35 anni e induce danni irreversibili alla
funzionalita di questi organi (WHO, 2010). Elevati assorbimenti di Cd possono indurre disturbi nel
metabolismo del calcio, a danno delle ossa, inducendo osteoporosi, indebolimento del tessuto osseo,
fino a sfociare nella sindrome Itai-itai come osservato in un area mineraria del Giappone
contaminata da Cd (WHO, 2010).

1.2.2 PIOMBO

Il Piombo (Pb) ha numero atomico 82, massa atomica 207.2 e peso specifico 11.34 g cm™, & un
metallo bluastro-grigio argenteo con punto di fusione a 327.5 °C e punto di ebollizione a 1740 °C.
In natura esistono 4 isotopi con peso atomico 208, 206, 207 e 204 (in ordine di abbondanza
decrescente). 1l livello naturale di questo metallo nei suoli & compreso fra 50 e 400 ppm ma, le
attivita di estrazione mineraria, di fusione e di raffinazione, hanno causato un incremento dei livelli
di piombo nell'ambiente, soprattutto in prossimita delle aree minerarie e dei siti di trattamento
(EPA, Lead). Quando il Pb ¢ rilasciato in atmosfera da fonti industriali o da autoveicoli, puo essere
trasportato per lunghe distanze prima di essere deposto a terra, dove si unisce alle particelle del
suolo. Il Pb e i suoi composti inoltre, sono presenti in molti prodotti ad uso domestico, come pitture,
ceramiche, tubature, benzina, batterie e cosmetici.

Nonostante le sue molteplici applicazioni nelle attivita umane, il Pb pud essere tossico per gli
organismi viventi e non costituisce un elemento essenziale (Vamerali et al., 2010), in quanto non
utilizzato naturalmente in processi metabolici.
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La mobilita del Pb dal suolo alle acque sotterranee, dipende dal composto e dalle caratteristiche del
suolo, molti sali inorganici del Pb*" per esempio, fatta eccezione per i nitrati, i cloruri e i clorati,
hanno bassa solubilita in acqua. I composti del Pb predominanti nel suolo sono i fosfati, carbonati,
(idr)ossidi e solfuri e le loro proprieta cambiano a seconda del pH. Si pu0 dire in generale che, la
mobilita del Pb aumenta al diminuire del pH e, quando questo e superiore a 6 i composti del Pb si
trovano in forma insolubile (Magdziak et al., 2015).

L'EPA (US Environmental Protection Agency), pone particolare attenzione alla contaminazione da
Pb per la specie umana. Il Pb infatti & particolarmente dannoso nei confronti dei bambini in quanto
il loro corpo in sviluppo, assorbe piu piombo di quanto non faccia un corpo adulto e, il loro sistema
nervoso e il cervello sono piu sensibili ai danni da questo elemento. Negli adulti, la tossicita del Pb
si pud mostrare con danni all'apparato cardiovascolare, come ipertensione, disfunzioni renali e
problemi riproduttivi (EPA, Lead).

1.2.3 ZINCO

Lo zinco rappresenta uno fra gli elementi piu comuni della crosta terrestre, ha numero atomico 30,
peso atomico 65.38, punto di fusione a 419.5 °C, punto di ebollizione a 907 °C e nella forma
metallica si presenta di colore bianco-bluastro.

Elevate quantita di zinco sono immesse nelle matrici ambientali mediante attivita minerarie,
produzione di acciaio, combustione di carbone o di rifiuti. Queste attivita possono incrementare i
livelli di atmosferici di zinco, che puo in seguito depositarsi nel suolo e nelle acque. Le acque
inoltre, possono essere contaminate da zinco mediante la ricezione di reflui di attivita industriali,
chimiche e manifatturiere.

Lo zinco € necessario nella dieta umana, in quanto costituente di molti enzimi, svolge un importante
ruolo nella sintesi proteica e nella divisione cellulare. Secondo la FAO/WHO (2002), I'ingestione di
Zn per un uomo adulto non deve superare 45 mg giorno™ e per i bambini 23 - 28 mg giorno™.

Tali quantita, che normalmente sono difficili da raggiungere con una dieta normale, possono essere
superate in caso di alimentazioni basate su alcuni tipi di pesci (in cui tale metallo si accumula),
mediante 'assunzione di acque provenienti da fonti contaminate e/o mediante 1’uso di utensili da
cucina galvanizzati.

Lo zinco é assunto dal corpo umano mediante il sistema digerente ma, in casi di esposizione a fumi
o polveri minerarie contenenti questo metallo, pud penetrare attraverso le vie respiratorie e in
misura limitata attraverso la pelle. In seguito all'assunzione lo Zn viene stoccato nel corpo e il
contenuto aumenta rapidamente nel sangue e nelle ossa e, normalmente, viene eliminato attraverso
le urine e le feci (ATSDR, 2005). La tossicita da Zn si manifesta con problemi all'apparato
digerente e con febbre e letargia, mentre nel lungo periodo, elevate assunzioni di zinco possono
interagire con il metabolismo di altri microelementi come per esempio il rame (FAO/WHO, 2002).
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1.3 Aree contaminate da metalli in Sardegna

In Sardegna sono presenti estese aree ad elevata contaminazione da metalli, in particolare laddove
in passato vi ¢ stata un’intensa attivita estrattiva. L’isola ¢ stata infatti interessata per lungo tempo
dalla produzione di minerali e la gestione delle attivita da parte dell'industria estrattiva ha lasciato in
eredita importanti fenomeni di degrado ambientale.

Le aree maggiormente interessate dall'attivita mineraria si estendono a Sud Ovest della Sardegna,
nel territorio del Sulcis - Iglesiente - Guspinese. Queste aree sono attualmente comprese fra i SIN
(Siti di bonifica di Interesse nazionale) definiti dal D.M. 468 del 2001 e individuate con il nome di
“Sito di Interesse Nazionale del Sulcis Iglesiente Guspinese”. Quest'ultimo comprende anche le aree
industriali di Portovesme, di Assemini e di Sarroch e la sua perimetrazione € stata adottata dalla
Regione Autonoma della Sardegna (RAS) nel 2011 (D.R. 27/13, 2011).

Al fine di attuare le bonifiche e di individuare nuovi siti contaminati, la RAS ha predisposto un
documento di pianificazione degli interventi di risanamento ambientale: il Piano Regionale di
bonifica dei siti inquinati della Sardegna (D.R. 45/34, 2003). Tale documento si occupa di aree
contaminate di diversa tipologia, inclusi i SIN, ed é attualmente sottoposto al processo di
Valutazione Ambientale Strategica (VAS).

Sulla base del Piano Regionale di bonifica dei siti inquinati della Sardegna, & stato creato uno
strumento di pianificazione dedicato alle aree minerarie dismesse: il piano di bonifica delle aree
minerarie dismesse del Sulcis Iglesiente Guspinese. Questo documento, si pone come obiettivi
definire e realizzare le iniziative necessarie a superare I'emergenza e a realizzare opere di bonifica o
messa in sicurezza.

Nei territori interessati dalle attivita minerarie sono spesso evidenti scenari riconducibili alle attivita
di ricerca, di coltivazione dei minerali e di trattamento mineralurgico.

Fra i residui dell'attivita estrattiva, sono quelli a granulometria sabbioso - limosa che producono il
maggior impatto sulle matrici ambientali. Queste frazioni derivano dalle operazioni di
arricchimento del minerale attraverso processi di trattamento come [I’idrogravimetria e la
flottazione.

Di particolare interesse per il presente lavoro di ricerca sono due aree particolarmente gravate dalla
passata attivita mineraria: quella di Campo Pisano, dalla quale e stato prelevato il substrato
contaminato utilizzato per svolgere le sperimentazioni, descritta nel paragrafo 0. e quella della
Laguna di Santa Gilla, dalla quale é stato prelevato parte del materiale vegetale utilizzato nelle
sperimentazioni, descritta nel paragrafo 1.3.2 . In quest’ultima l'attivitd mineraria e industriale, ha
determinato forti impatti ambientali malgrado la distanza dalle aree di estrazione.

1.3.1 L'AREA MINERARIA DI CAMPO PISANO

L'area mineraria di Campo Pisano (CI), si trova nel bacino idrografico del Rio san Giorgio, presso
Iglesias. Questo bacino si estende per circa 35 km? e il fiume trasporta le acque nella palude di Sa
Masa e nell'arenile di Fontanamare. Nella valle di San Giorgio sono presenti numerose miniere,
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scavi, bacini di sterili e abbancamenti di fini. L'area risulta notevolmente compromessa a causa
della dispersione di fini di trattamento.

La miniera di Campo Pisano, insieme a quella di San Giovanni e di Monteponi, tra il XIX ed il XX
secolo, ha costituito uno fra i maggiori centri estrattivi di metalli in Europa.

L'area mineraria di Campo Pisano € caratterizzata dalla presenza di dolomie e calcari di vario tipo, a
ridosso di un intercalazione arenaceo-scistoso-carbonatica. Il giacimento di piombo e zinco relativo
a questa miniera venne dichiarato “scoperto” il 28 Settembre del 1870 e la concessione mineraria fu
affidata alla Societa di Monteponi per una superficie totale di 333 ettari (Marcello et al., 1965). La
miniera di Campo Pisano e stata un importante centro minerario fino agli anni ‘70 e nell'impianto di
trattamento venivano convogliati anche i minerali provenienti dalle miniere di Masua, San Giovanni
e Monteponi.

Attualmente nell'area di Campo Pisano sono presenti un esteso bacino di decantazione, il pozzo di
estrazione e gli impianti di trattamento del minerale, alcune strutture minerarie e la vecchia laveria.
Il sito di Campo Pisano si estende per circa 200 ettari ed € gestito dalla societa Igea Spa. Una
grande problematica é rappresentata attualmente dal bacino di raccolta degli sterili, dove tutt’ora si
raggiungono concentrazioni di Cd, Pb e Zn molto elevate e, a causa dell’enorme superficie da
risanare, ¢ difficile realizzare interventi di bonifica esclusivamente attraverso 1’applicazione di
sistemi convenzionali.

1.3.2 L'AREA DI SANTA GILLA (CA)

La laguna di Santa Gilla rappresenta una fra le piu importanti aree umide della Sardegna, si trova
nella costa sud della Sardegna, nei pressi della citta di Cagliari. La Laguna ha un'ampiezza di circa
15 km?, una profondita media di 1m e, nel canale che collega la laguna con il mare, pud raggiungere
i 3 m di profondita.

Nella laguna confluiscono diversi fiumi, fra i quali i piu importanti sono il Flumini Mannu e il Rio
Cixerri. L'area e la morfologia del bacino hanno subito notevoli variazioni nel tempo. Nella prima
meta del 1900, nel settore nord-orientale della laguna, che si presentava bassa e paludosa, sono state
realizzare ampie colmate, finalizzate alla costruzione dell’aeroporto di Elmas. Importanti
trasformazioni sono state realizzate anche nell'area chiamata peschiera di Santa Gilla e nel settore
nord-orientale della zona, in cui € stato realizzato il porto canale (Arpas, 2006).

Le attivita di natura antropica, in maniera diretta o indiretta, hanno determinato importanti fenomeni
di contaminazione. A seguito della crescita demografica e dello sviluppo industriale dell’area
circostante, nella laguna sono state scaricate quantita ingenti di reflui di origine domestica e
industriale. Tra la meta degli anni 60 e la meta degli anni 80, il margine ovest é stato interessato dal
riversamento di reflui non trattati provenienti dal polo chimico industriale, mentre la parte est, negli
stessi anni € stata interessata da scarichi non trattati provenienti dall'area urbana di Cagliari
(Degetto et al., 1997).

La parte a nord della laguna e stata interessata principalmente dalla presenza di Pb e Zn,
presumibilmente di origine mineraria (Degetto et al., 1997). Il Rio Cixerri infatti riceve acque di
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drenaggio di alcune miniere dismesse del Sulcis Iglesiente e nelle sue acque sono state rilevate
elevate concentrazioni di metalli (Cidu e Frau, 2009).

Nella laguna, a causa dei livelli di contaminazione riscontrati, nel 1974, fu vietata ’attivita di pesca
(Arpas 2006) e negli anni ottanta fu realizzata un'opera di bonifica mediante la quale vennero
asportati sedimenti inquinati da metalli pesanti nel settore occidentale.

Venne inoltre creato un sistema di canali, al fine di impedire I’afflusso di scarichi urbani ed
industriali e che, allo stesso tempo, favoriscono il ricambio delle acque piu interne con quelle del
mare.

Secondo uno studio condotto dall'Arpas (2006), nei sedimenti della laguna di Santa Gilla, esistono
diverse aree con contenuti anomali di mercurio, piombo e zinco. Secondo questi autori, i dati
rilevati, non mostrano variazioni rispetto a quelli ottenuti da indagini pregresse, né per quanto
riguarda I'area di distribuzione né per quanto riguarda i livelli di concentrazione dei metalli totali.
Frontalini et al. (2009) riportano la presenza di elevate concentrazioni di metalli nei sedimenti nella
laguna. Gli studi condotti nell’area hanno messo in evidenza elevate concentrazioni di Hg, Cd, Ni,
Pb, Cr e As che superano i limiti imposti dalla normativa relativa a standard di qualita delle acque e
dei sedimenti. Le concentrazioni piu elevate sono state riscontrate soprattutto nella parte piu interna
della laguna, di fronte alle aree a maggiore presenza di attivita industriale.

Questo ecosistema € attualmente incluso nella Rete Natura 2000 e sottoposto a diverse misure di
tutela quali: art 142 del DPR 448/76 (Zone Umide), Oasi permanente di protezione faunistica, Zona
di protezione speciale (ZPS) sito di interesse comunitario (SIC), Important bird area (IBA).
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CAPITOLO 2

FITORISANAMENTO

2.1 Tecniche di bonifica di matrici contaminate da metalli pesanti

La bonifica dei siti contaminati é disciplinata in Italia dal Decreto Legislativo n.152 del 2006. Con
la bonifica (art 240, comma 1, lettera p) si intende "l'insieme degli interventi atti ad eliminare le
fonti di inquinamento e le sostanze inquinanti o a ridurre le concentrazioni delle stesse presenti nel
suolo, nel sottosuolo e nelle acque sotterranee ad un livello uguale o inferiore ai valori delle
concentrazioni soglia di rischio (CSR).

L'intervento su un suolo contaminato puo essere realizzato in funzione di distinti obiettivi ed in tal
senso si possono distinguere:

— interventi di bonifica
— interventi di messa in sicurezza permanente,

In particolare, mentre la bonifica di un sito inquinato ¢ finalizzata ad eliminare I'inquinamento o a
ricondurre le concentrazioni delle sostanze inquinanti entro i valori soglia di contaminazione (CSC),
gli interventi di messa in sicurezza sono finalizzati alla rimozione e all'isolamento delle fonti
inquinanti, e al contenimento della diffusione degli inquinanti per impedirne il contatto con I'uomo
e con i recettori ambientali circostanti.

Il Decreto 152/2006 specifica anche il concetto di ripristino e ripristino ambientale (art 240, comma
1, lettera @) con cui sono intesi "gli interventi di riqualificazione ambientale e paesaggistica, anche
costituenti complemento degli interventi di bonifica 0 messa in sicurezza permanente, che
consentono di recuperare il sito alla effettiva e definitiva fruibilita per la destinazione d'uso
conforme agli strumenti urbanistici".

Lo stesso decreto indirizza I'operatore a scegliere la tecnica da applicare tra quelle contenute nell’
Allegato 3 alla parte quarta del decreto (art 242), dove sono contenuti "i criteri per la selezione e
I'esecuzione degli interventi di bonifica e ripristino ambientale, di messa in sicurezza operativa o
permanente, nonché per l'individuazione delle migliori tecniche di intervento a costi sostenibili
(B.A.T.N.E.E.C. - Best Available Technology Not Entailing Excessive Costs)".

L'allegato 3 del D.Lgs: 152/2006 fa capo alla normativa Europea, come per esempio la Direttiva
2008/1/EC, in cui € contenuta una guida per la selezione della tecnica piu adatta, che va applicata in
accordo con i criteri di compatibilita ambientale e con I'esistenza di conoscenze scientifiche. Le
linee guida contenute nella direttiva dotano l'operatore di strumenti per scegliere la migliore
tecnologia di risanamento per il sito, in considerazione delle variabili economiche, ambientali e
sociali.
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Le tecniche di risanamento dei suoli possono essere distinte in base alla localizzazione del processo
fra:

= trattamenti in situ:

= trattamenti ex situ:
Nelle tecniche in situ, il suolo da trattare non viene estratto dal luogo. Le tecniche sono definite ex
situ quando il materiale contaminato viene estratto e puo essere trattato nello stesso luogo di
escavazione (on site) mediante l'utilizzo di mezzi di trattamento mobili, oppure trasportato in altro
luogo affinché subisca un trattamento (off site). La normativa tende a favorire l'utilizzo delle
tecniche on-site, che implica che il trattamento dei suoli resti vicino alla fonte contaminante per
quanto possibile (Conesa et al., 2012). Per quanto riguarda la legge italiana, (D.Lgs 152/2006)
nell'allegato 3, e per esempio specificato di "privilegiare le tecniche di bonifica tendenti a trattare e
riutilizzare il suolo nel sito, trattamento in-situ ed on-site del suolo contaminato, con conseguente
riduzione dei rischi derivanti dal trasporto e messa a discarica di terreno inquinato.
Le tecniche di bonifica possono essere classificate in base ai processi utilizzati per il risanamento
dei siti e si possono cosi distinguere :

= trattamenti chimico-fisici;

= trattamenti termici;

= trattamenti biologici;
Per quanto riguarda il risanamento di suoli contaminati da metalli pesanti, occorre considerare che
si tratta di contaminanti che non possono essere degradati biologicamente, la degradazione
implicherebbe infatti il cambio della struttura nucleare (Alkorta et al., 2004) ma puo essere
modificato lo stato fisico-chimico con lo scopo di ridurre la mobilita ambientale.
Tra le tecniche convenzionali, i metodi applicabili in caso di contaminazione da metalli pesanti
includono la vetrificazione in situ, incenerimento dei suoli, scavo e deposizione in discarica, soil
washing, soil flushing, solidificazione e stabilizzazione mediante elettrocinesi (Ali et al., 2013).
Generalmente queste tecniche convenzionali presentano il limite di essere molto costose (Ali et al.,
2013). Conesa et al. (2012) per esempio, riportano che il costo dell'applicazione della tecnica del
soil washing & intorno a 25-40 euto t™, la stabilizzazione dei suoli puo avere un costo di 40-50 euro
t* mentre con lo scavo e successivo confinamento (dig and dump) i costi salgono a 60-90 euro t™.
Le tecniche ingegneristiche convenzionali per il recupero di suoli contaminati oltre ad avere costi
proibitivi e generare elevate quantita di residui addizionali che devono essere a loro volta smaltiti,
possono alterare irreversibilmente le proprieta fisico- chimiche e microbiologiche dei suoli (Ali et
al., 2013). Possono infatti originare suoli non (ri)utilizzabili per scopi agricoli o per la produzione di
biomassa vegetale, poiché modificando drasticamente I'attivita biologica e le proprieta fisiche dei
suoli, vengono alterati i fattori che costituiscono la base della loro fertilita (Conesa et al., 2012).
La scelta della metodologia piu appropriata & funzione della natura dell’inquinante, delle
caratteristiche del terreno e della distribuzione dell’inquinante tra le varie fasi. Non trascurabile
sotto questo aspetto il fattore economico e i presunti tempi di bonifica.
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Non esiste attualmente una norma di standardizzazione delle tecniche di risanamento dei suoli
contaminati mentre, secondo Conesa et al.(2012), la standardizzazione di queste tecniche e un
fattore chiave nello sviluppo dei prodotti commerciali e dei servizi realizzabili.

Per superare i problemi generati dai trattamenti dei suoli con tecniche convenzionali e utilizzare le
indicazioni contenute nella normativa di riferimento, nelle ultime due decadi, sono state studiate
tecniche biologiche, in situ, considerate ambientalmente compatibili e a basso costo: I'insieme di
queste tecniche e chiamato "fitorisanamento” (Alkorta et al., 2004; Ali et al., 2013; Stephenson e.
Black 2014; Conesa et al., 2012; Mench et al., 2010).

2.2 1l Fitorisanamento

Con il termine Phytoremediation si intendono le tecnologie che utilizzano le piante e la comunita
microbica ad esse associate, ammendanti e tecniche agronomiche, al fine di rimuovere, contenere,
neutralizzare la tossicita di contaminanti ambientali (Cunningham e Ow, 1996).

Il fitorisanamento e una tecnologia a basso costo rispetto ad altre tecniche (Ali et al., 2013; Conesa
et al., 2012) e puo essere realizzata per esempio in siti in cui non sono applicabili le tecniche
convenzionali (Garbisu e Alkorta, 2003). Secondo Stephenson e. Black (2014) il costo
dell'applicazione del fitorisanamento € tipicamente 10 volte inferiore di quello richiesto
nell'applicazione di tecniche convenzionali. E considerata una tecnologia a basso impatto
ambientale e le piante contrastano I'effetto dei contaminanti senza ledere l'orizzonte superficiale del
suolo, che puo conservare la sua utilita e fertilita, a differenza invece di quanto avviene quando
vengono utilizzate alcune tecniche convenzionali di risanamento come il soil washing o i
trattamenti termici (Conesa et al., 2012). Sotto questo aspetto il fitorisanamento si puo considerare
partcolarmente adatto a migliorare le caratteristiche fisico-chimiche e biologiche dei suoli
contaminati (Amer et al., 2013).

Nell' ambito del fitorisanamento € molto usato il termine "fitotecnologie” ("phytotechnologies").
L'EPA (US- Environmental Protection Agency) sottolinea la differenza fra fitotecnologie e
fitorisanamento, evidenziando che tra le le fitotecnologie sono incluse anche le strategie di
contenimento, in addizione a quelle di (fito) risanamento (ITRC, 2009). L'EPA (ITRC, 2009),
puntualizza inoltre che, tra gli obiettivi delle strategie di risanamento sono inclusi la prevenzione, il
recupero e /o il riuso del sito.

Conesa et al. (2012) usano indistintamente i termini fitotecnologie (“phytotechnologies™) e
"fitorisanamento”, nel definire la tecnologia che include la rimozione dei contaminanti, la loro
estrazione da soluzioni acquose, la trasformazione e I'immobilizzazione mediante le piante.

Un‘altro concetto utilizzato nell'ambito del fitorisanamento é quello del phytomanagement. Con
questo termine si riunisce l'insieme delle tecniche di fitorisanamento senza fare una distinzione fra i
processi coinvolti e si indica in generale la tecnica o la manipolazione del sistema suolo-pianta con
lo scopo di controllare i flussi di contaminanti nell'ambiente (Conesa et al., 2012).

Il fitorisanamento si applica sfruttando diverse capacita di azione delle piante, in associazione con
I'attivita microbica presente a livello radicale. Puo essere applicato in caso di contaminanti organici
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come gli idrocarburi (BTEX), idrocarburi policiclici aromatici (IPA), petrolio greggio, solventi
clorurati (TCE, PCE). Il fitorisanamento puo anche essere destinato a contaminanti inorganici come
sali, metalli pesanti, metalloidi e materiale radioattivo. Le tecnologie possono essere applicate in
situ 0 ex situ. A seconda del principio di azione del fitorisanamento si possono usare diverse
tecniche, tra le quali sono incluse fitoestrazione (o fitoaccumulo), fitofiltrazione, fitostabilizzazione,
fitovolatilizzazione e fitodegradazione (Alkorta et al. 2004).

Il fitorisanamento di suoli contaminati da metalli puo essere affrontato fondamentalmente mediante
due tecniche: fitoestrazione o fitostabilizzazione (Wong, 2003).

Nelle ultime due decadi, sono andate aumentando le definizioni che riguardano il fitorisanamento,
introdotte come conseguenza del progresso scientifico. Conesa et al. (2012) per esempio elucidano
il significato dei diversi termini, anche in funzione della necessita di creare chiarezza nel mondo
professionale non specializzato sul tema. Gli autori infatti, ritengono che I'esistenza di confusione
su questi termini possa ostacolare il mercato di queste tecniche di risanamento.

Da un punto di vista economico, il fitorisanamento puo avere un triplice scopo: contenere i rischi
(fitostabilizzazione), fitoestrarre metalli con un interessante valore di mercato (come Ni, Tl e Au),
migliorare la qualita dei suoli attraverso la fitoestrazione per coltivarvi successivamente colture ad
elevato valore (Ali et al., 2013).

Un'attenta selezione delle specie e l'ottimizzazione della loro crescita sono dei fattori chiave della
riuscita del fitorisanamento in suoli contaminati e in diverse condizioni pedoclimatiche (Kidd et al.,
2015). Le piante oltre che alla presenza di contaminanti, a seconda dei casi, devono resistere a
deficit idrico e di nutrienti, all'acidita o salinita del substrato, alla presenza di attacchi parassitari o
fungini, etc. Il successo del fitorisanamento dipende da un'attenta implementazione di pratiche
agronomiche come per esempio la selezione della specie, rotazione, intercropping, densita di
impianto, fertilizzazione e irrigazione, controllo dei parassiti (ITRC, 2009; Kidd et al., 2015).

In clima arido e semiarido in particolare, la scelta delle specie vegetali, sia in attivita di
fitoestrazione che di fitostabilizzazione, deve tenere conto, oltre che dei problemi ambientali di un
suolo contaminato, anche della scarsita idrica e spesso anche della salinita del suolo (Mendez e
Maier, 2008).

La selezione delle piante, dipende anche dall'opzione di risanamento che si intende realizzare (Kidd
et al., 2015). Per esempio in caso di fitoestrazione sono adatte piante accumulatrici, mentre nel caso
si intenda realizzare fitostabilizzazione o fitoesclusione, piante in cui € limitato il trasporto nella
parte aerea (Mendez e Maier, 2008) o piante coltivabili (Kidd et al., 2015).

Il fitorisanamento & riconosciuta come una pratica capace di migliorare la struttura del suolo e la sua
qualita, puo supportare I'incremento della biodiversita, migliorare la qualita delle acque sotterranee,
incrementare lo stoccaggio di carbonio; limitare I'erosione del suolo etc, (Kidd et al. 2015).

Questa tecnica inoltre potrebbe supportare la produzione di energie rinnovabili a supporto del
raggiungimento degli obbiettivi Europei (Kidd et al. 2015.).

Nel caso della contaminazione da metalli pesanti possono essere applicati due distinti approcci: la
fitostabilizzazione o la fitoestrazione e verranno discusse separatamente nei paragrafi 2.2.2 e . 2.2.3,
mentre le altre principali modalita del fitorisanamento verranno esposte nel paragrafo 2.2.4.
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2.2.1 METALLI PESANTI NELLE SPECIE VEGETALI SUPERIORI

I metalli pesanti e i metalloidi che si possono annoverare tra i contaminanti pit comuni sono As,
Cd, Cr,Cu, Pb, Hg, Ni, Se, Mo, Zn, Tl, Sb (Vamerali et al., 2009). Solo alcuni, come Zn, Cu, Mn,
Ni, and Co, sono micronutrienti necessari allo sviluppo vegetale. Altri invece, come As, Cd, Cr, Pb,
Hg, non svolgono alcuna funzione fisiologica (Ali et al., 2013).

I metalli, che si ricorda, a differenza di altri contaminanti non possono essere degradati, possono
avere effetti dannosi sui sistemi biologici e spesso vi si accumulano. Possono creare effetti negativi
sui sistemi biologici anche se presenti in bassissime concentrazioni. Nelle piante, possono alterare
lo sviluppo, la capacita di creare copertura vegetale e avere un impatto negativo sulla microflora del
suolo (Tangahu et al., 2011). Nell'ambito del fitorisanamento, la fitotossicita e altri fattori di stress
biotico e abiotico possono limitare notevolmente I'impianto e la produttivita delle specie vegetali
(Kidd et al., 2015). Tipicamente si possono riscontrare nelle piante le seguenti concentrazioni di
metalli e metalloidi (van der Ent et al., 2013): Ni (1.5), Zn (50), Cd (0.05), Pb (1), Cu (10), Co
(0.2), Cr (1.5), Mn (200), Tl (0.02), As (0.1) e Se (0.02) (ng/g).

Esistono specie particolarmente adattate a crescere in suoli ricchi di metalli che sono definite
Metallofite. Tra loro si possono distinguere quelle che assorbono i metalli e li concentrano nelle
radici (metal excluders), quelle che accumulano metalli nelle parti aeree (metal indicators) e quelle
che concentrano nei propri tessuti aerei una quantita di metalli pit elevata di quella presente nel
suolo o nelle specie non accumulatrici (metal hyperaccumulators) (Ali et al., 2013).

Molti metalli sono cofattori enzimatici e sono coinvolti in importanti processi metabolici. Il Mn e il
Cu per esempio sono fondamentali per l'attivita fotosintetica, altri come lo Zn sono coinvolti nella
trascrizione del DNA, il Ni nell'idrolisi dell'Urea in Biossido di Carbonio e Ammoniaca, Co e Zn
nella formazione dei noduli delle leguminose e sono quindi importanti per svolgere azotofissazione
(Vamerali et al., 2009).

Le interazioni che possono intercorrere fra i metalli e i macronutrienti per quanto riguarda
I'assorbimento e il trasporto, dipendono dalle concentrazioni in cui si trovano nel suolo. Per
esempio il Cu puo ridurre I'assorbimento di Cd e Ni, allo stesso tempo l'assorbimento di Cu puo
essere inibito dalla presenza di Cr, Cd e Ni, mentre il Nichel pud competere con Cu, Zn Co, e Fe
(Vamerali et al., 2009), etc.

La fitotossicita e spesso associata ai metalli non essenziali come per esempio As, Cd, Cr e Pb.
Questi metalli, ad eccezione del Cr, non sono essenziali per gli esseri umani e possono entrare nella
catena alimentare tramite diversi alimenti. As, Co, Cu, Cr, Pb, Hg non sono facilmente trasferiti
nella biomassa vegetale aerea (Amer et al., 2013; Kumar et al. 1995; Tangahu et al., 2011,
Vamerali et al., 2009), ma bensi accumulati principalmente in cellule radicali mentre Cd, Ni, e Zn
mostrano una discreta mobilita (Trakal et al., 2015).

Un metallo molto tossico per le piante e per la salute umana € il mercurio. Le piante terrestri sono
generalmente poco sensibili ai danni dovuti ai composti del mercurio mentre nella forma metallica
danneggia l'attivita fotosintetica e il metabolismo ossidativo perché interferisce con il trasporto
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elettronico nei cloroplasti e nei mitocondri. Il mercurio inoltre, inibisce l'attivita delle acquaporine e
riduce l'assorbimento idrico da parte delle piante (Tangahu et al., 2011). Un'altro fra i metalli piu
tossici e I'Arsenico e alcuni suoi composti sono stati utilizzati in passato con funzione di erbicidi.
L'As risulta generalmente fitotossico a concentrazioni < di 20 mg kg™ nell'intera pianta. Esistono
perd specie come Pteris vittata L. capaci di accumulare concentrazioni > di 1000 mg kg nella sola
parte aerea (Tangahu et al., 2011; Vamerali et al., 2009).

2211 CADMIO

Il Cd, € un elemento non essenziale per le piante ed & considerato uno fra i metalli pesanti piu
pericolosi. Ha un'elevata mobilita nei sistemi biologici e presenta un rischio elevato per la salute
umana. Ad accentuare il rischio, concorre I'elevata facilita con cui le piante estraggono questo
contaminante dal suolo, che cosi puo essere piu facilmente trasferito nella catena alimentare umana
e animale (Anjum et al., 2014; Nedjimi e Daoud, 2008).

Il Cd e assorbito facilmente dalle piante fino a livelli tossici, ma non € ancora stata chiarita quale
possa essere la sua funzione fisiologica (Anjum et al., 2014). El Bakatoushi et al. (2015), riportano
per esempio che la fitotossicita del Cadmio e correlata ai disturbi dell'assorbimento di macro e
microelementi.

Il Cd pud provocare nelle piante complesse modificazioni a livello genetico, biochimico e
fisiologico. La fitotossicita di questo elemento si mostra con ridotto sviluppo dei tessuti e degli
organi vegetali, clorosi fogliare e necrosi delle foglie e delle radici (El Bakatoushi et al., 2015 ). Tra
le modificazioni indotte nelle piante dal Cadmio, si riscontra la generazione di stress ossidativi,
danni sulla nutrizione minerale, sul metabolismo clorofilliano, sulla composizione delle membrane
lipidiche e sullo stato idrico (Nedjimi e Daoud, 2008). L'effetto del Cadmio sullo stress idrico e
indicato da Lefévre et al.,, (2010) con l'aumento della resistenza stomatica ed una scarsa
traspirazione. | fenomeni di stress dovuti al Cd, si possono mostrare con I'aumento del contenuto di
prolina e di acido abscissico (Lefévre et al., 2010).

Nedjimi e Daoud (2008) riportano che per il Cd sono considerate concentrazioni normali (stimate in
tessuti fogliari) quelle comprese fra 0.05-0.2 pg g—" (peso secco), mentre le concentrazioni da 5-10
fino a 30 ug g 'si possono considerare eccessive o tossiche .

Molte piante sono sensibili a basse concentrazioni di Cd, che secondo Anjum et al. (2014), sono
comprese tra 5 e 10 mg kg ' di peso secco nelle foglie, mentre le specie definite Cd-

iperaccumulatrici possono tollerare concentrazioni maggiori di 100 pug Cd g ' nelle parti aeree
(Anjum et al., 2014; Nedjimi e Daoud, 2008; Vamerali et al., 2009).

2212 PiomMBO

I Pb & un elemento tossico per le piante, gli animali e i microorganismi, anche se i suoi effetti sono
limitati generalmente alle aree molto contaminate (Tangahu et al., 2011) grazie alla sua limitata
mobilita. Nelle piante, il meccanismo molecolare riguardo l'assorbimento e I'omeostasi del Pb é
poco conosciuto (Fahr et al., 2015). Tra i principali effetti negativi che il Pb esercita nelle piante vi
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e I' antagonismo nell'assorbimento del Fe e l'inibizione dell'attivita di alcuni enzimi come le ureasi
(Vamerali et al., 2009).

L'esposizione a contaminazione da Pb oltre a indurre nelle piante la riduzione dei contenuti di
clorofilla a e di clorofilla b, puo ridurre anche il contenuto di carotenoidi, che volgono funzione
protettiva nei confronti delle membrane fotosintetiche (Ribeiro de Souza et al., 2012). Attraverso la
riduzione dell'attivita fotosintetica, il Pb danneggia i processi di crescita vegetale (Ribeiro de Souza
et al., 2012). la riduzione dell'allungamento radicale, della biomassa e un'accelerazione del processo
di senescenza fogliare (El Bakatoushi et al., 2015 ). La tolleranza da parte delle piante nei confronti
del Pb, potrebbe essere mediata da alcune proteine della famiglia delle ATPasi coinvolte nel
sequestro e confinamento del metallo nei vacuoli (Fahr et al., 2015).

Nei tessuti vegetali la concentrazione soglia di tossicita per il Pb, & di 10-20 mg kg™ (peso secco di
piante) secondo quanto riportato da Vamerali et al. (2009). Esistono diverse specie definite
iperaccumulatrici di Pb, come per esempio: Thlaspi rotundifolium subsp. Cepaefolium, Thlaspi
caerulescens, Alyssumwulfenienum; Arrhenatherum elatius, Festuca ovina. In queste specie la
letteratura riporta una soglia di accumulo superiore a 1000 mg kg™ di Pb nei tessuti aerei (Vamerali
etal., 2009).

2.2.1.3 ZINCO

Lo Zinco é un metallo essenziale per il metabolismo delle piante superiori. E' un costituente delle
membrane cellulari ed & coinvolto nell'attivazione degli enzimi dove é presente come cofattore.
Svolge un ruolo funzionale anche nella trascrizione del DNA, nella fase riproduttiva e, influisce
indirettamente sulla quantita e qualita della produzione. E' importante nel conferire resistenza ai
fattori di stress biotici e abiotici, oltre a contribuire alla nodulazione e all'azotofissazione delle
leguminose.

Lo Zn (insieme al Cu) e coinvolto nella formazione di fiori e semi e nella crescita delle piante, e si
mostra particolarmente importante quando la sua biodisponibilita € molto bassa (Vamerali et al.,
2009).

Quando presente in elevate concentrazioni nei suoli, lo Zinco pud causare fenomeni di tossicita in
molte piante. Puo infatti generare clorosi fogliare, shilancio nutritivo e inibizione della fotosintesi
(Cambrollé et al., 2012). Tutti questi sintomi possono concorrere a danneggiare lo sviluppo delle
piante (Cambrollé et al., 2012). Molte specie mostrano notevole tolleranza ad elevate
concentrazioni di Zn nei suoli e/o sono capaci di accumularne elevate quantita nei tessuti.

Per lo Zn, la soglia di tossicita indicata equivale alla concentrazione di 150200 mg kg™ per peso
secco di piante (Vamerali et al., 2009). Tra le specie che hanno mostrato il maggiore accumulo di
Zn e che sono definite iperaccumulatrici di questo metallo, sono annoverate Thlaspi spp.e
Cardaminopsis spp e la loro soglia di accumulo & risultata superiore a 10000 mg kg™ nei tessuti
aerei (Vamerali et al., 2009).
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2.2.2 FITOESTRAZIONE

La fitoestrazione consiste nell'utilizzo di piante per I'assorbimento dei contaminanti dal suolo o dall’
acqua mediante le radici, traslocazione e accumulo nelle parti della pianta che possono facilmente
essere asportate (Kumar et al., 1995). Le parti asportabili possono essere principalmente aeree (Ali
et al., 2013; ITRC 2009), o in alcuni casi puo trattarsi anche di radici o tuberi (Kumar et al., 1995;
Mench et al., 2010). La fitoestrazione puo essere considerata anche come sinonimo di fitorimozione
(Conesa et al., 2012) e di fitoaccumulo (ITRC 2009).

L'intero meccanismo della fitoestrazione di metalli pesanti si basa sui seguenti aspetti:
mobilizzazione dei metalli nel suolo, assorbimento degli ioni da parte delle radici, traslocazione
dalle radici ai tessuti aerei, sequestro nei tessuti e tolleranza (Ali et. al., 2013).

In questa tecnologia i metalli sono trasportati nelle parti aeree, che sono poi raccolte per eliminare i
contaminanti dal terreno (Chaney et al., 2007; Mendez e Maier; 2008). La traslocazione dei metalli
nei fusti € un processo biochimico cruciale ed € vantaggioso nel caso in cui si voglia trarre beneficio
economico dalla fitoestrazione (Ali et al., 2013). La capacita potenziale di realizzare fitoestrazione
da parte di una specie vegetale & determinata da due fattori: la concentrazione dei metalli nelle parti
asportabile e la biomassa di queste parti.

Esistono due diversi approcci nei confronti della fitoestrazione: l'uso di iperaccumulatrici e l'uso di
specie ad elevata produzione di biomassa con moderata- alta capacita di accumulo di metalli (nelle
parti asportabili). Secondo Kumar et al. (1995) l'utilizzo di piante capaci di accumulare metalli per
rimuoverli da suoli contaminati ha molti vantaggi, come per esempio il basso costo, la generazione
di un residuo di piante ricche di metalli riciclabili, I'applicabilita a un ampio range di metalli e
radionuclidi, oltre ad arrecare il minimo disturbo ambientale e I'accettazione da parte del pubblico.
Tra il problema posto, gia agli inizi degli studi sulla fitoestrazione da Kumar et al. (1995) vi ¢ il
fatto che la maggior parte delle specie accumulatrici identificate hanno un lento accrescimento o
producono una bassa quantita di biomassa. Per questo motivo € necessario identificare piante
coltivabili capaci di accumulare metalli e contemporaneamente produrre elevate quantita di
biomassa in risposta a pratiche agronomiche stabilite (Kumar et al., 1995).

Lo sviluppo della fitoestrazione ha portato nuove questioni sul suo uso, come i successivi
trattamenti sulla biomassa, I'accumulo di contaminanti nella catena alimentare o l'uso di piante
transgeniche (Conesa et al., 2012).

La riuscita della fitoestrazione, in cui la rimozione dei contaminanti deve essere portata fino a livelli
di legge, non é consigliabile su suoli con moderata o elevata contaminazione da metalli pesanti
quando é richiesto un tempo inaccettabile per la rimozione e, secondo questo principio dunque la
sua efficacia e da escludere in molte aree minerarie (Conesa et al., 2012). Secondo Ali et al., (2013)
invece, si prevede che la fitoestrazione diventi nel futuro una attivita commerciale redditizia nel
campo della phytoremediation e del phytomining di metalli pesanti.

L'efficienza della fitoestrazione di metalli pesanti dipende da diversi fattori, come per esempio la
biodisponibilita dei metalli (Hernandez-Allica et al., 2008), oltre che dalle proprieta del suolo e dal
comportamento delle specie vegetali (Ali et al., 2013). Per facilitare I'assorbimento di alcuni metalli
come il Pb per esempio, per il quale non sono state identificate specie iperaccumulatrici, & stato
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implementata per esempio la tecnica della fitoestrazione assistita mediante chelanti (Conesa et al.,
2012, ITRC 2009).

Le piante idonee per la fitoestrazione dovrebbero possedere le seguenti caratteristiche (Ali et al.,
2013; Alkorta et al., 2004):

— rapido accrescimento,

— produzione di elevate quantita di biomassa aerea,

— elevato sviluppo radicale,

— elevato accumulo di specifici metalli,

— traslocazione dei metalli accumulati dalle radici ai fusti,

— tolleranza gli effetti tossici dovuti a specifici metalli pesanti,

— buon adattamento alle condizioni climatiche e ambientali,

— resistenza ai patogeni e agli insetti, facile coltivazione e raccolta,

— repellere gli erbivori per evitare contaminazioni nella catena alimentare.

Una opzione considerata rilevante € che le piante utilizzate in attivita di fitoestrazione possano
avere un ulteriore utilita economica, attraverso la produzione di biomassa e recupero di metalli
(Kidd et al., 2015; van der Ent et al., 2013).

2.2.3 FITOSTABILIZZAZIONE

La fitostabilizzazione, o fitoimmobilizzazione, consiste nell'uso di specifiche piante per la
stabilizzazione dei contaminanti nei suoli (Ali et al., 2013) ed in particolare, si concentra sulla
formazione di una copertura vegetale grazie alla quale i metalli sono immobilizzati nella rizosfera,
senza che vengano accumulati nelle parti aeree (Mendez e Maier, 2008). In questo modo viene
ridotta la biodisponibilita dei metalli nell'ambiente, per prevenire la loro migrazione nelle acque
sotterranee e il loro ingresso nella catena alimentare (Ali et al.,, 2013) grazie alla riduzione
dell'esposizione da parte degli animali al pascolo, della fauna selvatica e degli esseri umani
(Mendez e Maier, 2008).
Le piante possono immobilizzare i metalli pesanti nei suoli mediante I'assorbimento delle radici, la
precipitazione, la complessazione e la riduzione della valenza nella rizosfera. La tossicita dei
metalli e la loro mobilita infatti, dipende dallo stato di ossidazione e, le piante, mediante
I'escrezione di essudati radicali, (enzimi riducenti o ossidanti) possono trasformare metalli dannosi
ad uno stato relativamente meno tossico (Ali et al., 2013).
Il rivestimento del suolo attuato dalle piante puo avere la funzione di ridurre la dispersione eolica
dei contaminanti e, I'espansione radicale pud aiutare a prevenire I'erosione idrica e il trasporto dei
contaminanti nelle acque e nei sedimenti (Conesa et al., 2007). Nel caso in cui si voglia realizzare
fitostabilizzazione € necessario scegliere specie vegetali che siano capaci di realizzare una
formazione vegetale stabile e duratura e che non accumulino contaminanti nei propri tessuti (Eissa,
2015). Per quanto riguarda la selezione delle specie, puo essere convenientemente realizzata tra
quelle che hanno colonizzato spontaneamente siti minerari (Conesa et al., 2007). Mendez e Maier
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(2008) indicano che le specie adatte alla fitostabilizzazione dovrebbero essere quelle in cui la
capacita di concentrare metalli presenti un rapporto <1 tra le parti aeree e le radici. In climi aridi e
semiaridi, la fitostabilizzazione di aree minerarie implica l'uso di specie tolleranti all'aridita e ai sali,
oltre che ai metalli, a lungo termine (Clemente et al., 2012; Mendez e Maier, 2008).

La biomassa prodotta da queste specie, grazie alla scarsa traslocazione di metalli nelle parti edibili,
potrebbe essere utilizzata per esempio a scopo foraggero (Eissa, 2015). Secondo Ali et al., 2015 la
fitostabilizzazione non é una soluzione permanente a causa del fatto che i contaminanti restano nella
matrice e l'attivita si limita a limitarne la mobilita e, attualmente, € utilizzata come strategia di
contenimento di contaminanti potenzialmente tossici.

2.2.4 ALTRE TECNICHE DI FITORISANAMENTO

Il fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti, secondo quanto esposto anteriormente
pud essere attuato mediante le tecniche di fitostabilizzazione o di fitoestrazione, ma le
fitotecnologie sono applicabili anche secondo altre modalita.

La tecnica chiamata fitofiltrazione opera, attraverso le piante, nella rimozione dei contaminanti
dalle acque superficiali, (Alkorta et al., 2004) e dalle acque reflue (Ali et al., 2013). A seconda delle
parti della pianta principalmente interessate nell'azione di risanamento, si puo parlare distintamente
di rizofiltrazione (uso delle radici), caulofiltrazione (uso dei fusti), blastofiltrazione (uso di giovani
piante) (Alkorta et al., 2004). Nel caso della fitofiltrazione, i contaminanti vengono adsorbiti o
absorbiti ed in questo modo per esempio viene limitata la loro mobilita verso le acque sotterranee
(Ali et al., 2013).

Un‘altra tecnica, la fitodegradazione o fitotrasformazione, puo essere applicata ai contaminanti
organici e consiste nella degradazione dei contaminanti, mediante le piante (Alkorta et al., 2004). In
questi casi le piante operano la trasformazione attraverso enzimi come dealogenasi 0 ossigenasi,
indipendentemente dall'attivita di microorganismi  (Ali et al., 2013). L'utilizzo della
fitodegradazione é possibile grazie alla capacita di alcune piante di accumulare grandi quantita di
contaminanti organici per poi "detossificarli" mediante attivita metaboliche (Ali et al., 2013).

Si puo parlare di rizodegradazione nel caso di fitorisanamento assistito da microorganismi in cui la
degradazione di contaminanti & attuata nella rizosfera (Gerhardt et al. 2009). La rizosfera é
I'ambiente influenzato dalle piante che si estende per circa 1 mm intorno alle radici (Ali et al.,
2013). In questo ambiente avviene la complessa interazione tra radici, essudati radicali, suolo e
microorganismi e i contaminanti vengono trasformati in composti non tossici 0 meno tossici
(Gerhardt et al. 2009). Il contenuto di microorganismi € 10-100 volte piu elevato nel suolo della
rizosfera che in suoli in cui é assente la vegetazione (Gerhardt et al. 2009). Inoltre, secondo quanto
riportato da Gerhardt et al. (2009), il costo della rizoremediation per tonnellata di suolo, &€ molto
basso (10-50 $ t™) se comparato per esempio con quello di alcune tecniche convenzionali come la
deposizione in discarica o I'incenerimento (200-1500 $ t™).

I contaminanti organici possono anche essere estratti dal suolo attraverso le piante e rilasciati come
tali in atmosfera, si parla di questo caso di fitovolatilizzazione. Questo processo puo essere attuato
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nel caso di piccole molecole che passando inalterate lungo il sistema di evapotraspirazione
(Gerhardt et al. 2009).

2.2.5 FITORISANAMENTO ASSISTITO

L'applicazione del fitorisanamento nei suoli delle aree minerarie puo essere limitata dall'elevata
concentrazione di metalli, generalmente fitotossica per le piante e, dalla scarsa presenza di nutrienti,
che puo indurre un lento accrescimento e limitare lo sviluppo del manto vegetale (Pérez Esteban,
2014). In particolare, in climi aridi e semiaridi, la riuscita di un processo di rivegetazione necessita
dell'addizione di ammendanti organici oltre che dell'irrigazione (Mendez e Maier, 2008).
L'applicazione di residui organici con la funzione di ammendanti puo migliorare la fertilita dei
suoli, consentire la sopravvivenza e la crescita delle piante (Pérez Esteban, 2014). L'incorporazione
di residui organici come compost, letame, fanghi di depurazione o biosolidi, & una pratica comune
per supportare la (ri)vegetazione di suoli contaminati e consente allo stesso tempo di recuperare
questi residui in modo redditizio (Kidd et al., 2015). Anche la normativa italiana (D.Lgs 152/2006)
suggerisce di "privilegiare negli interventi di bonifica e ripristino ambientale I'impiego di materiali
organici di adeguata qualita provenienti da attivita di recupero di rifiuti urbani".

L'addizione di compost ai suoli contaminati puo incrementare il contenuto di biomassa microbica,
I'attivita batterica e fungina e migliorare le qualita del suolo, per esempio attraverso I'aumento della
disponibilita di Fosforo e Potassio (Clemente et al., 2012). 1l contenuto di materia organica nei suoli
pud condizionare la biodisponibilita dei metalli (Hernandez-Allica et al., 2008) attraverso la loro
complessazione puo infatti ridurla, oppure incrementarla quando i complessi che si formano sono
solubili (Vamerali et al., 2009).

Nell'attuare tecniche di fitorisanamento, si € osservato che un fattore molto importante da
considerare € la mobilita degli elementi nel suolo (Ali et al. 2013) e quando e limitata, puo rendere
inapplicabile il processo di fitoestrazione (Hernandez-Allica et al., 2008).

Alcuni studi riportano che, in seguito all'applicazione di ammendanti organici, la solubilita dei
metalli € rimasta inalterata (Martinez-Fernandez and Walker, 2012; Clemente et al., 2012), mentre
in altri casi, con l'utilizzo di compost é stata osservata una riduzione della biodisponibilita dei
metalli (Bacchetta et al., 2012; Pérez Esteban et al., 2013; Pérez Esteban et al., 2014).

Diversi autori riportano un aumento della produzione di biomassa grazie all'addizione di
ammendanti organici su matrici contaminate da metalli pesanti (Eissa, 2015; Martinez-Fernandez e
Walker, 2012; Novo et al., 2013; Pérez Esteban et al., 2013).

L'aumento della biomassa pud incrementare I'accumulo di metalli nei tessuti (Novo et al., 2013) e
se avviene principalmente nelle parti aeree puo risultare vantaggioso per la fitoestrazione, mentre se
e maggiore nelle radici puo ritenersi una condizione adatta alla fitostabilizzazione (Pérez Esteban et
al., 2014).

La fitoestrazione puo essere mediante I'utilizzo di chelanti (Ali et al. 2013). Al fine di risolvere il
problema della biodisponibilita dei contaminanti mediante l'applicazione di ammendanti, diversi
autori hanno esplorato l'uso di chelanti come EDTA (acido etilendiamminotetracetico) in presenza
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di contaminanti inorganici, o di surfattanti in caso di contaminanti inorganici (Stephenson e Black,
2014). L'uso di chelanti sintetici & in molti casi impraticabile, perché, pud causare una grave
percolazione dei metalli, oltre ad essere molto costoso (Stephenson e Black, 2014). Per esempio, il
costo dell'applicazione di EDTA, riportato da Chaney et al. (2007) per accumulare 10 g di Pb per kg
di peso secco (in parti aeree di Brassica juncea) e pari a 30000 $ per ha.

L'organizzazione dello schema di un‘attivita di fitorisanamento, deve tenere conto della scelta delle
specie idonee, delle condizioni ambientali e della fertilita del suolo. Molte specie selezionate come
importanti candidate per fitorisanamento sono pero state studiate in monocoltura, la quale risulta
una pratica agronomica lesiva per la produzione della biomassa e la fertilita del terreno e che oltre
ad altri fattori negativi facilita la proliferazione di insetti dannosi (Kidd et al., 2015). Con il fine di
migliorare la performance produttiva di un attivita di fitorisanamento, oltre alla distribuzione di
ammendanti nel suolo per migliorare la fertilita e favorire I'impianto delle specie vegetali, e
necessario l'utilizzo di pratiche agronomiche come la rotazione e la consociazione delle colture
(ITRC 2009; Kidd et al. 2015). In questo senso € ritenuta molto importante la possibilita di
utilizzare leguminose, che mediante azotofissazione possono incrementare il contenuto di azoto nel
terreno e tra le candidate si possono incontrare per esempio Lotus spp., Lupinus spp., Medicago
arabica, Ornithopus compressus, Trifolium spp. (Bidar et al., 2009; Fumagalli et al., 2014; Kidd et
al., 2015; Mench et al., 2010). Le specie vegetali che hanno funzione di incrementare il contenuto
di azoto nel suolo, possono essere coltivate in consociazione (incrementano la copertura vegetale
insieme ad altre specie presenti) o in rotazione (alternate periodicamente ad altre specie). L'utilizzo
di specie azotofissatrici pud permettere di controllare I'erosione e la percolazione dei contaminanti e
consentire la riduzione dell'apporto di fertilizzanti chimici (Fumagalli et al., 2014).

2.3 Efficienza di estrazione dei metalli nelle attivita di fitostabilizzazione e di
fitoestrazione

La capacita delle piante nell'estrarre i metalli dal suolo e traslocarli nei propri tessuti puo essere
valutata attraverso diversi parametri.

Per esempio, attraverso il fattore di bioconcentrazione (BF), viene misurato il rapporto fra la
concentrazione totale di metallo nei tessuti, (parte aerea o radici) e quella contenuta nella matrice
(Conesa et al., 2007), totale o solubile (Mench et al., 2010). Un altro parametro ¢ il fattore di
accumulo (AF), con il quale si misura il rapporto fra il contenuto totale di metallo nei tessuti e il
contenuto totale nella matrice (Mench et al., 2010). Il fattore di traslocazione (TF), (chiamato anche
fattore di accumulo da Conesa et al., 2007) invece, consente di rapportare la concentrazione totale
di metallo presente nelle parti aeree con quella presente nelle radici (Mench et al., 2010). Tultti
questi indicatori, BF, AF e TF possono essere espressi anche in termini percentuali (Ali et al.,
2013).

Le specie vegetali che si sono particolarmente adattate a vivere su suoli contaminati vengono
definite metallofite. Queste, possono a loro volta essere distinte in tre tipologie: metallo esclusori,
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metallo indicatori e metallo iperaccumulatori (Ali et al., 2013). | metallo esclusori hanno la
tendenza ad accumulare i metalli nelle radici, e limitare invece il trasporto nelle parti aeree (Ali et
al., 2013). Per questo motivo sono consigliabili in attivita di fitostabilizzazione (Ali et al., 2013;
Mench et al., 2010; Mendez e Maier, 2008) mentre hanno scarse potenzialita per svolgere
fitoestrazione.

Le specie candidate per svolgere fitostabilizzazione devono mostrarsi come metallo esclusori,
perché per esempio per esempio hanno un BCF e un TF <1 (Mench et al., 2010; Mendez e Maier,
2008), al fine di minimizzare la traslocazione nelle parti aeree e la diffusione nella catena
alimentare. Diversi autori, definiscono le specie che hanno testato, come adatte a realizzare
fitostabilizzazione principalmente in funzione di questa caratteristica, unita all'abilita delle piante di
crescere nei suoli contaminati (Mendez e Maier; 2008; Eissa, 2015; Pérez-Esteban et al., 2014).
Pérez-Esteban et al. (2013) ritengono che sia piu utile determinare il contenuto totale di metallo
estratto dal suolo e accumulato nei tessuti e, calcolando poi il numero di cicli necessari per
realizzare fitorisanamento si pud decretare se sia piu ragionevole realizzare fitostabilizzazione o
fitoestrazione.

Perché si possa realizzare fitoestrazione, le piante devono essere capaci di accumulare elevate
concentrazioni di metalli nelle parti asportabili (per esempio i fusti), e raggiungere una
soddisfacente quantita di biomassa (Kidd et al., 2015). La fitoestrazione dipende dall'accumulo
annuale di metalli nella biomassa aerea che pud poi essere rimossa a supporto del risanamento del
suolo ed eventualmente con l'obiettivo di realizzare phytomining (Chaney et al., 2007).

Tra le specie adatte per la fitoestrazione, le iperaccumulatrici sono soggette a particolare attenzione
poiche includono quelle piante che posseggono la capacita di accumulare grandi quantita di metalli
nei propri tessuti (Alkorta et al., 2004; Kidd et al, 2015; Mench et al., 2010; Hernandez-Allica et
al., 2008; ITRC 2009) ma non esiste uno standard scientifico per la loro definizione (Ali et al.,
2013). Le specie utilizzabili possono essere native di siti contaminati, coltivate o geneticamente
trattate (Mench et al., 2010).

Si conoscono specie iperaccumulatrici per elementi come nickel, zinco, cadmio, manganese,
arsenico e selenio mentre non sono certe quelle per piombo, rame, cobalto, cromo e tallio e, van der
Ent et al. (2013) intendono chiarire ulteriormente quando una specie presenta le caratteristiche di
iperaccumulatrice 0 meno. Secondo questi autori infatti, non é sufficiente considerare i limiti di
accumulo di metalli nei tessuti conosciuti in letteratura, ma & necessario valutare accuratamente i
diversi casi. Non possono essere invece definite iperaccumulatrici quelle decretate tali perché
assorbono una elevata quantita di metalli in condizioni artificiali, come per esempio utilizzando sali,
in suoli sperimentali o in soluzioni nutrienti (Van der Ent et al. 2013). van der Ent et al., (2013)
mettono in discussione l'utilizzo del BF come criterio principale. Considerano infatti che & molto
difficoltoso stabilire la capacita di accumulo delle radici di molte piante come per esempio gli
alberi, inoltre nella fase di analisi dei metalli, € molto difficile eliminare quelli presenti nella
superficie delle radici che appartengono invece alla matrice del suolo.

Diversi autori concordano con il fatto che possano essere riconosciute come iperaccumulatrici
quelle specie che vivono in habitat naturali, in cui le concentrazioni di metalli nelle foglie superano
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i seguenti limiti: 100 per Cd, Se e TI; 300 per Co, Cr e Cu; 1000 per As, Ni e Pb; 3000 per Zn e
10,000 per Mn (pg di metallo per g di tessuto fogliare secco) (Ali et al., 2013; Pollard et al., 2014;
van der Ent et al., 2013). Questi valori sono mediamente 3 volte piu grandi di quelli contenuti
normalmente nelle piante che crescono in suoli metalliferi (Ali et al., 2013) e potrebbero essere
ulteriormente supportati da altri come un BF>1, TF>1, estrema metallo tolleranza (van der Ent et
al., 2013).

Nonostante il grande interesse nei confronti le iperaccumulatrici per svolgere fitoestrazione, occorre
tenere in considerazione il limite dovuto alla scarsa produzione di biomassa che molte di queste
specie mostrano (Ali et al., 2013; Kidd et al, 201) e il numero di piante attualmente riconosciute tra
le iperaccumulatrici & piuttosto basso (Van der ent et al., 2013). Per questo motivo, per svolgere
fitoestrazione, sono attualmente studiate molte specie ad elevata produzione di biomassa (annue o
perenni) come valida alternativa alle specie iperaccumulatrici (Kidd et al, 2015). Infatti, le specie
che mostrano un moderato-alto fattore di bioconcentrazione di metalli insieme ad una buona
produzione di biomassa, possono raggiungere un notevole accumulo di metalli nelle parti aeree
(Kidd et al, 2015). Piante che producono un'elevata quantita di biomassa e che accumulano
moderati livelli di metalli nei loro tessuti, sono consigliate per svolgere fitorisanamento, proprio
perché la bassa concentrazione di contaminanti nei tessuti pud essere compensata dall'elevata
quantita di biomassa aerea (Van Oosten e Maggio, 2015).

2.4 Attuali applicazioni e prospettive del fitorisanamento

Il fitorisanamento € visto spesso come uno strumento promettente per il risanamento di siti
contaminati, grazie alla sua sostenibilita ambientale, accettazione da parte del pubblico e bassi costi
rispetto ad altre tecniche, nonostante cio, secondo Conesa et al. (2012) € scarso il successo avuto
nell" applicazione in operazioni commerciali.

Secondo Stephenson e Black (2014) in grandi mercati come America e Europa, lo sviluppo
commerciale del fitorisanamento é stato condizionato dal differente approccio che hanno mostrato
nei confronti della ricerca scientifica su questa tecnologia. In America, le sovvenzioni da parte di
organizzazioni come I'EPA (Environmental Protection Agency) e il Department of Defence, hanno
incoraggiato applicazioni basate sulla ricerca, focalizzate su scenari di contaminazione reali
(Stephenson e Black, 2014) con il risultato di un successo commerciale del fitorisanamento, grazie
alla repentina nascita di attivita imprenditoriali legate agli istituti di ricerca.

In ogni caso, il fitorisanamento non ha raggiunto il potenziale previsto come tecnologia
commerciale (Stephenson e Black 2014), infatti anche se prima del 2000, negli USA, il mercato del
fitorisanamento & andato aumentando (nel 2005 ha raggiunto $100-150 milioni) il trend € stato ben
lontano da quello ipotizzato (235-400 milioni di $ nel 2005).

Secondo Stephenson e Black (2014) in Europa invece, I'approccio basato sulla ricerca di base, come
COST Action 837, ha avuto come risultato quello di limitare lo sviluppo di progetti commerciali di
fitorisanamento.
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La prassi di suddividere i progetti di fitorisanamento in due categorie, fitostabilizzazione e
fitoestrazione puo evolvere se si all'introduce I'associazione con una possibile produzione
economica, in cui il fitorisanamento, non viene attuato al solo scopo di risanare il suolo, ma anche
per generare benefici economici attraverso la produzione per esempio di energia, pascolo, prodotti
biofortificati, etc., (Conesa et al., 2012). Secondo Conesa et al. (2012), € necessario rivalutare
I'orientamento della ricerca per applicare maggiormente questo concetto. Il "Phytomanagement"
cerca di risolvere una delle principali limitazioni del fitorisanamento, ovvero la mancanza di
proventi economici, mediante approcci basati sull'analisi costi benefici o sulla produzione di
biomassa con elevato valore economico (Stephenson e Black, 2014).

Nell'ambito del phytomanagement per esempio, Si pud menzionare in Europa la possibilita di
realizzare attivita (commerciale) di phytomining, in cui l'estrazione di Nichel risulta meno costosa
con questo metodo rispetto a quello tradizionale (Ali et al., 2013). Bani et al., (2015), per esempio
ritengono molto redditizio in Albania il recupero di Nichel, da fitorisanamento attuato con la specie
Alyssum murale, anche in considerazione della bassa necessita economica di input. Con il
phytomanagement si pud combinare la fitostabilizzazione con l'incremento del valore (tangibile)
ottenibile dalle superfici (attraverso l'incremento di legno, prodotti foraggeri e bioenergie), o puo
essere usato per incrementare il valore ecologico, intangibile, di un territorio (Stephenson e Black,
2014). Attraverso per esempio la creazione di corridoi naturali, come quello realizzato nella valle
del Guadiamar, nel Sud Est della Spagna (Dominguez et al., 2008), si combina il recupero di suoli e
la creazione di una fascia di vegetazione continua tra il Parco Nazionale del Dofiana e le montagne
della Sierra Morena. Questo programma di risanamento di suoli, che con i suoi 55 km? & uno fra i
piu grandi in Europa, facilita la migrazione degli animali. e consente di migliorare la biodiversita
dell'area, interessata in passato da un grave evento di contaminazione da materiale minerario
(Aznalcollar, Andalucia).

L'applicazione del fitorisanamento presenta diverse limitazioni come per esempio (Ali et al, 2013):

— il tempo richiesto per raggiungere il risanamento di una matrice contaminata,

— l'efficienza del fitorisanamento di molte specie iperaccumulatrici & spesso limitata da un
lento accrescimento e bassa produzione di biomassa,

— difficolta a mobilizzare gli elementi nel suolo,

— applicabilita a siti con lieve 0 moderato livello di contaminazione a causa della scarsa durata
delle piante in suoli ad elevata contaminazione,

— rischio di contaminazione della catena alimentare.

La durata di un intervento di fitorisanamento, che corrisponde al tempo necessario per portare la
concentrazione di un elemento inquinante entro i limiti di legge, pud essere stimata secondo la
seguente equazione (Marchiol, 2004) :

M x (Me)giom'

suolo

B x By x (Me)%?

suolo
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Dove

T: tempo in mesi/anni

M (t): massa di suolo esplorata

B (t anno™): biomassa prodotta

BF(adimensionale): fattore di bioconcentrazione

(Me) ™00 ( mg metallo kg™ suolo): concentrazione finale ovvero obiettivo della bonica
(Me) 010 ( mg metallo kg™ suolo): concentrazione iniziale nel suolo contaminato

L'applicabilita del fitorisanamento su scala reale é stata valutata attraverso diversi esperimenti su
scala di campo e in diversi casi sono state sperimentate specie autoctone di aree contaminate o che
non sono normalmente coltivate a scopo agrario (Bacchetta el al. 2012; Bani et al., 2010, Pietrosanti
et al., 2012). Per valutare la possibilita di realizzare fitoestrazione sono stati realizzati studi
sperimentali di questo tipo, utilizzando oltre a specie iperaccumulatrici (Bani et al., 2010), specie
agrarie erbacee scelte per I'accumulo di metalli ottenibile grazie all'elevata produzione di biomassa
(Tlustos et al., 2005; Bidar et al, 2009; Farrag et al., 2012; Nehnevajova et al., 2005; Marchiol et al.,
2008) o specie arboree e arbustive come salice, pioppo, Atriplex (Marmiroli et al, 2011; French et
al, 2006; Dominguez et al., 2008; Pottier et al., 2015; Eissa et al, 2015; Clemente et al, 2012;
Mleczek et al., 2010; Pietrosanti et al., 2012; Vamerali et al., 2009 ).

La pratica del fitorisanamento trova ancora ancora diversi ostacoli nella realta Europea e il progetto
Greenland, un consorzio costituito da Universita, istituti di ricerca e piccole e medie imprese, ha
avuto come obiettivo complessivo quello di aumentarne le possibilita di successo di questa
tecnologia di ripristino ambientale (Renella, 2012). Con questo progetto infatti & stata testata in
campo l'applicabilita di numerosi pratiche (Kidd et al., 2015).

Su scala reale, in Italia si puo citare il lavoro riportato da Macci et al. (2013) realizzato utilizzando
le specie Populus. nigra, Paulownia. tomentosa e Cytisus scoparius su un area industriale
contaminata da metalli e idrocarburi in Toscana.

2.5 Destino finale delle biomasse ottenute da fitorisanamento: attuale
situazione tecnica e normativa e prospettive future

Il fitorisanamento pone un'importante questione: la gestione delle piante in seguito al loro utilizzo
in processi di fitoestrazione di metalli. Se il processo di fitoestrazione é stato efficiente, la biomassa
raccolta é classificabile come pericolosa e deve essere trattata di conseguenza (Mench et.al, 2010).

Le piante che contengono elevate concentrazioni di contaminanti devono essere smaltite in maniera
appropriata e a tal fine sono disponibili diversi metodi come I'incerenimento, la diretta deposizione
in discarica, estrazione di ceneri e di liquidi (Van Oosten e Maggio, 2015). Fra queste, attualmente
I'incenerimento € la tecnica piu accettata perché risulta un processo tecnicamente realizzabile e
conveniente economicamente (Van Oosten e Maggio, 2015). | caso di processi di combustione,
dopo l'incenerimento delle piante, il materiale ottenuto puo essere depositato in discarica, oppure, se
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economicamente vantaggioso, potrebbe essere processato per il recupero di metalli preziosi o
semipreziosi, attuando quella che viene chiamata "phytomining” (Ali et al., 2013).

Se si considerasse il risanamento di un‘area contaminata dalla prospettiva/punto di vista ambientale
sarebbe auspicabile il raggiungimento dei migliori standard ambientali senza tener conto dei
potenziali costi, ma questo imporrebbe I'erogazione di consistenti finanziamenti pubblici (Jiang et
al, 2015). Secondo Dhir e Srivastava (2012), il fattore chiave che attualmente inibisce un
implementazione del fitorisanamento a livello commerciale, e proprio la necessita di dover trattare
le grandi quantita di biomassa che possono essere prodotte durante il processo. Questa stessa
biomassa potrebbe pero essere destinata alla produzione energetica mediante diversi processi.

A tale scopo diversi studi si propongono di valutare la possibilita di realizzare contemporaneamente
il risanamento ambientale della matrice e la produzione di biomassa per il recupero finale di
energia. Per valutare la reale fattibilita di questa duplice attivita & necessario valutare gli aspetti
normativi, Europei ed Italiani.

Per quanto riguarda la normativa Europea, la direttiva 2009/28/CE si occupa della promozione
dell’'uso dell’energia da fonti rinnovabili e, fra queste, si incontrano le biomasse destinate al
recupero energetico.

La direttiva 2009/28/CE é recepita dalla normativa italiana mediante il Decreto Legislativo del 3
marzo 2011, n. 28 e fissa i criteri di sostenibilita' per i biocarburanti e i bioliquidi per I' I'ltalia.
Questa norma (art.2) definisce anche i seguenti concetti:

a) «energia da fonti rinnovabili»: energia proveniente da fonti rinnovabili non fossili, vale a dire
energia eolica, solare, aerotermica, geotermica, idrotermica e oceanica, idraulica, biomassa, gas
di discarica, gas residuati dai processi di depurazione e biogas;

e) «biomassa»: la frazione biodegradabile dei prodotti, rifiuti e residui di origine biologica
provenienti dall'agricoltura (comprendente sostanze vegetali e animali), dalla silvicoltura e dalle
industrie connesse, comprese la pesca e I'acquacoltura, gli sfalci e le potature provenienti dal verde
pubblico e privato, nonché la parte biodegradabile dei rifiuti industriali e urbani;

h) «bioliquidi»: combustibili liquidi per scopi energetici diversi dal trasporto, compresi
I'elettricita’, il riscaldamento ed il raffreddamento, prodotti dalla biomassa;

1) «biocarburanti»: carburanti liquidi o gassosi per i trasporti ricavati dalla biomassa;

Per quanto riguarda il rispetto della sostenibilitd di queste produzioni, la Direttiva 2009/28/CE
premette per che la produzione dei biocarburanti dovrebbe essere promossa in maniera da
incoraggiare una maggiore produttivita agricola e ’utilizzo dei terreni degradati. Inoltre evidenzia
che occorre sorvegliare I’impatto della coltivazione della biomassa, dovuto ad esempio a modifiche
della destinazione dei terreni, incluso lo spostamento, I’introduzione di specie esotiche invasive ed
altri effetti sulla biodiversita, e gli effetti sulla produzione alimentare e sulla prosperita locale. La
Direttiva 2009/28/CE sottolinea che la domanda globale di materie prime agricole & in crescita e
che questa domanda potra essere parzialmente soddisfatta aumentando la superficie dei terreni
agricoli. Uno dei modi per aumentare la superficie dei terreni disponibili per le coltivazioni consiste
nel ripristino di terreni gravemente degradati o fortemente contaminati che, allo stato attuale, non
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possono essere utilizzati per scopi agricoli. Aggiunge inoltre che il regime di sostenibilita dovrebbe
promuovere 1’utilizzo di terreni degradati ripristinati anche perché la promozione dei biocarburanti
e dei bioliquidi contribuira alla crescita della domanda di materie prime agricole.

A supporto della Direttiva 2009/28/CE, é stata introdotta la direttiva 1513/2015, che ha modificato
la direttiva 2008/98/CE relativa ai rifiuti, mediante I'introduzione delle seguenti voci:

w) “biocarburanti e bioliquidi a basso rischio di cambiamento indiretto di destinazione dei terreni”:
biocarburanti e bioliquidi le cui materie prime sono state prodotte nell'ambito di sistemi che
riducono la delocalizzazione della produzione a scopi diversi dalla fabbricazione di biocarburanti
e bioliquidi e che sono stati prodotti conformemente ai criteri di sostenibilita per i biocarburanti e i
bioliquidi.

La direttiva 1513/2015 non € ancora stata recepita dalla legislazione Italiana e, ad occuparsi di
questi prodotti & il DLgs.vo 28/2011 quando dichiara che "i biocarburanti e i bioliquidi devono
rispettare i criteri di sostenibilita" e, quando rimanda a quanto disposto dall' art. 17 della Direttiva
28/2009 CE.

Nella Direttiva 28/2009 CE si pu0 osservare un'importante appoggio alla produzione sostenibile di
biocarburanti quando espone le modalita di esecuzione del calcolo dell’impatto dei gas a effetto
serra dei biocarburanti, dei bioliquidi e dei carburanti fossili di riferimento. Si pud notare per
esempio, che identifica un premio di 29 g di CO,eq/MJ da attribuire in presenza di elementi che
dimostrano che il terreno in questione (per la produzione di biocarburanti e bioliquidi) rientra in una
delle seguenti categorie:

1) terreno pesantemente degradato, compresi i terreni precedentemente utilizzati per scopi agricoli;
i) terreno fortemente contaminato.

La stessa direttiva definisce che:

a) per «terreni pesantemente degradati» s’intendono terreni che sono da tempo fortemente salini o il
cui tenore di materie organiche e particolarmente basso e la cui erosione € particolarmente forte;

b) per «terreni fortemente contaminati» s’intendono terreni il cui livello di contaminazione ¢ tale da
renderli inadatti alla produzione di alimenti 0 mangimi.

Da una valutazione delle normative sopra esposte, si pud desumere la possibilita offerta dalla
normativa Europea, dell'utilizzo di terreni contaminati per la produzione di bioliquidi.

Si potrebbe invece osservare l'esistenza di un vuoto normativo in Italia, che impedisce di
identificare come "biomassa" il prodotto vegetale ottenibile da attivita di fitorisanamento. Il
materiale vegetale e attualmente definibile come un rifiuto (allegato D. Lgs 152/2006) proveniente
dalle operazioni di bonifica di terreni e deve essere trattato di conseguenza.

Nonostante cio la ricerca sulla produzione di energia da biomassa ottenibile da processi di
fitorisanamento ha avuto un notevole sviluppo negli ultimi anni e verra discussa nel paragrafo
successivo.
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2.5.1 PRODUZIONE DI BIOCOMBUSTIBILI

Si intende con bioenergia, I'energia derivata dalla biomassa (IPCC, 2011) ovvero il materiale di
origine biologica ottenuta a partire da piante e animali. La biomassa da destinare a fini energetici
puo derivare da residui agricoli, colture da biomassa dedicate, biomassa forestale ottenuta da
silvicoltura, letame, rifiuti di tipo organico (IPCC, 2011; Beringer et al., 2011). Le coltivazioni di
biomasse per la produzione di energia possono essere di tipo forestale o agrario e possono essere
coltivate in aree agricole o in aree marginali (IPCC, 2011). Tra queste sono da preferire le specie
rapido accrescimento, come il salice coltivato in SRC (acronimo di short rotation coppice ovvero
ceduo a turno breve) e il miscanto.

Le tecnologie per la produzione di energia includono diversi processi come: combustione, CHP, co-
combustione, produzione di biocarburanti a partire da coltivazioni zuccherine o oleaginose (etanolo
e biodiesel), produzione di biocarburanti a partire da materiale lignocellulosico (Syngas), processi
di digestione anaerobica per la produzione di biogas (IPCC, 2011).

Non esiste uno specifico elenco, a livello normativo, che indichi quali specie possono essere
individuate come colture energetiche. Molta attenzione ¢ stata riposta sulla produzione di energia da
conversione lignocellulosica su specie legnose a rapido accrescimento come pioppo e salice e su
specie erbacee come miscanto e panico (Beringer et al., 2011) e sono proprio queste, insieme
all'eucaliptus ad essere considerate le migliori candidate fra le coltivazioni energetiche (Searle et
al., 2014). Fra le specie candidate per la produzione di biocarburanti alcune sono riconosciute
invasive in USA, fra queste si possono menzionare per esempio Miscanto, panico, Sorghum
halepense, Arundo donax e Phalaris arundinacea (IPCC, 2011).

Una importante caratteristica da considerare ¢ la variabilita della produzione a seconda della
regione e della coltura, inoltre, la valutazione della produzione di biomassa delle singole colture
Esistono diversi studi dedicati alla valutazione della redditivita di coltivazioni energetiche e alle
implicazioni ambientali che possono comportare.

Secondo Searle et al. (2014) per esempio, sono proprio le coltivazioni energetiche ad essere
considerate le migliori candidate, fra le opzioni possibili, nel supportare I'aumento della domanda di
energie da biomassa e si prevede che nel futuro la produttivita media di queste coltivazioni potrebbe
essere di18 t ha® (10,5-22,9 t ha™ ). A titolo di esempio la produzione media di Miscanto
(Miscanthus giganteus) pud raggiungere nei suoli poveri o marginali produzioni tra 5 e 13 t ha™ y*
(materia secca), mentre in suoli coltivabili con sufficienti precipitazioni o irrigazione i valori vanno
da 7 a 44 tha' y* Searle et al (2014). Un‘altra coltura come il Panico (Panicum virgatum L.), pud
avere produzioni volte basse (1-2 t ha™ y™*) principalmente in suoli poco drenati e con precipitazioni
inadeguate, mentre in altre condizioni, come climi caldi e adeguate condizioni idriche, puo
raggiungere elevate produzioni di biomassa (35 t ha™ y™ di materia secca) (Searle et al. (2014).

Per quanto riguarda la produzione delle principali colture energetiche legnose, quella di pioppo,
tanto in SRC quanto in fustaia, € piuttosto variabile a seconda del genotipo (da molto bassa a 24 t
ha™ y1), quella dell'Eucaliptus & mediamente di 10-17 t ha™* y*, quella del salice di 5-10 t ha™ y*
(Searle et al., 2014).
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Per quanto riguarda la coltivazione del salice, si tratta ancora di un' attivita emergente, nonostante
questa e altre colture da SRC (acronimo del termine Short Rotation Coppice) siano considerate
molto importanti per la produzione futura di energia in Europa (Langeveld et al. 2012). In Svezia
per esempio, il salice € commercializzato per la produzione di elettricita e riscaldamento dagli inizi
dei 1990 e le coltivazioni occupano circa 14000 ha, ovvero lo 0,5 % delle superfici
arabili/coltivabili (Langeveld et al. 2012).

Spesso i risultati sperimentali di produzione di biomassa sovrastimano quelli che si ottengono
successivamente su scala reale (Mola-Yudego et al., 2015), per esempio, per quanto riguarda il
salice, nelle coltivazioni commerciali il raccolto osservato presentava aveva valori di 2.6-4,2 t ha™'
anno ' mentre nelle parcelle sperimentali i valori medi erano paria 7.7 tha ' anno .

La coltivazione di piante da biomassa a fini energetici pud competere con l'uso delle aree agricole e
negli ultimi anni e stata esplorata la possibilita di produrre tali biomasse sulle aree degradate e/o
contaminate, non utilizzabili per la produzione alimentare o foraggera.

Fra i primi studi esistenti, realizzati su campo sperimentale, vi € quello di French et al. (2006) che
esplora la possibilita di produrre biomasse legnose in aree degradate/contaminate (brownfield) con
le specie Salix spp., Populus spp, Alnus spp., Betula spp., Larix spp., nel nord ovest dell'Inghilterra.
In questo studio la biomassa prodotta ha mostrato risultati variabili per tutte le specie, compresi fra
2-9 t ha™* anno™e, in Uk si considera che il ritorno economico da biomassa legnosa si ha quando la
produzione supera 8-10 t/ha annue (French et al. 2006).

Mleczek et al. (2010) hanno valutato la possibilita di produrre biomassa a scopo energetico da
salice, contemporaneamente al fitorisanamento di metalli pesanti. Gli studi sono risultati
promettenti per alcuni taxa e, confermando quanto riportato da Meers et al (2007); Landberg e
Greger (1996); Watson et al., (2003), suggeriscono allo stesso tempo la necessita di un‘attenta
selezione clonale a causa della significativa variabilita esistente fra i taxa testati, sia nella
produzione di biomassa che nell'accumulo di metalli.

Lo studio di Schreurs et al. (2011) si propone di valutare la capacita produttiva di coltivazioni
energetiche sia legnose che erbacee su suoli considerati marginali come quelli contaminati da Cd
nell'area del Campine in Belgio. A tal fine, questi autori hanno analizzato salice (legnosa) e tabacco
da destinare alla termovalorizzazione, insieme a colture erbacee come mais e colza (Brassica
napus) per produrre insilato. Secondo questi autori, evitare di realizzare coltivazioni energetiche su
suoli agricoli incontaminati, aumenta la sostenibilitd ambientale della produzione di biomassa e la
possibilita di aumentare le terre coltivabili nel futuro.

Nell'ottica dell'uso produttivo delle aree marginali, Falasca et al. (2014) hanno valutato I'idoneita
agroecologica di aree aride e saline per la produzione di biomassa lignocellulosica, mediante le
specie Atriplex halimus e A. nummularia. Hanno identificato aree per la coltivazione di queste
specie a fini energetici, senza che possa esiste competizione con quelle designate per la produzione
alimentare. A. nummularia e fra le piante identificate dal Carbon Emission Trading Scheme delle
Nazioni Unite, per supportare la lotta contro i gas serra e sequestrare carbonio atmosferico nel
suolo. Secondo i risultati ottenuti da Falasca et al. (2014), I'implementazione di colture di A.
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halimus e A. nummularia potrebbe consentire la produzione di bioenergie o biocombustibili di
seconda generazione in aree aride.

Il fitorisanamento pu0 essere implementato come un processo produttivo per il recupero di energia e
anche di metalli (phytomining) e, in questo caso, risultano rilevanti altri fattori, come I'elevata
produzione di biomassa e i contaminanti in essa contenuti (Jiang. et al 2015).

Tra gli studi realizzati con lo scopo di valutare l'esistenza di un possibile ritorno economico dal
fitorisanamento, quello di Jiang. et al. (2015) propone un concetto integrato di fitorisanamento, in
cui l'attivita di risanamento é accoppiata alla produzione di energia dalla biomassa e al recupero dei
metall(oid)i. A tal proposito gli autori riportano che su scala europea, il costo medio per m® di
un‘attivita di fitorisanamento on site & di 122 Euro, (Jiang et al 2015). Gli autori hanno confrontato i
profitti ottenibili da diverse attivita di fitorisanamento utilizzando sia specie iperaccumulatrici
(bassa produzione di biomassa) che specie ad elevata produzione di biomassa. osservando che, € la
produzione di biomassa a determinare la redditivita del processo principalmente grazie all'energia
da essa ottenibile.
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CAPITOLO 3

MATERIALI E METODI

3.1 Piano sperimentale e obiettivi
L'attivita di ricerca ha come obiettivo generale indagare la possibilita di utilizzare specie autoctone
legnose e specie leguminose per attivita di fitorisanamento di suoli contaminati da elevate
concentrazioni di metalli pesanti in clima xerico, studiando diverse possibilita di coltivazione, al
fine di ottenere un miglior compromesso economico-produttivo e ambientale.
La specie legnosa scelta & Atriplex halimus, in quanto, come gia esposto nella parte introduttiva, €
caratterizzata da elevata produzione di biomassa, notevole capacita di sopravvivenza in ambienti
contaminati da metalli pesanti e adattamento a climi xerici, prevalenti in diverse aree della
Sardegna.
La specie leguminosa scelta € Medicago polymorpha, per la quale, nel presente lavoro, sono state
studiate la capacita di sopravvivenza e adattamento su substrati contaminati da metalli pesanti. Tali
caratteristiche non erano ancora note, per l'assenza di precedenti studi in applicazioni di
fitorisanamento. Questa specie, & stata scelta perché oltre ad essere una leguminosa azotofissatrice
che ben si adatta al clima della Sardegna, € una specie autoriseminante, che non necessita interventi
di semina ogni anno.
Nei seguenti paragrafi vengono descritti in dettaglio il piano sperimentale adottato e gli obiettivi
specifici perseguiti nell’ambito delle attivita sperimentali.
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L’attivita sperimentale

\

€

3.1.1 SCHEMA SPERIMENTALE
stata condotta su scala di laboratorio. Il piano sperimentale e stato
articolato in 6 fasi, schematicamente riassunte nella tabella 3. 1.

Tabella.3.1. Schematizzazione del piano sperimentale.

Fase Specie Tipologia Tipologia Codice
Utilizzata Impianto Substrato sperimentazione
. . .. Controllo (B)
1 Atriplex halimus Plante 3;320ann| n Campo Pisano (CP) Al
Campo Pisano + Inerti (CP+I)
Controllo (B)
2 Atriplex halimus | Talee su substrato Camri)ag}ggnzliar:eggiéP+l) A2
Campo Pisano + Compost e Inerti (CP+A)
. . . Controllo (B)
3 Atriplex halimus PI:Stsu(tj)lstzr;P(fSI Campo Pisano (CP) A3
Campo Pisano + Compost e Inerti (CP+A)
- . Controllo (B*)
4 Atriplex halimus Clonsludblsi:r::gm su Campo Pisano (CP) Ad
Campo Pisano + Compost e Inerti (CP+A)
5 Medicago Germinazione di Controllo (U) M1
polymorpha semi in vaso Campo Pisano (CP)
. . . Controllo (U)
N ot it cango o () e
poTymorp Campo Pisano + Compost e Inerti (CP+A)

3.1.2 OBIETTIVI SPECIFICI

Obiettivo 1. Valutare la possibilita di utilizzo della specie Atriplex halimus per il
fitorisanamento di suoli ad elevata contaminazione da metalli in Sardegna.

Per sviluppare questo obiettivo, attraverso le sperimentazioni A1, A2, A3, A4, sono state studiate le
capacita di sopravvivenza, di adattamento, produzione di biomassa e accumulo di metalli nei tessuti
da parte della specie, cresciuta su substrati contaminati.

Obiettivo 2. Testare la potenzialita di produzione di biomassa aerea della specie Atriplex
halimus mediante una selezione clonale, nell'ottica di una coltivazione mirata al
fitorisanamento.

Attraverso la sperimentazione A4, si e voluta esplorare la possibilita di selezionare la specie,
confrontando le potenzialita per fitorisanamento e produzione di biomassa da parte di diversi cloni.
Attualmente infatti, a differenza di altre specie legnose, per Atriplex halimus non si conoscono studi
finalizzati alla selezione clonale a scopo di fitorisanamento.
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Obiettivo 3. Studiare diverse combinazioni di substrati che possano consentire di
raggiungere una migliore performance produttiva della specie in ambito di fitorisanamento.

Attraverso le sperimentazioni Al, A2, A3, A4, M2, sono state studiate diverse combinazioni di
substrati con il fine di migliorare le condizioni fisico-chimiche dei suoli. | substrati contaminati
sono stati ammendati con compost da frazione organica di rifiuti urbani e con materiale inerte.
Quest'ultimo & stato introdotto con lo scopo di diluire il substrato contaminato e migliorarne le
caratteristiche fisiche (struttura e porosita). Il compost, quale ammendante a basso prezzo, consente
inoltre di soddisfare I'obiettivo 4.

Obiettivo 4. Limitare i costi di impianto e di produzione contemporaneamente
all'ottenimento di elevati standard di fitorisanamento per la specie Atriplex halimus.

Dopo aver constatato la capacita della specie Atriplex halimus ad adattarsi a vivere su suoli
contaminati utilizzando piante di due anni (sperimentazione Al), mediante le sperimentazioni A2,
A3, A4, e stata valutata la possibilita di ridurre i tempi di produzione delle piante mediante
propagazione agamica (per talea). A tal riguardo, si ricorda che tale forma di moltiplicazione ¢
preferita a quella gamica (per seme) laddove si vogliano riprodurre specifiche caratteristiche
genetiche e fenotipiche. Allo stesso tempo, mediante l'utilizzo di ammendanti a basso costo, si &
voluta migliorare la produttivita della specie.

Si sono testate le seguenti soluzioni di impianto:

e Le piante sono state ottenute facendo radicare talee direttamente su suolo contaminato
(sperimentazione A2).
L'impianto di una specie legnosa mediante talee, puod consentire una notevole riduzione dei
costi nella prima fase di allevamento. Con questa soluzione infatti, la produzione di piante
sarebbe limitata alla raccolta di talee a partire da piante madri generalmente allevate in
campo a tale scopo dall'azienda di produzione. Allo stesso tempo, questa soluzione pud
essere utilizzata su aree 0 appezzamenti nei quali risulta difficoltoso un intervento di
coltivazione di piante complete.

e Le piante sono state coltivate sui substrati sperimentali sotto forma di giovani piante dell'eta
di 2 e 3 mesi (sperimentazioni A3 e A4).
Mediante questa soluzione, le piante di Atriplex halimus sono ottenute con un processo di
taleaggio in idonee condizioni produttive (impianto di radicazione). Una volta prodotte le
barbatelle, queste vengono immediatamente disposte su substrato contaminato, senza che vi
sia una fase intermedia di accrescimento e adattamento in altre condizioni, escludendo
dungue la fase di vivaio.

Obiettivo 5. Valutare la possibilita di utilizzare la specie Medicago polymorpha nel
fitorisanamento di suoli contaminati da metalli.

Come verra esposto piu in dettaglio nel presente capitolo, I'utilizzo di leguminose in processi di
fitorisanamento consente di soddisfare la duplice esigenza di fornire azoto al terreno e proteggere il
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suolo con una copertura vegetali. La loro capacita di migliorare le disponibilita di azoto nel terreno
consente allo stesso tempo la riduzione dei costi di distribuzione e incorporazione di fertilizzanti
azotati, anche in accordo con l'obiettivo 3.

Attraverso le sperimentazioni M1 e M2 sono stati approfonditi i seguenti aspetti:

e Si e studiata la capacita di germinazione, sopravvivenza e adattamento di Medicago
polymorpha, nella prima fase di sviluppo, in suoli ad elevata contaminazione da metalli
(sperimentazione M1).

e Si e valutatala capacita di Medicago polymorpha nell'incrementare il contenuto di azoto in
un substrato contaminato da metalli (sperimentazione M1).

e Appurata la capacita di Medicago polimorpha di germinare su substrato sperimentale
contaminato (sperimentazione M1), con la sperimentazione M2 & stata approfondita
I'indagine sulla germinazione. Nella stessa sperimentazione M2, si é studiata la capacita di
sopravvivenza e sviluppo fino a fioritura della specie, su substrato contaminato da metalli,
anche in presenza di ammendanti.

3.2 Materiale vegetale

Lo studio su fitorisanamento oggetto di questo lavoro, e stato realizzato esplorando due distinte
specie vegetali: Atriplex halimus e Medicago polymorpha. Entrambe le specie crescono
spontaneamente in clima mediterraneo, comprese diverse aree della Sardegna e mostrano una
elevata adattabilita a climi secchi. La specie Atriplex halimus € un arbusto legnoso che puo produrre
elevate quantita di biomassa anche in ambienti difficili ed & gia stata studiata per fitorisanamento
mentre Medicago polymorpha e una leguminosa annua autoriseminante non ancora esplorata a tal
fine.

3.2.1 ATRIPLEX HALIMUS

Atriplex halimus L. & un arbusto perenne a carattere alofilo e xerofilo. Al genere Atriplex
appartengono circa 200 specie e costituisce il piu ampio e il piu diversificato della famiglia delle
Chenopodiaceae (Mulas e Mulas, 2004). Attualmente la famiglia botanica delle Chenopodiaceae ¢
stata inclusa in quella delle Amaranthaceae. Tra queste, le specie del genere Atriplex sono
caratterizzate da un'elevata produttivita di biomassa, elevata tolleranza all'aridita e alla salinita,
elevata efficienza d'uso della radiazione solare e dell'acqua (Falasca et al., 2014).
A. halimus cresce spontaneamente in aree semiaride e aride dell'Eurasia, dalla costa Atlantica, nel
bacino Mediterraneo, fino al Medio Oriente, vegeta in suoli salini e degradati dove spesso
costituisce la specie dominante (Walker et al., 2014).
La specie é utilizzata ampiamente nella lotta alla desertificazione e per la produzione di foraggi in
aree semiaride e aride. Le specie del genere Atriplex infatti, oltre a resistere all’aridita e alla salinita,
si caratterizzano per produrre foraggi ricchi di proteine e carotene, grazie ad un'abbondante
biomassa fogliare che possono mantenere attiva durante i periodi sfavorevoli dell’anno (Mulas e
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Mulas, 2004; Falasca et al., 2014). Per queste caratteristiche & stata introdotta a scopo
principalmente foraggero, in nord Africa e nell'Asia occidentale, in Cile, Argentina, Nuova Zelanda,
U.S.A. (Mulas e Mulas, 2004; Walker et al., 2014).

Esistono due subspecie di A. halimus: A. halimus halimus, diploide (2n = 2x = 18) e A. halimus
schweinfurthii, tetraploide (2n=4x= 36) (Walker et al., 2014). La subsp. halimus si estende dalle
zone semiaride a quelle umide e in siti poco salini (Mulas e Mulas, 2004; Walker et al., 2014) ed é
molto comune lungo le coste del Bacino Mediterraneo. La subsp. schweinfurthii & diffusa nelle zone
ad elevate aridita e salinita (Walker et al., 2014) fino ad aree desertiche, ma solo lungo depressioni
in presenza di acqua (Mulas e Mulas, 2004). Le due subspecie differiscono anche per I'habitus, piu
eretto in halimus e pit ramificato in schweinfurthii.

Le piante di A. halimus possono superare l'altezza di 3 m, sono sempreverdi, anche se durante un
periodo molto caldo e asciutto, per esempio in estate in clima mediterraneo, possono
temporaneamente perdere molte foglie (Walker et al., 2014). | rami possono presentare portamento
strisciante e, con la loro espansione, ricoprono il suolo per un diametro anche di 3 metri (Manousaki
e Kalogerakis, 2009).

A. halimus utilizza la via fotosintetica C, per fissare la CO, e le foglie hanno anatomia di tipo
Kranz. La fissazione di CO, che avviene durante una fotosintesi di tipo Cy, richiede basse quantita
di O,, di acqua e di nutrienti e questo consente anche il minimo consumo di tessuti durante il
processo (Falasca et al., 2014).

Nella superficie delle foglie sono presenti peli e tricomi vescicolari, in cui vengono accumulati i
sali, relazionati alla tolleranza delle piante allo stress (Walker et al., 2014). Quando le vescicole si
rompono, i sali vengono distribuiti sulle foglie, supportando la riflessione della radiazione solare.

A. halimus ha impollinazione anemofila e si riproduce principalmente per seme, grazie al trasporto
da parte di animali, vento o acqua (Walker et al., 2014). La specie si riproduce facilmente anche per
via vegetativa attraverso lo sviluppo di radici dai fusti. E' considerata monoica, in quanto nella
stessa pianta possono coesistere sia i fiori femminili (alla base dell'infiorescenza) che quelli
maschili (all'apice dell'infiorescenza), anche se possono verificarsi diverse eccezioni a seconda delle
condizioni ambientali e genetiche (Walker et al., 2014). La fioritura avviene in infiorescenze
paniculiformi, tra maggio e dicembre in clima mediterraneo.

Molte specie appartenenti al genere Atriplex e la specie Atriplex halimus, oltre che per scopi
foraggeri e recupero di suoli degradati in zone semiaride e aride, sono attualmente studiate con la
finalita di produrre biomassa a scopi energetici e per attivita di fitorisanamento di suoli contaminati
da metalli pesanti.

Per quanto riguarda la produzione di biomassa di Atriplex halimus, esistono diverse indicazioni.

La produzione di biomassa riportata varia in funzione della disponibilita di acqua e spesso €
espressa in funzione dell'efficienza d' uso dell'acqua o della pluviometria e dell'apporto irriguo.
Grazie all'elevata efficienza d'uso dell'acqua infatti, sono riportate per esempio produzioni di
biomassa secca pari a 10-20 kg ha™ anno™ per mm di pioggia (Mulas e Mulas, 2004; Falasca et al.,
2014). In Australia coltivazioni di Atriplex irrigate con 500 mm di acqua annui, hanno superato 5
tonnellate di materia secca ha™ anno™. (Falasca et al., 2014).
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In caso di elevata salinita del suolo, i migliori risultati nella produzione di biomassa si attestano
intorno a 15-20 ton ha™ annui™e si possono ottenere a concentrazioni di sali inferiori a 300 mM
equivalenti L™ di NaCl (Falasca et al., 2014). | risultati sperimentali di coltivazioni di Atriplex in
aree non irrigate risultano comunque piu modesti rispetto a quelle irrigate (Falasca et al., 2014).
Secondo Walker et al. (2014) la specie A. halimus puo raggiungere una produzione di 10 tonnellate
ha™ in assenza di inputs.

I resti di potatura di branche legnose sono un importante fonte energetica e secondo Falasca et al.,
(2014) puo essere considerevole la produzione di energia da legno ottenibile da piante del genere
Atriplex. Walker et al. (2014) indicano per la specie un potere calorifico della biomassa secca pari a
17,2 kJ g™ per i fusti e 12,8 kJ g™per le foglie, simili a quelli di altri materiali come per esempio
paglia di riso, canna da zucchero e mais.

Diverse specie appartenenti al genere Atriplex sono state studiate per il recupero di aree degradate
e/o anche considerando la prospettiva del loro utilizzo per fitorisanamento (Andrades-Moreno et al.,
2013; Eissa e Ahmed, 2016; Lutts et al., 2004; Kachout et al., 2012; Mendez e Maier, 2008;
Moreira et al., 2011; Vickerman et al. 2002) grazie all'elevato adattamento e al carattere alofilo e
xerofilo.

Atriplex halimus cresce spontaneamente in aree minerarie del Nord Africa e del Sud Europa (Pérez-
Esteban et al., 2013), come quella de La Unién-Cartagena nel sud della Spagna (Clemente et al.,
2012; Lefevre et al., 2009; Martinez Fernandez e Walker, 2014; Parraga-Aguado et al., 2014;
Walker et al., 2014).

La specie ¢ stata studiata per fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti e /o in ambienti
aridi e semiaridi (Clemente et al., 2012; Frutos et al., 2017; Lefévre et al., 2009; Mancilla-Leytdn et
al., 2016; Manousaki e Kalogerakis, 2009; Martinez Fernandez e Walker, 2014; Nedjimi e Daoud,
2008; Parraga-Aguado et al., 2014; Pérez-Esteban et al., 2013; Walker et al., 2014) e ha dato
risposte incoraggianti. Per quanto riguarda la capacita di accumulare metalli, anche se in elevate
quantita, la specie € indicata da vari autori per attivita di fitostabilizzazione anziché di fitoestrazione
(Clemente et al., 2012; Laffont-Schwob et al., 2011; Martinez Fernandez e Walker, 2014; Nedjimi e
Daoud, 2008; Pérez-Esteban et al., 2013).

In questo lavoro Atriplex halimus € stata la specie vegetale principale testata per I' utilizzo in attivita
di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti, nella prospettiva di produrre elevate
quantita di biomassa, tenendo conto delle limitazioni ambientali di climi xerici. La specie & stata
scelta per le caratteristiche di elevata adattabilita a suoli degradati e contaminati, insieme alla
capacita di produrre una buona quantita di biomassa legnosa in ambienti climatici e pedologici
difficili e per i risultati incoraggianti riscontrati in letteratura.

Il materiale vegetale utilizzato nelle sperimentazioni, e stato ottenuto mediante propagazione
agamica a partire da materiale che cresceva spontaneo e che é stato selezionato in aree contaminate
e non. Fa eccezione la sperimentazione Al, nella quale le piante, seppur originate per via agamica,
hanno origine geografica sconosciuta in quanto prelevate da un vivaio. La propagazione per via
agamica consente di ottenere in breve tempo nuove piante che presentano le stesse caratteristiche
genetiche della pianta da cui sono state ottenute. Le piante di origine (piante madri) vengono
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generalmente scelte per peculiari caratteristiche fenotipiche e produttive che si intende riprodurre
nei cloni.

3.2.2 MEDICAGO POLYMORPHA

La specie Medicago Polymorpha (medica polimorfa) e una leguminosa annuale molto diffusa nei
pascoli mediterranei. In Sardegna vegeta spontaneamente ed e possibile incontrarla ad altitudini
comprese fra 0 e 1000 m s.I.m e ad intervalli igrometrici di 500 - 1100 mm annui (Ovalle et al.,
2001).
Appartiene al genere Medicago e alla famiglia Fabaceae. Questa famiglia rappresenta una delle piu
numerose tra le piante superiori, comprendendo circa 20000 specie, raggruppate in 674 generi
(Safronova et al., 2011). Vi appartengono molte specie utilizzate a fine alimentare umano come
pisello, fave, soia, cece, lenticchia, etc. Molte sono coltivate per I'alimentazione animale, come in
particolare quelle appartenenti ai generi Medicago, Trifolium, Vicia. La peculiare caratteristica che
distingue la famiglia delle fabacee ¢ la loro capacita di fissare azoto atmosferico (N;) grazie alla
simbiosi tra le piante e i batteri del suolo comunemente chiamati "rizobi" (Sheaffer e Seguin, 2003;
Safronova et al., 2011). | microrganismi, che appartengono ai generi Rhizobium, Bradyrhizobium,
Sinorhizobium e Azorhizobium, penetrano le radici e formano dei noduli: le strutture nelle quali
avviene l'azotofissazione. | rizobi riducono l'azoto atmosferico, non assimilabile dalle piante, ad
NH; che costituisce una forma assimilabile. Le piante forniscono ai rizobi composti del carbonio
derivanti dalla fissazione fotosintetica. La quantita di N, fissata dalle leguminose puo variare fra 15
e 390 kg di N anno ™ ha ™ a seconda della specie e delle condizioni biotiche e abiotiche (Sheaffer e
Seguin, 2003). Una ottimale riserva di azoto nel terreno € fondamentale per la riuscita delle
coltivazioni. Per la loro capacita di azotofissazione, le leguminose sono utilizzate in rotazione con le
altre specie, in particolare con quelle depauperanti. Un‘altra tecnica che consente di incrementare il
contenuto di azoto nel terreno grazie alle leguminose, & la loro coltivazione in consociazione
temporanea con altre colture. La consociazione o la rotazione delle colture con le leguminose puo
consentire I'aumento della produttivita (Sheaffer e Seguin, 2003; Del Pozo e Ovalle, 2012) e il
miglioramento delle caratteristiche agronomiche e microbiche de suolo (Safronova et al., 2011) ed e
per questo ampiamente utilizzata a scopo agronomico.
Per queste caratteristiche, I'utilizzo di leguminose e stato esplorato anche in diverse ricerche al fine
della loro applicazione in attivita di fitorisanamento.
Anjum et al. (2014) per esempio hanno approfondito la risposta di Vigna radiata L. su substrato
contaminato da Cadmio, rilevando una elevata capacita adattativa della specie a questo
contaminante, una diminuzione di biomassa all'aumentare della concentrazione di contaminante nel
substrato ed una elevata allocazione di Cd sulle parti aeree rispetto alle radici.
Anche nel caso in cui il contaminante era il mercurio, Vigna radiata L. ha dimostrato una elevata
capacita di traslocazione del metallo nella parte aerea (Mondal et al., 2015).
Un'altra leguminosa molto comune come Trifolium pratense L., € stata studiata insieme ad altre
specie, come bioindicatore del livello di contaminazione da metalli (Cu, Mn, Zn, Pb, Cr, Pd) in
suoli urbani (Malizia et al., 2012), facendo rilevare un'elevata correlazione tra la concentrazione di
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contaminante nel suolo e quella nei tessuti vegetali. In questo studio, la concentrazione di metalli
che e stata rilevata in primavera, in estate e in autunno, e sempre maggiore nelle radici rispetto alle
foglie, tranne che per il Pb in primavera, quando viene rilevato I'inverso.

Ali et al., (2012) hanno valutato la possibilita di utilizzare Trifolium alexandrinum per il
fitorisanamento di suoli contaminati da Cd, Pb, Cu e Zn. Realizzando uno studio in vasi contenenti
substrati con un singolo contaminante, hanno riscontrato una maggiore concentrazione di Cd, Cu e
Pb nelle radici di Trifolium alexandrinum rispetto alla parte aerea, mentre le concentrazioni di Zn
non differivano in radici e foglie.

L'utilizzo di leguminose in attivita di fitorisanamento e stato esplorato con la finalita di svolgere la
funzione di colture da consociazione (intercrop) per il mais (Zea mays L.), che invece costituiva la
coltura principale, su un suolo contaminato da Cadmio (Li et al., 2009). In questo studio, in
presenza delle leguminose Vigna unguiculata L., Cicer arietinum L., Medicago sativa L., sono stati
evidenziati sia I'aumento della capacita di estrazione di Cadmio da parte della coltura principale
(mais) che la sua elevata produzione di biomassa. In particolare, quando in intercrop era presente
Medicago sativa L., non si osservavano differenze nella produzione di biomassa rispetto al mais in
monocoltura, ad evidenziare assenza di competizione fra le colture coltivate in consociazione.

Il ruolo delle leguminose in rotazione con altre colture, & stato testato per fitorisanamento,
alternando (su campo sperimentale) lupino bianco (Lupinus albus L.) e canapa industriale
(Fumagalli et al., 2014). In questo studio la canapa ha funzione di coltura estiva fitoestraente mentre
il lupino, in rotazione, ricopre il suolo in inverno. Gli autori indicano la specie come adatta a
svolgere copertura vegetale d'inverno, al fine di limitare I'erosione idrica ed eolica. Allo stesso
tempo, la coltivazione di lupino bianco pud consentire di evitare I'utilizzo di ammendanti chimici
per la coltura successiva grazie alla capacita di incrementare I'attivita microbica e di migliorare la
qualita del suolo (Fumagalli et al., 2014).

Bidar et al., (2009) hanno testato, su suolo contaminato da Cd, Pb e Zn, la specie perennante
Trifolium repens, rilevando variazioni stagionali e annuali nel bioaccumulo di metalli e
un‘allocazione maggiore nelle radici rispetto alla parte aerea. Bidar et al., (2009) indicano Trifolium
repens come specie adatta a svolgere copertura vegetale e fitostabilizzazione su suoli contaminati
da Cd, Pb e Zn.

In Sardegna, popolazioni naturali di diverse leguminose provenienti dall'area mineraria di Iglesias,
sono state studiate per il recupero di suoli contaminati da metalli pesanti, in associazione con rizobi
e rizobatteri promotori di crescita (PGPR), dando risultati incoraggianti a proseguire le ricerche,
secondo quanto riportano Bullitta et al. (2009) e Safronova et al. (2012). Nello studio descritto da
Safronova et al. (2012) semi di popolazioni naturali di leguminose foraggere delle specie
Astragalus hamosus L., Lotus edulis L., Lotus ornithopodioides L., Medicago ciliaris L. and
Scorpiurus muricatus L., raccolte nell' area mineraria di Campo Pisano (Iglesias, Sardegna sud
occidentale), sono state studiate in coltura idroponica per verificare la tolleranza a zinco, cadmio e
piombo. Nello stesso studio sono state selezionate le specie Lotus edulis L., Lotus ornithopodioides
L., Medicago ciliaris L. e testate in vaso su substrato contaminato proveniente dalla stessa area di
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raccolta dei semi, al fine di valutare le potenzialita per il recupero di suoli contaminati da metalli
pesanti di queste specie, in associazione con PGPR.

La specie utilizzata in questa sperimentazione, Medicago polymorpha, ha numero cromosomico
pari a 2n = 14, & una specie autogama ed e originaria del bacino mediterraneo e delle adiacenti
regioni aride e semiaride (Paredes et al., 2002).

La medica polimorfa é stata studiata principalmente allo scopo di alimentazione animale, nella
costituzione o miglioramento del pascolo, o per la produzione di foraggio principalmente in regime
asciutto. Infatti, I'uso di miscele di leguminose annue, puo migliorare la produzione dei pascoli, la
qualita e la persistenza dei pascoli mediterranei (Del Pozo e Ovalle, 2012). Negli ultimi decenni
stato ampio l'interesse, da parte del mondo scientifico, verso l'utilizzo di questa specie per il
miglioramento dei pascoli mediterranei associato al controllo dell'erosione dei suoli, e come coltura
da cover crop nella pratica dell'inerbimento dei vigneti (Fara et al., 1997; Ovalle et al., 2010;
Convisar, 2012; Del Pozo e Ovalle, 2012).

La specie si caratterizza per lasciare sul terreno, a fine ciclo produttivo, quindi all'inizio dell'estate,
un elevato numero di semi che germinano nel successivo autunno, insieme ai cosiddetti "semi duri”.
Si tratta di semi non distinguibili visivamente da quelli germinabili, ma a differenza di questi
presentano una elevata impermeabilita all'acqua (ERSAT, 1997). | semi duri sono quelli che
germineranno negli anni successivi alla deposizione e, per questo motivo, si dice che vanno a
costituire la "banca di seme". Questa banca di seme, che aumenta di anno in anno, fa si che questa
specie non debba essere riseminata ogni anno e viene cosi definita "autoriseminante”. In questo
modo viene garantita la capacita germinativa della specie anche dopo annate sfavorevoli. Per la
varieta Anglona & riportata una elevata produzione di seme (oltre 1000 kg ha™ anno™ con una
durezza del seme tra 1’80 ed il 90% (ERSAT, 1997). Grazie alla quantita di seme che puo produrre,
la medica polimorfa, puo garantire, senza ulteriori lavorazioni, la ricostituzione del pascolo nelle
annate successive a quella d’impianto (ERSAT, 1997).

La semina di medica polimorfa in Sardegna avviene normalmente nei mesi di ottobre-novembre, ma
puo essere protratta fino a dicembre. Le basse temperature costituiscono uno fra i principali
elementi, in condizioni naturali ottimali, che rallenta i tempi di germinazione, sviluppo dei
cotiledoni, sviluppo vegetativo delle piante e fioritura.

In lavori sperimentali in campo condotti da Sitzia et al. (1999) su ecotipo Anglona, con semina a
fine ottobre, si hanno dati di insediamento medio di 279 + 82 plantule m?, ad un mese circa dalla
semina. Il ciclo annuale della medica polimorfa si completa normalmente in 7-8 mesi (ERSAT,
1997), termina dopo la fioritura, quando la pianta dissecca all'inizio dell'estate. Da quel momento
lascia sul terreno una cotica di stoppie capaci di riparare il suolo alle prime piogge tardo estive -
autunnali. Con le prime piogge i semi germinano e puo riformarsi una cotica verde. Le produzioni
biomassa secca, in sperimentazioni realizzate nel sud della Sardegna, riportate da Vargiu et al.
(2000), sono pari a 5 t ha™ anno.

Trattandosi di una leguminosa, si formano i noduli radicali della simbiosi rizobica e, a partire da
quel momento si attiva la fissazione nel suolo dell'azoto atmosferico che, in medica polimorfa puo
giungere fino a 200 kg/ha. La capacita di vegetare in climi xerici in assenza di irrigazione con una
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buona produzione di biomassa, insieme all'importanza dell'azotofissazione e del rivestimento del
suolo a controllare I'erosione, fanno di questa specie una buona candidata ad accompagnare le
specie legnose in coltivazioni di fitorisanamento.

Del Pozo e Ovalle (2012) riportano l'esistenza di una relazione molto stretta tra la biomassa aerea
secca prodotta da diverse leguminose, tra cui Medicago polimorpha, e la quantita di N, fissato nel
suolo di pascoli del Cile. Questa quantita pud ammontare a 18-20 kg per ogni tonnellata di
biomassa aerea secca prodotta.

I semi utilizzati nella sperimentazione provengono dalla stazione sperimentale Agris-DIRVE, San
Michele, Ussana. La varieta é quella chiamata "Pratosardo” ed € stata selezionata in Sardegna a
partire da ecotipi autoctoni. Durante il periodo in cui sono state realizzate le sperimentazioni,
I'ecotipo si trovava in fase di accertamento dei requisiti varietali, al fine della sua iscrizione al
registro delle varieta dei prodotti sementieri. Attualmente I'ecotipo puo essere definito "varieta"
poiché risulta iscritta al registro delle varieta dei prodotti sementieri come leguminosa da foraggio,
con codice SIAN n.15017 (DM 17/02/2016).

3.3 Substrati

Nell’ambito delle attivita sperimentali effettuate le diverse fasi sperimentali hanno previsto
I’utilizzo di substrati a composizione diversa, oltre che di diverse specie vegetale e di variazioni
agronomiche inerenti I'impianto. Nell'ottica di una duratura e ottimale attivita di fitorisanamento e
fondamentale la ricerca del substrato ottimale per ospitare le specie vegetali. Quando poi, nella
prospettiva del fitorisanamento, vi € la ricerca di un'abbondante produzione di biomassa vegetale,
come nel lavoro di questa tesi, € imprescindibile migliorare la fertilita del substrato. Le sue
caratteristiche devono essere tali da coadiuvare la crescita della biomassa aerea e l'espansione
radicale, dalle prime fasi di adattamento della pianta a quelle del suo sviluppo e produzione. Le
caratteristiche del suolo devono essere determinate in funzione del destino produttivo e/o funzionale
della coltivazione che si vuole impiantare su di esso.

Nelle sperimentazioni Al, A2, A3, A4 e M2, l'adattamento e lo sviluppo delle piante per
fitorisanamento sono stati testati su substrati sperimentali contaminati ammendati. La risposta delle
piante su substrati contaminati ammendati, € stata sempre confrontata con quella su un substrato
non contaminato di riferimento, considerato ottimale per la crescita delle piante e con quello
contaminato puro (di Campo Pisano). Nella sperimentazione M1, la specie Medicago polymorpha
non é stata testata su suolo contaminato ammendato perche lo scopo della sperimentazione era
realizzare un primo test di valutazione di sopravvivenza ad elevate concentrazioni di metalli per
questa specie, mali testata in precedenza per fitorisanamento. Nei substrati contaminati ammendati,
gli ammendanti utilizzati sono stati sabbia, ghiaia e compost, facilmente reperibili sul mercato e a
basso costo. Nelle sperimentazioni A1, A2, A3, A4, il substrato non contaminato era costituito da
una miscela di terriccio commerciale, sabbia e ghiaia nelle proporzioni 1:1:1 (in volume).

Nelle sperimentazioni M1 e M2, il substrato non contaminato era un suolo agricolo proveniente
dall'azienda sperimentale Agris di Ussana (Cagliari).
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A seguire vengono descritti i materiali con cui sono stati realizzati i substrati nelle diverse
sperimentazioni, mentre la composizione dei substrati verra descritta dettagliatamente, per ciascuna
sperimentazione, nel paragrafo 3.5.

3.3.1 CAMPO PISANO

La matrice contaminata utilizzata nelle sperimentazioni di questo lavoro, proviene dalla superficie
del bacino di decantazione di Campo Pisano, antico centro minerario per I’estrazione di Piombo e
Zinco vicino Iglesias, in Sardegna. La matrice Campo Pisano e stata utilizzata per costituire i
substrati sperimentali contaminati nelle diverse prove, sia in purezza (CP) che in associazione con
ammendanti (CP+A, dove A indica 1’uso sia di inerti che compost ¢ CP+l, in cui I indica ’uso di
soli inerti).
Ad eccezione della sola fase 1 della sperimentazione, i materiali utilizzati nel corso delle attivita
sperimentali sono stati prelevati all’interno di un campo pilota, secondo quanto descritto da
Bacchetta et al. (2012). Piu precisamente, il substrato & stata prelevato dai primi 20 cm della
superficie del bacino campo pilota destinato a testare il suolo privo di ammendanti, eliminando
previamente lo strato superficiale di 2-5 cm, al fine di rimuovere la materia organica eventualmente
presente, infine pretrattato secondo quanto descritto nel paragrafo che descrive la preparazione del
campione suolo. Il materiale utilizzato nella sperimentazione Al € stato invece prelevato in
prossimita della diga di contenimento ai margini del bacino sterili (N 39° 17.746', E 8° 31.909”).
Il materiale tal quale tende a formare una struttura molto compatta che rende difficoltosa lI'aerazione
il drenaggio e I'espansione radicale (Canu, Cappai, Carucci, 2013) a causa della sua tessitura molto
fine. Questa caratteristica, insieme allo scarso contenuto di nutrienti rende la matrice di Campo
Pisano non adatta a supportare la crescita ottimale di biomassa vegetale. Per migliorare le sue
caratteristiche pedologiche e la sua fertilita si e ritenuto necessario implementare un ottimale
composizione di ammendanti attraverso la creazione dei diversi substrati sperimentali che sono stati
testati nell'intero lavoro.

3.3.2 TERRICCIO COMMERCIALE

Per la creazione dei substrati non contaminati delle sperimentazioni A1, A2, A3 e A4 (substrato B o
Bianco) e stato utilizzato un terriccio commerciale per giardinaggio e orticoltura (GRAMOFLOR),
costituito da una base di torba di sfagni. Questo terriccio &€ composto per il 68% di materia organica,
ha pH subacido (5,1), contiene il 34% di Carbonio totale e lo 0,2% di Azoto totale.

A causa dell'elevato contenuto di torba, il terriccio e, quindi, il substrato non contaminato, si
presenta tendenzialmente acido, mentre la specie Atriplex halimus, alofila, vegeta prevalentemente
in substrati che hanno pH da neutro ad alcalino. L'uso di terriccio commerciale di matrice simile a
quello qui utilizzato, € comune a sperimentazioni sulla specie Atriplex halimus, anche per
fitorisanamento (Manousaki e Kalogerakis, 2009).

Per realizzare il substrato non contaminato della sperimentazione A4, al terriccio commerciale
Gramoflor si e voluto prima correggere il pH, mediante I’aggiunta di ossido di calcio in modo da
diminuire la sua acidita e adattare meglio il substrato alla specie vegetale ospite. In questo caso,
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prima di essere miscelato con sabbia e ghiaia, il terriccio € stato irrorato e omogeneizzato con
ossido di calcio disciolto in acqua per aumentare cosi il suo pH. Tale substrato verra indicato con la
sigla B*, per evidenziare la modifica sul pH rispetto al substrato B.

Il quantitativo di ossido di calcio distribuito € stato scelto in seguito a vari step di prova che hanno
permesso di individuare quello ottimale per raggiungere un pH sub-basico, prossimo a quello degli
altri substrati sperimentali di A4. Il composto che & stato cosi ottenuto era molto umido e, per poter
miscelare in maniera ottimale i materiali di creazione dei substrati, & stato tenuto a riposo per i tre
giorni successivi.

3.3.3 ComPoOsST

L'ammendante organico che é stato introdotto nei substrati contaminati & compost ottenuto dalla
stabilizzazione della frazione organica dei rifiuti urbani, prodotto nello stabilimento di trattamento
di rifiuti di Macchiareddu (Cagliari). La funzione del compost, nella miscela dei substrati
contaminati € principalmente quella di apportare una prima quota di nutrienti e di materia organica,
giacché normalmente scarseggiano in una matrice di origine mineraria. La presenza di nutrienti e
fondamentale per lo sviluppo delle piante e la materia organica svolge anche un ruolo fondamentale
nel migliorare le caratteristiche fisiche dei suoli.

3.3.4 MATERIALI INERTI

I materiali inerti presenti nei substrati delle sperimentazioni Al, A2, A3, A4, M2, provengono dalla
ditta Nuova CE.MAR GRANULATI. Sono state utilizzate sabbia e ghiaia, che hanno diametri
compresi fra 0-2 mm e 2-4 mm rispettivamente. La funzione dei materiali inerti, & quella di
simulare la presenza delle frazioni di sabbia e ghiaia, normalmente presente nei suoli coltivati, al
fine di implementare nel substrato la creazione di una tessitura e una struttura il pit possibile simile
a quella di un suolo agricolo. La funzione di questi materiali & principalmente quella di separare
fisicamente le particelle della matrice di Campo Pisano, che tendono naturalmente a compattarsi. Il
materiale scelto ha la funzione di agire fisicamente e non chimicamente con il substrato e quello
utilizzato nella sperimentazione é certificato dalla ditta di produzione.

3.3.5 SUOLO AGRICOLO

Il substrato non contaminato nelle sperimentazioni M1 e M2 é costituito da suolo agricolo
proveniente dall'azienda sperimentale Agris di Ussana (Cagliari). Il suolo € stato prelevato in un
area in cui, nell'annata agraria precedente, era stata coltivata la specie Medicago polymorpha. La
scelta e stata fondata sul presupposto che quel suolo si presentasse ottimale per la specie vegetale,
perche, fra le altre caratteristiche che ne determinavano una buona fertilita, vi era la presenza di
batteri azotofissatori lasciati dalle piante coltivate in precedenza. Dopo il prelievo, per ottenere la
frazione fine, il suolo agricolo é stato essiccato all'aria e setacciato in tumbler, (diametro < 2 mm).
Queste attivita sono state svolte nella stessa stazione sperimentale di prelievo, per evitare
contaminazioni con eventuali matrici contaminate in questa prima fase. Il terreno ottenuto in questo
modo é stato utilizzato tal quale, a costituire il substrato Ussana nelle sperimentazioni M1 e M2.
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3.4 Sperimentazioni con Atriplex halimus

3.4.1 Al -STUDIO DELLA SPECIE ATRIPLEX HALIMUS PER IL POSSIBILE USO NEL
FITORISANAMENTO DI SITI MINERARI DISMESSI DELLA SARDEGNA

L'obiettivo principale di questo studio é stato valutare la possibilita di utilizzare la specie Atriplex
halimus nel risanamento di suoli minerari di Campo Pisano (lglesias, Sardegna). Lo studio & stato
realizzato in vaso, utilizzando piante allevate precedentemente in vivaio. Per realizzare questa
sperimentazione, piante di Atriplex halimus giunte da vivaio, sono state trapiantate in vasi
contenenti diversi substrati sperimentali, ammendati e non e, nell'arco di 4 mesi sono stati valutati
sopravvivenza, accrescimento e produzione di biomassa e presenza di metalli nei tessuti.

Le piante di Atriplex halimus che sono state utilizzate in questa sperimentazione sono state fornite
dal vivaio forestale di Campulongu (Oristano, Sardegna) di proprieta dell'Ente Foreste Sardegna.
Prima della sperimentazione vegetavano in piccoli vasi di plastica e quando utilizzate avevano due
anni di eta. Queste piante sono state a loro volta ottenute da talee create da piante madri cresciute
spontaneamente lungo il perimetro dello stagno di Santa Giusta (Oristano). Durante la permanenza
in vivaio, le piante sono state allevate in vaso e sono state sottoposte a diverse potature per
controllarne lo sviluppo. Al momento di inizio della sperimentazione qui presentata, mostravano
una dimensione molto piu piccola di quella tipica di esemplari cresciuti in ambiente naturale o in
una coltivazione. | talli si presentavano inoltre molto lignificati. Prima della sperimentazione é stata
fatta una valutazione fitopatologica delle piante, che ha consentito di determinare l'assenza di
parassiti e in generale una buona condizione sanitaria.

Per realizzare questa sperimentazione sono stati preparati 3 distinti substrati sperimentali: B, CP e
CP+A (cfr Tabella 3.1).

Il substrato B & stato utilizzato come bianco. E costituito da un insieme di terreno per giardinaggio e
orticoltura (GRAMOFLOR), sabbia e ghiaia, nelle proporzioni 1:1:1 (in volume), ottimale per la
crescita delle piante. Le caratteristiche delle matrici utilizzate sono state descritte nel paragrafo 3. 3.
Il substrato CP é interamente costituito dalla matrice contaminata del bacino di decantazione
dell'area mineraria di Campo Pisano secondo quanto descritto nel paragrafo 3.3.1.

Il substrato CP+1 e costituito dal suolo di Campo Pisano, a cui sono state aggiunte sabbia e ghiaia
nelle stesse proporzioni applicate al substrato B. Lo scopo dell'introduzione di ammendanti inerti €
quello di verificare se il miglioramento della struttura di un suolo di questo tipo pud essere un
fattore positivo in un progetto di coltivazione di fitorisanamento. Al fine di migliorare la struttura,
in studi di questo tipo, si introduce generalmente materia organica mentre, in questo caso, la scelta
di utilizzare materiale inerte ha la finalita di ridurre altre variabili che possono influenzare i risultati.
| substrati cosi preparati, sono stati distribuiti in 30 vasi di plastica, a base circolare e di 6 L di
volume. Ogni vaso é stato riempito con 5 L di substrato di uno tra i substrati B, CP, CP+I (10 vasi
per ogni tipologia di substrato). Nel fondo di ogni vaso € stato deposto previamente uno spessore di
3 c¢cm di ghiaia con funzioni di drenaggio. In ciascun vaso, contenente il substrato sperimentale, €
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stata posizionata una pianta di Atriplex halimus. 10 piante sono state percio trapiantate su substrato
B, 10 su CP e 10 su CP+l. L'insieme dei 10 vasi contenenti le piante e distribuite a seconda del
substrato B, CP o CP+l, sara d'ora in avanti definito "gruppo" e verra distinto sulla base del
substrato.

Le piante sono state distribuite nei tre gruppi (B, CP, CP+I) in maniera casuale e, quando sono state
tolte dai vasi originali, sono state prelevate insieme al proprio substrato, e in questo stesso modo
trapiantate nei vasi di sperimentazione. Nella figura 3. 1 si mostrano le piante provenienti dal vivaio
e la fase di trapianto nei vasi sperimentali.

Figura 3.1. Piante nei vasi come provenienti dal vivaio (a); fase di trapianto nei vasi sperimentali (b).

Prima del trapianto nei substrati sperimentali € stata effettuata una selezione delle piante al fine di
garantire una certa omogeneita fra il materiale vegetale di partenza. In particolare sono state
mantenute quelle che avrebbero potuto garantire un'adeguata quantita di materiale per le analisi
chimiche successive.

Durante I'operazione di trapianto si € cercato di non danneggiare le radici e, riportando il suolo
originale nei nuovi vasi, si € voluto riprodurre il tipico procedimento che si realizza all'impianto di
specie arboree e arbustive in campo. Le piante cosi preparate, sono state allevate in ambiente aperto,
tra la meta di giugno e la fine di ottobre, presso il Dipartimento DICAAR dell'Universita di
Cagliari. La figura 3. 2 mostra la disposizione delle piante nei gruppi sperimentali B, CP e CP+l.
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Figura 3.2. Gruppi di piante B, CP e CP+lI.

Durante la fase sperimentale, ciascun vaso veniva irrigato ogni 2-3 giorni con 150-200 mL di acqua
di rete, tenendo conto delle condizioni meteorologiche ed evitando la perdita d'acqua per
percolazione. Ad ogni irrigazione infatti, la distribuzione dell'acqua veniva realizzata manualmente,
avendo cura che venisse assorbita dal substrato senza che si verificassero fuoriuscite dal fondo del
vaso. Le temperature medie della zona nel periodo dell'esperimento, sono state di 16°C (minima) e
30 °C (massima), con un fotoperiodo medio di 10,5 ore.

Durante il periodo sperimentale é stato realizzato il monitoraggio dell’accrescimento e accumulo
metalli mediante la raccolta periodica di 2 piante per gruppo. | primi tre campionamenti sono stati
realizzati ogni 15 giorni a partire dal trapianto, mentre il quarto ed ultimo campionamento e stato
effettuato dopo ulteriori 90 giorni. Allo stesso modo nello stesso giorno del trapianto, € stata
stabilita la condizione "zero" del materiale oggetto di valutazione, applicando il procedimento di
analisi a 2 piante arrivate dal vivaio.

Sulle piante campionate, sono stati monitorati gli accrescimenti mediante la lunghezza dell'apparato
radicale e aereo e mediante il peso della biomassa. A tal fine, sugli individui sacrificati, la
componenti aerea veniva separata da quella radicale, le parti venivano lavate con acqua di rete,
risciacquate con acqua distillata e asciugate con carta avendo cura di non alterare il materiale. A
seguire, venivano separate le foglie dai fusti per pesare il materiale prima verde e poi secco (72 ore
in stufa a 45°C). Il materiale ¢ stato infine macinato con un macinino elettrico e conservato. Per
ogni pianta, & stato analizzato il contenuto totale di metalli pesanti (Cd, Pb, Zn) in foglie, fusti e
radici.
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3.4.2 A2 - RADICAZIONE DI TALEE DI ATRIPLEX HALIMUS SU SUOLO CONTAMINATO DA METALLI
PESANTI PER VALUTARNE LA CAPACITA DI INSEDIAMENTO IN ATTIVITA DI
FITORISANAMENTO

In questo studio Atriplex halimus é stata propagata per via agamica tramite talee, che sono state
fatte radicare direttamente su suolo contaminato da metalli pesanti, con I'obiettivo principale di
valutare la possibilita di realizzare interventi di fitorisanamento attuando una metodica a basso
costo in fase di impianto. Le talee, realizzate a partire da una sola pianta madre sono state messe a
dimora nel marzo 2014, presso il dipartimento DICAAR dell'Universita di Cagliari e dopo 8
settimane e stato valutato lo stato delle piante.

Lo scopo principale di questa sperimentazione era osservare la capacita di radicazione e
sopravvivenza di talee di A. halimus su suoli minerari. Si & voluto migliorare la fertilita del
substrato contaminato con l'aggiunta di ammendanti e valutare come questi potessero influire sulla
sopravvivenza e sulla prima fase di sviluppo delle piante, cosi coltivate. Si € voluto quindi
verificare se la presenza di ammendante potesse apportare dei benefici alla struttura del suolo,
favorire la radicazione e lo sviluppo di biomassa aerea.

A tal fine, a partire da piante spontanee, sono state realizzate talee e sono state poste a radicare sui
substrati sperimentali. Le talee sono state prodotte da una pianta madre che vegetava
spontaneamente nell'area della sezione di Ingegneria Idraulica del Dipartimento di Ingegneria
Civile, Ambientale e Architettura (DICAAR) a Cagliari.

Per realizzare la prova, sono stati riempiti 4 vasi con 27 L di substrato ciascuno. | vasi avevano una
superficie di 0,40 x 0,60 m e profondita pari a 0,15 m. Prima del riempimento con il substrato, sul
fondo di ciascun vaso sono stati distribuiti 3 litri di ghiaia, con scopo di drenaggio.

Le risposte delle piante sono state confrontate su quattro diversi substrati: B, CP, CP+ClI, CP+I (cfr
Tabella 3.1).

Il substrato B, ovvero il bianco di riferimento, rappresenta il terreno ottimale per la crescita delle
piante, molto utilizzato in floricoltura e vivaismo. Era costituito da una miscela di terriccio
(GRAMOFLOR), sabbia e ghiaia (commercializzata da NUOVA CEM.AR GRANULAT]I), nelle
proporzioni 1:1:1 (in volume, per un totale di 27 L). Il substrato CP era costituito esclusivamente
dal suolo di Campo Pisano, previa miscelazione e omogeneizzazione, per un totale di 27 L.

Il substrato CP+CI era composto da materiale di Campo Pisano piu compost, sabbia e ghiaia nelle
seguenti proporzioni: 25: 8: 33: 33 % in volume (27 L di volume totale). Piu precisamente sono
stati miscelati: 6,8 L di Campo Pisano e 2,2 di compost (per un totale di 9 L), 9 L di sabbia, 9 L di
ghiaia.

In ogni substrato sono state messe a dimora 35 talee legnose, della lunghezza di 20 cm circa,
inserite alla profondita di 5 cm e posizionate a 45 gradi rispetto alla superficie del substrato. Le
talee distavano fra loro circa 10 cm lungo la fila e 8 cm tra le file. Le talee piantate presentavano
molti abbozzi radicali, comuni nelle zone basali e mediali dei rami lignificati della specie Atriplex
halimus. Nella figura 3. 3 e possibile osservare la sequenza di creazione delle talee e la loro
disposizione nei vasi all'impianto.
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Figura 3.3. Raccolta, preparazione delle talee e vasi al momento dell'impianto.

La sperimentazione ¢ iniziata durante la prima meta del mese di marzo 2014 e si € conclusa dopo 8
settimane. Al termine della sperimentazione, é stata valutata la sopravvivenza delle talee e, da ogni
substrato é stato prelevato un campione di 5 piante. Su questo campione sono state valutate la
sopravvivenza, la crescita radicale e della biomassa aerea, il contenuto di clorofilla e carotenoidi e
la concentrazione finale di metalli contaminanti nei tessuti aerei.
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3.4.3 A3-STUDIO DELL'ADATTAMENTO DI GIOVANI PIANTE DELLA SPECIE ATRIPLEX HALIMUS
SU SUBSTRATO CONTAMINATO DA METALLI PESANTI PER IL LORO USO IN
FITORISANAMENTO

L'obiettivo di questa sperimentazione era valutare la possibilita di disporre piante giovanissime di
Atriplex halimus su suolo contaminato, eliminando la fase di accrescimento intermedio in vivaio e
riducendo cosi i costi relativi a questa prima fase.

La sperimentazione é stata realizzata in due distinte fasi di lavoro: quella di creazione di giovani
piantine (barbatelle) e quella di crescita sui substrati sperimentali.

Nella prima fase sono state create le piante di Atriplex halimus, mediante il processo di taleaggio,
mentre nella seconda fase le giovani piante sono state testate su diversi substrati (cfr Tabella 3.1);
pill precisamente, e stato utilizzato suolo contaminato, puro (CP) e ammendato (CP+A). La risposta
delle piante é stata confrontata con quella ottenuta su substrato non contaminato (B).

Le barbatelle sono state create mediante talee ottenute da piante madri (figura 3. 4) che crescevano
spontaneamente lungo il perimetro della Laguna di Santa Gilla (Cagliari) in corrispondenza dei
punti ad elevata contaminazione da metalli (ARPAS, 2006; Frontalini et al., 2009).

Figura 3.4. Piante madri nel loro ambiente naturale (a) e processamento delle talee (b).

Nella figura 3. 5. sono riportati i punti valutati per il prelievo delle piante e, fra questi, D4, E3, F3
corrispondono a quelli di prelievo e sono stati scelti in accordo con i dati riportati da ARPAS (2006)
e Frontalini et al.(2009). Nella tabella 3. 3 € possibile osservare il valore delle concentrazioni di
metalli riportate da Arpas (2006) in corrispondenza dei punti di prelievo delle piante madri.

54
Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



=5
oo &
@
Macchiarelci‘du SGA19

s .

Figura 3.5. Aree contaminate da metalli e accessibili per il prelievo nella Laguna di Santa Gilla

Tabella 3.2. Valori delle concentrazioni di Pb e Zn (ARPAS 2006) nei punti di prelievo delle piante e confronto
con i valori di Concentrazione Soglia di Contaminazione (CSC) previsti dal D.Lgs 152/2006, All.5, Tab.1, Parte
V, per Siti ad uso Verde pubblico e privato e residenziale.

Profondita di Profondita di Profondita di
Campionamento prelievo prelievo prelievo CsC CsC
ARPAS 2006 0-20 m 0-20m 0,30-0,50 m Pb Zn
Pb Zn Pb (mg kg™ (mg kg™
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
D4 122,37 194,89 292,96 100 150
E3 141,16 228,23 269,65 100 150
F3 202,03 183,51 175,16 100 150
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Da ogni pianta madre (3 piante madre) e stato prelevato un campione affinché si potesse
caratterizzare il materiale vegetale di origine, per quanto riguarda il contenuto di metalli pesanti
eventualmente presenti.

Il materiale prelevato in campo é stato poi trasportato e trattato nelle serre dell'lstituto Agrario
“Duca degli Abruzzi” di EImas (CA). Il processo di radicazione delle talee si é realizzato in 30
giorni, su substrato di perlite (figura 3. 6), su banco con impianto di irrigazione nebulizzata. Lo
scopo della radicazione su substrato di perlite, che & un materiale inerte, leggero, capace di assorbire
elevate quantita d'acqua, oltre che economico, € principalmente quello di favorire l'espansione
radicale. La radicazione su perlite permette anche di ottenere plantule con apparato radicale
sgombro da contaminanti che potrebbero influire sulla successiva fase sperimentale. 1l taleaggio e
avvenuto nei giorni 19 e 20 giugno del 2014 e, ad un mese di distanza le barbatelle, che
presentavano ormai un apparato radicale ed aereo sviluppato, sono state prelevate dalla perlite,
trasportate presso il dipartimento DICAAR dell'Universita di Cagliari e disposte sui substrati
sperimentali, B, CP, CP+A (figura 3. 6). Prima della messa a dimora sui substrati sperimentali, &
stata fatta una accurata valutazione fitopatologica delle piante, che ha consentito di determinare
I'assenza di parassiti e in generale una buona condizione sanitaria.

Figura 3.6. Radicazione delle talee in serra (a) e impianto sui substrati sperimentali (b).

Alla fase sperimentale sui substrati sono state destinate 60 piantine, suddivise in 3 gruppi da 20
piante ciascuno. | tre gruppi (B, CP, CP+A) differiscono fra loro per il tipo di substrato
sperimentale. Il substrato B, non contaminato, € un terreno ottimale per la crescita delle piante,
molto utilizzato in floricoltura e vivaismo, rappresenta il bianco di riferimento. E' costituito da una
miscela di terriccio (GRAMOFLOR), sabbia e ghiaia (commercializzata da NUOVA CEM.AR
GRANULATI), nelle proporzioni 1:1:1 (in volume, per un totale di 27 L). Il substrato CP &
costituito interamente dalla matrice proveniente da Campo Pisano miscelazione e
omogeneizzazione, per un totale di 27 L.
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Nel substrato CP+A la matrice di Campo Pisano é stata miscelata a compost, sabbia e ghiaia. Piu
precisamente sono stati miscelati: 6,8 L di Campo Pisano e 2,2 di compost (per un totale di 9 L), 9
L di sabbia, 9 L di ghiaia (le proporzioni corrispondono a 25: 8: 33: 33 % in volume) fino a
raggiungere 27 L di volume totale.

Le piante hanno vegetato sui substrati B, CP, CP+A durante 3 mesi. In questo periodo il materiale
vegetale e stato prelevato a 30-60-90 giorni, sacrificando 2-3 piante per gruppo. Ad ogni
campionamento sono stati valutati: sopravvivenza, sviluppo della biomassa aerea e radicale,
concentrazione di metalli contaminanti nei tessuti.

Lo stesso procedimento di analisi e stato applicato ad un campione di piante prelevate dalla serra
nello stesso giorno del trapianto delle altre in modo da stabilire la condizione "zero™ del materiale
oggetto di valutazione. Gli esemplari estratti per le analisi sono stati lavati prima in acqua di rete e
poi in acqua distillata. In seguito, dopo tamponamento con carta, sono stati separati i fusti, la parte
aerea e le radici, pesati come campione fresco e riposti in stufa per consentire successivamente la
valutazione della biomassa secca. Il materiale, & stato macinato con macinino elettrico,
omogeneizzato per substrato di provenienza ed infine conservato per le analisi successive.

3.4.4 A4 -STUDI PRELIMINARI SULLA SELEZIONE CLONALE DELLA SPECIE ATRIPLEX HALIMUS
PER L'USO IN ATTIVITA DI FITORISANAMENTO DI METALLI PESANTI CON ELEVATA
PRODUZIONE DI BIOMASSA
Nella presente attivita sperimentale, e stata osservata la capacita di adattamento e di sviluppo su
suoli contaminati e I'accumulo di metalli, da parte di 6 cloni della specie Atriplex halimus, durante 5
mesi.
Sebbene la specie Atriplex halimus sia studiata in attivita di fitorisanamento, attualmente non
esistono studi di selezione clonale con l'obiettivo di confrontare le risposte adattative di diversi
cloni alla crescita su substrati contaminati. Per altre specie legnose riproducibili per selezione
clonale, come salice, pioppo e eucaliptus, diversi studi hanno confrontato fra loro cloni selezionati
al fine del loro utilizzo per attivita di fitorisanamento.
Nell'ottica di una produzione di filiera e di un organizzazione produttiva mirata infatti, la selezione
clonale potrebbe consentire di realizzare un sistema di coltivazione con obiettivi produttivi definiti,
sia per quanto riguarda la produzione di biomassa che per quanto riguarda I'accumulo di metalli nei
tessuti.
Per poter svolgere l'attivita sperimentale di crescita di piante nei substrati contaminati, é stato prima
necessario realizzare i cloni. L'intero lavoro e stato cosi suddiviso in due fasi:
Nella prima fase sono state realizzate sei linee clonali, mediante propagazione agamica, a partire da
piante spontanee (d'ora in poi definite "piante madri"). In questo modo, attraverso il processo di
taleaggio, sono state create le piante (barbatelle) che sono state utilizzate nella fase successiva.
Nella seconda fase, le barbatelle sono state trasportate presso il dipartimento DICAAR
dell'Universita di Cagliari, dove sono state trapiantate su substrati contaminati e il loro
comportamento é stato osservato per 150 giorni.
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I principali obiettivi di questa sperimentazione sono stati valutare se esistono differenze adattative,
produttive e nell'assorbimento di metalli fra i diversi cloni. Nello specifico, nella prima fase gli
obiettivi sono stati: valutare la sopravvivenza e capacita di propagazione delle talee create da piante
madri ed osservare le caratteristiche delle barbatelle. Nella seconda fase gli obiettivi sono stati:
osservare 1’adattamento, I'accrescimento di ciascun clone su substrati contaminati e la capacita dei
diversi cloni di accumulare Cadmio, Piombo e Zinco nei tessuti vegetali.

Nella fase di produzione delle piantine, le talee di Atriplex halimus sono state prelevate da tre Piante
Madre che vegetavano su una matrice contaminata e da tre Piante Madre che vegetavano su una
matrice non contaminata. Entrambi gli ambienti di prelievo hanno elevata salinita e saranno indicati
nella sperimentazione con C (matrice contaminata) e NC (matrice non contaminata).

Le piante C, sono state prelevate nell’area dello stagno di Santa Gilla nei pressi di alcuni punti ad
elevata contaminazione del sedimento, secondo quanto indicato negli studi ARPAS del 2006 e
Frontalini et al., 2009. Anche 1’area di provenienza NC ¢ stata scelta in accordo con quanto
riportato da Frontalini et al., (2009). Una volta determinati i punti di prelievo, le piante sono state
scelte in funzione del loro elevato sviluppo aereo e dell'ottimale stato fitosanitario. Le piante scelte
in ambiente contaminato saranno indicate come C1, C2, C3 mentre le piante provenienti da area
non contaminata, saranno definite NC1, NC2, NC3. Le coordinate geografiche dei punti di prelievo
delle 6 piante sono indicate nella tabella 3. 3, mentre nelle Figure 3. 7 e 3. 8 si possono osservare su
mappa le aree di raccolta.

Tabella 3.3. Coordinate geografiche dei punti di prelievo delle piante.

Piante Santa Gilla Coordinate geografiche Piante Flumini di Quartu Coordinate geografiche
C1 N 039°14038' NC1 N 039°11957'
E 009°02359' E 009°19553'
C2 N 039°14034' NC2 N 039°11887
E 009°01888' E 009°19427
C3 N 039°14245' NC3 N 039°12359'
E 009°01104' E 009°18691"
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Figura 3.8. Aree di raccolta delle piante NC1, NC2, NC3 nell'area di Flumini di Quartu.

Da ogni Pianta Madre sono state create 100 talee che sono state lasciate a radicare per otto
settimane. Il processo di creazione delle talee e di radicazione si € svolto presso I’Istituto Agrario
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"Duca degli Abruzzi" di EImas ed & avvenuto in serra, su un substrato di perlite con impianto di
irrigazione nebulizzata, su banco. Nella figura 3. 9 si puo osservare la fase di raccolta del materiale
e creazione delle talee, mentre nella figura 3. 10 & mostrata la fase di radicazione in serra.

Figura 3.9. Fasi della raccolta del materiale spontaneo (una pianta) e formazione di talee (un clone).

G

Figura 3.10. Radicazione in serra.

60

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



In questa fase, la perlite é stata scelta come substrato di radicazione, perché rappresenta un substrato
chimicamente inerte, garantisce un ottimo drenaggio dell’acqua e continuo scambio gassoso, il
supporto meccanico, 1’espansione dell’apparato radicale, senza trascurare il fatto che si tratta di un
materiale a basso costo.
Dopo otto settimane dall'impianto delle talee, la fase di radicazione € stata ritenuta terminata, in
quanto le talee possedevano le caratteristiche fisiologiche per essere definite piantine. Piu
precisamente, le piantine originate dalla stessa pianta madre sono i suoi "cloni"e, in questa prima
fase della sperimentazione sono stati ottenuti i cloni C1, C2, C3, NC1, NC2, NC3. Le piantine sono
state prelevate dalla perlite ed é stata subito effettuata una prima valutazione della sopravvivenza e
dello stato di radicazione (Figura 3. 11), attraverso i seguenti parametri:

= Quante talee su 100 si presentavano vive, quante tra queste si presentavano radicate e non;

= Quante talee su 100 si presentavano morte, quante tra queste si presentavano radicate e non.

Figura 3.11. Prelievo delle piantine dalla perlite e valutazione di un clone.

Nello stesso giorno del prelievo dalla perlite, le piantine sono state trasferite con estrema attenzione
nei substrati sperimentali, cercando di evitare eventuali stress che potessero nuocere alla successiva
fase di crescita delle piante. Durante questa fase sulle piante veniva distribuita acqua nebulizzata
per evitarne la disidratazione, che poteva verificarsi durante i lunghi tempi richiesti dal trapianto.

La sperimentazione é stata realizzata in vaso, disponendo sia le piante C che le piante NC su 3
differenti substrati (2 vasi per substrato). Sono stati utilizzati 6 vasi e in ogni vaso (con base 90 x 40
cm) sono state disposte 45 piante. Nella figura 3. 12 € possibile osservare la prima fase
dell'impianto sui substrati sperimentali.
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Figura 3.12. Piante nei vasi all'inizio della sperimentazione sui substrati sperimentali.

| substrati sperimentali in cui sono state disposte le piante saranno di seguito indicati come B*, CP e
CP+A (Cfr Tabella 3.1) e ogni vaso e stato riempito con 35 L di ogni singolo substrato. Per ogni
vaso sono stati utilizzati solo i primi 20 cm mentre la parte sottostante € stata riempita con strati di
polistirolo a stabilizzare la struttura. Prima che vi si disponessero i substrati, il fondo di ogni vaso e
stato rivestito con un telo impermeabilizzante e, alla base del substrato € stato steso uno strato di 5
L di ghiaia a scopo di drenaggio.

Il substrato B*, rappresenta un substrato ottimale per la crescita delle piante di Atriplex halimus. E
costituito da una miscela di terriccio (GRAMOFLOR), sabbia e ghiaia (commercializzata da
NUOVA CEM.AR GRANULATI), nelle proporzioni 1:1:1 (in volume, per un totale di 35 L per
vaso). In questa sperimentazione il pH del substrato é stato adattato alla specie ospite secondo
quanto descritto nel paragrafo 3.2. Il substrato CP era costituito esclusivamente dal suolo di Campo
Pisano, previa miscelazione e omogeneizzazione. Il substrato CP+C e costituito dalla matrice di
Campo Pisano miscelata a compost, sabbia e ghiaia descritti nel paragrafo 3.3. In ogni vaso sono
presenti le seguenti proporzioni: 21 L di Campo Pisano, 7 L di compost, 3,5 L di sabbia, 3,5 L di
ghiaia.
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Prima del loro trapianto nei substrati B*, CP, CP+A, le piante sono state selezionate mantenendo
quelle che mostravano il migliore stato sanitario. Da ogni gruppo di cloni sono state prelevate
cinque piante che potessero rappresentare le condizioni dell'intero gruppo e si € proceduto a
stabilire la condizione ‘zero’ del materiale oggetto di valutazione. A tal fine ¢ stato attribuito un
punteggio allo stato di radicazione e di germogliazione delle piante in esame, secondo quanto
descritto nel paragrafo 3.6.2.

In ogni vaso sperimentale sono stati disposti 3 cloni, in numero di 15 piante per ogni clone (45
piante per vaso). E’ necessario sottolineare che il gruppo NC3 non presentava ottimali condizioni
fitosanitarie e si aveva a disposizione un numero esiguo di individui, per cui sono state trapiantate 5
piante per ogni substrato.
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3.5 Sperimentazioni con Medicago polymorpha

3.5.1 M1 - STUDI PRELIMINARI SULL'UTILIZZO DELLA SPECIE MEDICAGO POLYMORPHA PER
ATTIVITA DI FITORISANAMENTO DI SUOLI CONTAMINATI DA METALLI PESANTI IN
SARDEGNA

La sperimentazione qui riportata costituisce il primo lavoro realizzato per valutare la possibilita di
utilizzare la leguminosa autoctona isolana Medicago polymorpha per fitorisanamento in suoli
contaminati di origine mineraria.

Lo scopo del lavoro é testare la capacita di germinazione e sopravvivenza e l'adattamento nella
prima fase di sviluppo della specie a suoli ad elevata contaminazione da metalli pesanti.

A tal fine semi di Medicago polymorpha, ecotipo pratosardo, sono stati fatti germinare in suolo
contaminato di Campo Pisano e in un suolo agricolo non contaminato (Ussana), in vaso e, le piante
sono state lasciate a vegetare negli stessi substrati di germinazione per 2 mesi presso il dipartimento
DICAAR dell'Universita di Cagliari.

I semi a disposizione provengono dalla stazione sperimentale Agris-DIRVE, San Michele di Ussana
(CA) e l'ecotipo utilizzato é stato selezionato in questa stazione sperimentale. Prima della presente
sperimentazione e stata realizzata una prova sperimentale su un substrato agricolo che si e
dimostrato non idoneo. Infatti, seppur presentandosi in campo come un ottimo suolo, a causa
dell'elevato contenuto in argilla, quando € stato pretrattato e confinato in vaso si e verificata
un'eccessiva compattazione del substrato che ha impedito la germinazione dei semi.

Nella sperimentazione qui descritta & stato utilizzato un terreno meno plastico del precedente, in
quanto meno argilloso, prelevato dall'azienda sperimentale Agris-DIRVE, San Michele, Ussana,
descritto nel paragrafo 3. 4.

Per realizzare questa sperimentazione sono stati utilizzati due substrati (cfr Tabella 3.1):
contaminato (CP) e non contaminato (U).

Il substrato CP proviene dal bacino di decantazione dell'area mineraria di Campo Pisano (Iglesias),
pretrattato, e descritto nel paragrafo 3. 3. Il substrato di sperimentazione non contaminato & quello
dell'azienda sperimentale di San Michele di Ussana, descritto nel paragrafo 3. 3.

Allo scopo, 20 vasi di plastica (8 x 8 x 9 cm) sono stati riempiti con i substrati. In particolare 10
vasi contenevano il substrato di Campo Pisano e 10 contenevano il substrato U. Sul fondo di ogni
vaso é stato posizionato uno strato di ghiaia con funzione drenante.

In ogni vaso sono stati disposti 5 semi di Medicago polymorpha. Al momento della semina, si ha
avuto cura di posizionare tutti i semi alla stessa profondita (circa 1 cm) e di innaffiare per la prima
imbibizione del substrato. Nella Figura 3. 13 si puo osservare il dettaglio della disposizione dei
semi sul substrato prima che venissero coperti dallo strato di substrato superiore.
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Figura 3.13. Semi di medica polimorfa disposti sul letto di semina.

I vasi, cosi pronti, alla fine di gennaio 2014 sono stati posti in ambiente coperto, con luminosita
naturale e qui lasciati per 2 mesi (Figura 3. 14). Durante tutto il periodo, i vasi sono stati irrigati per
2-3 volte a settimana secondo necessita, avendo cura che non si verificassero fuoriuscite di liquido
dal fondo del vaso.

Figura 3.14 Vasi contenenti semi di medica polimorfa all'inizio della sperimentazione M1.
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Al termine della sperimentazione sulle piante sono state valutate: la capacita di germinazione, la
sopravvivenza, lo sviluppo di biomassa aerea e radicale.

E' stato analizzato il contenuto di azoto nel substrato sia prima della prova che al suo termine, per
capire se si potesse presentare un aumento. Infatti, la possibilita di usare questa leguminosa é legata
allo svolgimento, oltre che di una funzione di copertura del terreno, anche di quella di incorporare
azoto con l'attivita di azotofissazione.

Sulla biomassa vegetale ¢ stata analizzata la presenza di metalli, per capire se la specie, possa anche
coadiuvare la stabilizzazione dei metalli, attraverso la loro incorporazione nei tessuti, all'interno di
attivita di fitorisanamento.

3.5.2 M2 -STUDI SULLA GERMINAZIONE E L'ADATTAMENTO DELLA SPECIE MEDICAGO
POLYMORPHA SU SUOLI CONTAMINATI DA METALLI PESANTI IN SARDEGNA

Sulla base dei risultati ottenuti nella sperimentazione M1, in quella M2 si e voluta approfondire
ulteriormente la conoscenza sulla leguminosa autoctona isolana Medicago polymorpha al fine della
sua introduzione in attivita di fitorisanamento di suoli ad elevata contaminazione da metalli pesanti.
A questo scopo, e stata testata la sua capacita di germinazione, sopravvivenza e sviluppo fino a
fioritura, su substrato contaminato puro (CP) e contaminato ammendato (CP+A). L'adattamento su
questi substrati € stato confrontato con quello su suolo agricolo ottimale (U).

Il substrato CP, é costituito esclusivamente dalla matrice di Campo Pisano, previamente miscelato e
omogeneizzato. Il substrato CP+A e costituito dalla matrice di Campo Pisano miscelata a compost,
sabbia e ghiaia (descritti nel paragrafo 3.2.) e in ogni vaso si ritrovano le seguenti proporzioni in
volume: 3:1:1 rispettivamente di Campo Pisano, compost, inerti (50% sabbia e 50% ghiaia).

Il substrato non contaminato (U) proviene dall'azienda sperimentale Agris-DIRVE, San Michele, di
Ussana (descritto nel paragrafo 3.3) e rappresenta un suolo agricolo ottimale per la medica
polimorfa.

Per realizzare questa sperimentazione semi di Medicago polymorpha sono stati fatti germinare nei
tre substrati contenuti in plateaux di polistirolo appositi per la semina. Questa fase e stata realizzata
nella serra ubicata nell'lstituto Agrario Duca degli Abruzzi di ElImas (CA). Per quanto riguarda la
fase di germinazione, sono stati messi a dimora 50 semi di Medicago polymorpha, ecotipo
Pratosardo, su ogni substrato (figura 3. 15), in numero di 1 seme per ogni spazio ospitante.
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Figura 3.15. Plateaux di germinazione, distinti fra i substrati U, CP, CP+A.

Durante 1 mese sono stati rilevati i tempi e le percentuali di germinazione su ogni substrato, al fine
di cogliere se i substrati potessero indurre differenze in questa fase.

Considerata conclusa la germinazione, si € lasciato che le plantule si adattassero ai substrati per un
altro mese, dopo del quale sono state trasportate presso il dipartimento DICAAR dell'Universita di
Cagliari. Qui sono state prelevate 10 piante da ogni substrato e trasferite in vasi di plastica
contenenti lo stesso tipo di substrato in cui e avvenuta la germinazione.

In ogni vaso (8 x 8 x 9 cm) ¢ stata messa a dimora una pianta e sono cosi stati creati 30 vasi (10 U,
10 CP, 10CP+A). Prima della messa a dimora e stato valutato lo stato fitosanitario delle piante e per
valutarne lo sviluppo sono state rilevate le lunghezze radicali e della parte aerea (condizione
"zero"). Nella Figura 3. 16. ¢ mostrato lo stato delle piante al momento finale del periodo in
plateaux di germinazione e la valutazione prima del trapianto in vaso.

Figura 3.16. Trasferimento da plateaux a vasi e valutazione prima del trapianto.

Il trapianto € avvenuto nel marzo 2015 (13/03/2015). Le piante in vaso sono dunque state poste in
ambiente protetto, in condizioni di temperatura e fotoperiodo naturali e qui lasciate fino a
raggiungere la fioritura. La sperimentazione si & conclusa nel maggio 2015 (13/05/2015). Le
condizioni di lavoro scelte obbligano a seguire il ciclo vitale ambientale delle specie. Si ricorda
infatti che la semina di M. polymorpha in queste condizioni, pud avvenire solo in periodo autunno-
invernale ed il suo sviluppo si arresta a temperature tardo primaverili-estive.

Durante tutto il periodo, i vasi sono stati irrigati per 2-3 volte a settimana secondo necessita, avendo
cura che non si verificassero fuoriuscite di liquido dal fondo del vaso.
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Al termine della sperimentazione sulle piante sono state valutate: la sopravvivenza, il numero di
piante che giungeva a fioritura in ogni substrato e lo sviluppo di biomassa aerea e radicale.
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3.6 Caratterizzazione delle piante

Le indicazioni quantitative e qualitative sulle piante, sono state ottenute, nelle diverse
sperimentazioni, attraverso la valutazione della sopravvivenza, accrescimenti e biomasse, contenuto
di metalli nei tessuti, clorofilla nelle foglie, contenuto totale di Carbonio e di Azoto.

3.6.1 GERMINAZIONE E SOPRAVVIVENZA
Per tutte le sperimentazioni e stato effettuato il calcolo della sopravvivenza. Nelle sperimentazioni
M1 ed M2, impiantate per seme, é stato realizzato anche il calcolo della germinazione.
Il calcolo della germinazione é stato effettuato secondo la relazione seguente:

lantule al momento t
P gf - 100

piante (%) = , — .
numero di semi piantati al momento tg

Dove:
ts = momento della semina
tyr = momento finale della germinazione

La germinazione rappresenta il numero di semi che effettivamente sono germinati, ovvero che,
mediante I'emissione dei primi due cotiledoni hanno formato le plantule.

La germinazione é stata considerata terminata al tempo tg, quando nell'intervallo di tempo pari ad
una settimana, non si sono osservate ulteriori germinazioni (dopo 3 settimane dalla semina in M1 e
dopo 4 settimane in M2).

I metodi ufficiali di analisi per le sementi sono regolati in Italia dal Decreto Ministeriale del 22
dicembre 1992 e, relativamente alla durata della prova, per le specie appartenenti al genere
medicago, la prima conta deve avvenire dopo 4 giorni dalla semina, mentre quella finale dopo 10
(secondo quanto specificato nell'allegato 1A del DM 22 dicembre 1992).

Il tale normativa, che specifica sia la durata della prova che i substrati di coltivazione, non € inclusa
la specie Medicago polimorpha e inoltre i substrati di coltivazione sono differenti da quelli utilizzati
nelle sperimentazioni M1 e M2.

Si e quindi scelto di procedere valutando la germinazione, a cadenza settimanale, fino ad
individuare il momento finale (tyf) come sopra definito.

Nelle stesse sperimentazioni, i campionamenti intermedi tra ts e ty;, hanno permesso di studiare
I'andamento nel tempo della germinazione di Medicago polymorpha.

La valutazione della sopravvivenza delle piante veniva calcolata contando il numero di piante vive
rispetto al numero di quelle presenti al momento iniziale e il dato € riportato in percentuale.
Laddove sono stati realizzati piu campionamenti, al fine di non viziare il dato, veniva considerato
come numero iniziale di riferimento quello delle piante presenti al termine del campionamento
precedente. In questo modo, venivano sottratte dal calcolo le piante sacrificate a scopo sperimentale
nel precedente campionamento.
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Nelle sperimentazioni che non hanno comportato sacrifici di piante, il calcolo della sopravvivenza
al momento finale della sperimentazione ¢ stato realizzato secondo quanto descritto di seguito:

) ) Piante vive al tempo t¢
Piante sopravvissute (%) = - - 100
Talee o piante al tempo t,

dove:
to=tempo sperimentale iniziale, che corrisponde all'impianto.
tr=tempo finale della sperimentazione.

Nelle sperimentazioni che, durante la fase di crescita, hanno comportato un sacrificio di piante, il
calcolo della sopravvivenza relativa alle fasi intermedie della sperimentazione (tempo tn), & stato

realizzato secondo la seguente formula:

Piante vive al tempo t,

Piante sopravvissute (%) = 100

Piante al tempo t; — n piante sacrificate nell’intervallo(ty _ t,,_1)

Dove:

Questa formula consente di valutare la percentuale di piante sopravvissute durante il periodo
intercorso dall'inizio della sperimentazione fino al tempo tn.

Dove:

to=tempo sperimentale iniziale, che corrisponde all'impianto

t,= tempo di campionamento in una fase intermedia della sperimentazione (per esempio 30, 60, 90
giorni);

th-1= tempo di campionamento precedente a tn.

3.6.2 ACCRESCIMENTI E BIOMASSE
Ad ogni campionamento é stata valutata la dimensione delle piante in peso e in lunghezza.
Laddove sono stati realizzati processi di taleaggio, alle giovani piante ottenute da talea sono state
attribuite delle valutazioni qualitative, con lo scopo di definire la bonta del germogliamento e della
radicazione. In questi casi, ad ogni pianta oggetto di campionamento e stato attribuito un punteggio
che qualifica lo stato di radicazione e di germogliazione. La qualita e stata misurata, secondo una
scaladalabincuib rappresenta lo stato ottimale.
A tutte le piante sono stati misurati lunghezza dell'apparato radicale e della parte aerea.
Nei casi di misura e di peso di piante appena ottenute da taleaggio, sono stati presi in
considerazione i germogli e le radici sviluppatesi a partire dalla talea iniziale. Nella sperimentazione
AZ2 si e voluta dettagliare anche la dimensione del fusto della talea di partenza.
Il dettaglio dei criteri adottati nelle valutazioni qualitative e quantitative € riportato nella tabella 3.
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Tabella 3.4. Attribuzione punteggio al germogliamento/radicazione e criteri di misura delle piante

Valutazione qualitativa

e allungati

Qualita Molto scarsa Scarsa Media Buona Ottima
Punteggio 1 2 3 4 5
Caratteristiche Radici appena | Radici presenti | Radici Radici presenti | Radici in
delle Radici accennate o ma in scarsa sviluppate, in buon numero
assenti quantita, poco | poco allungate | numero, di elevato,
sviluppate e/o e/o non ben aspetto sano, lunghe, con
sofferenti fascicolate ben sviluppate | ottimo
e fascicolate sviluppo.
Caratteristiche Germogli Germogli Germogli Germogli Germogli
dei germogli appena presenti main | sviluppati, presenti in costituenti una
abbozzati o scarsa quantita, | poco allungati | buon numero, chioma con
assenti poco sviluppati | e/o non con di aspetto sano, | ottimo
e/o sofferenti ampia chioma ben sviluppati sviluppo.

Valutazione quantitativa

germoglio piu lungo

Biomassa: peso di tutti i germogli.

Parte della | Criterio di valutazione

pianta

Radici Lunghezza: misura dal punto di attacco superiore delle radici (colletto) fino all'estremita
della radice piu lunga
Biomassa: peso del materiale presente dal colletto all'estremita delle radici.

Nuove radici Biomassa: peso di tutte le nuove radici che si dipartono visibilmente dal fusto-talea di
origine.

Germogli Lunghezza: misura dal punto di attacco pit basso sul fusto fino all'estremita del

Parte aerea

Lunghezza: misura dal colletto all'apice piu estremo dei germogli.
Biomassa: peso del materiale dal colletto all'apice piu estremo dei germogli.

Per quanto riguarda la valutazione delle biomasse di piante in fase avanzata, in ogni soggetto sono
state separate le componenti aeree da quelle radicali, e stato pesato il materiale fresco e poi quello
secco ottenuto dopo un essiccamento in stufa a 70°C per 48 ore, sufficiente ad ottenere un peso

costante. Il materiale é stato infine macinato con un macinino elettrico e conservato.

La determinazione del contenuto totale di metalli estraibili in acqua regia e stata realizzata
utilizzando il metodo XI.1 del D.M. 13/09/1999.
Con questo metodo, il campione viene pretrattato con perossido di idrogeno e mineralizzato con

3.6.3 ANALISI DEL CONTENUTO TOTALE DEI METALLI

acqua regia. La digestione dei campioni é stata eseguita su piastra riscaldante.
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L’analisi ¢ effettuata su un campione secco e macinato pari o inferiore ad 1 g, acidificato con alcune
gocce di acido nitrico (HNOg) previa umidificazione con alcune gocce di acqua distillata (H20).

Le soluzioni, addizionate con 9 mL di acido cloridrico (HCI 37%) e 3 mL di acido nitrico (HNO3
65%) venivano posizionate su piastra riscaldata a 150°C circa per due ore e coperte con un vetrino
di orologio.

Al termine di questo tempo la digestione si ritiene ultimata e le soluzioni acide si lasciano evaporare
fino quasi a secchezza e viene aggiunta qualche goccia di acqua distillata. Quando la sospensione &
raffreddata a temperatura ambiente, viene filtrata accuratamente e raccolta in un matraccio tarato da
50 ml, dove ¢ portata a volume con acqua distillata.

La concentrazione dei metalli pesanti nella fase liquida ¢ stata rilevata utilizzando I’ICP/OES
(Perking Elmer Optima DV 7000), ovvero mediante spettroscopia di emissione al plasma.

3.6.4 C,NTOTALE
Il contenuto totale di Carbonio e di Azoto é stato determinato tramite “flash combustion” con
I'analizzatore elementare LECO CHN 1000, applicando il Metodo VI11.1 del D.M., 13/09/1999.
L’analizzatore elementare CHN consente di determinare la concentrazione di Carbonio, Idrogeno e
Azoto nel campione di riferimento (suolo o pianta) di quantita inferiore ad 1 g, posto all’interno di
una piccola capsula di stagno.
Il questo strumento avviene una combustione rapida e completa del campione, all’interno di un
forno a temperatura molto elevata (circa 950°C) in eccesso di ossigeno, con la conseguente
conversione di tutte le sostanze organiche ed inorganiche in prodotti gassosi. | gas, prima raccolti e
omogeneizzati in un contenitore detto Ballast, sono poi inviati ad un primo rilevatore ad infrarosso
per la misura del Carbonio e dell'ldrogeno a partire rispettivamente da CO, e H,O presenti.
Un’aliquota dei gas di combustione ¢ condotta da un flusso di elio e fatta passare attraverso un
catalizzatore di rame caldo dove viene rimosso 1’ossigeno. Gli ossidi di azoto sono quindi convertiti
in N e il contenuto di azoto viene misurato da un rivelatore a conducibilita termica.
Il contenuto di C, H e N & espresso in percentuale in peso del campione.
Con questa analisi i tempi di determinazione sono molto brevi, nella fase strumentale occorrono
infatti circa 4 minuti per campione.

3.6.5 CONTENUTO DI CLOROFILLA
L’attivita fotosintetica si svolge attraverso dei pigmenti: la clorofilla e i carotenoidi. Esistono due
tipi principali di clorofilla: la clorofilla a e la clorofilla b. Un altro gruppo di pigmenti molto
importante, a supporto e protezione dell'attivita fotosintetica, € quello dei carotenoidi.
Il contenuto di clorofille e carotenoidi, cosi come il rapporto fra le loro concentrazioni, & un valido
indicatore dello stato sanitario delle piante. Un elevato contenuto di carotenoidi pud indicare uno
stato di stress o di senescenza.
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Il procedimento analitico per la loro determinazione consiste in una prima fase di estrazione dei
pigmenti per mezzo di un solvente idrofilico come il metanolo, 1’etanolo, il dietil etere o I’acetone.
L'estrazione da parte del solvente deve essere supportata da un’efficiente rottura della membrana
che protegge i pigmenti. Il rilievo dei quantitativi di pigmenti avviene infine attraverso un’analisi
spettrofotometrica dell’estratto. Al momento dell’analisi spettrofotometrica, alle diverse
concentrazioni di solvente si avranno diversi spettri di emissione ed attraverso opportuni calcoli
riportati per esempio da Licthentaler (1987) o Wintermans e De Monts (1965), é possibile calcolare
il contenuto di clorofilla e carotenoidi in soluzione.

Nel lavoro svolto il calcolo del contenuto dei pigmenti é stato realizzato utilizzando il metodo
Licthentaler (1987) utilizzando come estraente etanolo (96%).

La metodologia inizia con una prima fase di estrazione dei pigmenti dal materiale vegetale
utilizzando come solvente etanolo al 96%. La procedura & opportunamente preceduta dal
condizionamento della vetreria con etanolo al 96% per evitare contaminazioni che possano inficiare
I’analisi.

Il materiale vegetale da sottoporre ad analisi, consiste in foglie o parti di foglie e veniva prelevato
casualmente evitando pero quelle piu vecchie, che possono essere naturalmente soggette alla fase di
senescenza. Una volta prelevato il materiale vegetale, questo veniva lavato con acqua deionizzata,
tamponato delicatamente per evitare una perdita di materiale, tagliato in piccoli pezzi e
omogeneizzato in modo da ottenere un campione ottimale. Tutto questo procedimento deve essere
effettuato in tempi molto rapidi, in presenza di scarsa luminosita e dove possibile mantenendo il
materiale al buio, per evitare il deterioramento dei pigmenti.

Per realizzare la fase di estrazione dei pigmenti, il procedimento utilizzato consisteva nel trasferire
0,02-0,05 g di campione fresco pretrattato come sopra, in una beuta da 50 ml con tappo a vite e
nell’introdurvi 8,0 ml di etanolo al 96%. Il campione veniva lasciato in agitazione per almeno 12
ore al buio ad una temperatura di 20°C mirando alla completa triturazione del materiale durante il
processo di agitazione. Quando tutti i pigmenti si ritenevano estratti dalle foglie e si riscontrava una
totale perdita della loro colorazione, la fase di estrazione si poteva definire ottimale e quindi
conclusa.

Per realizzare la fase successiva, da ogni beuta veniva prelevata una quantita sufficiente di
soluzione (3,0 ml circa), disposta in portacampioni di plastica e centrifugata. Si estraeva quindi il
surnatante che veniva analizzato allo spettrofotometro HITACHI U-2000 Spectrophotometer. Per
ogni campione veniva rilevata I'assorbanza alle lunghezze d'onda di 470, 648.6 e 664.2 nm.

Per ogni gruppo di piante venivano analizzati 2 0 3 campioni.

Ottenuti i valori di assorbanza, il contenuto di pigmenti € stato calcolato con le seguenti formule di
Licthentaler (1987):

Ca=13,36Asg4,2 - 5,19A6486
Cb =27,43As486 - 8,12A664,2

Catb=5,24A¢642 + 22,24 A645 6

_ 10004470 — 2,13Ca — 97,64 Cb
Cure = 209
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In queste formule Ca indica la concentrazione di Clorofilla a, Cb quella di clorofilla b, Cx+c quella
di carotenoidi. Le concentrazioni risultanti per ciascun pigmento sono espresse in pg/ml.
E stata infine fatta una valutazione del rapporto fra contenuti in carotenoidi e quello di clorofille.

3.7 Caratterizzazione dei substrati

Le informazioni qualitative dei substrati, sono state ottenute, nelle diverse sperimentazioni,
attraverso la valutazione di diversi parametri quali: pH, CSC, contenuto totale dei metalli, frazione
biodisponibile dei metalli, contenuto totale di Carbonio e di Azoto, fosforo biodisponibile.

I campioni solidi di substrato minerario e compost, dopo il loro prelievo sono stati essiccati,
setacciati, quartati e conservati secondo le indicazioni del metodo I1.1 del D.M. 13/09/1999.
L'essicazione dei substrati prelevati a Campo Pisano é avvenuta in stufa a 40°C a causa dell'elevata
quantita di materiale e della sua umidita iniziale, mentre per il compost e il suolo agricolo & stata
sufficiente I'essiccazione all'aria. Per creare dei campioni adatti alle analisi, dopo l'essicazione si
procede con la setacciatura e si ottiene cosi la "terra fine".

Con "terra fine" si intende quella di diametro < a 2 mm. Successivamente si valuta se questa
frazione possa essere utilizzata tal quale per le analisi o debba essere ulteriormente macinata
finemente (<0,2 mm). | substrati minerari e il suolo agricolo sono stati macinati con mulino di
agata, mentre per il compost é stata sufficiente la macinazione con mulino elettrico.

Infine si effettua la quartatura, con lo scopo di ottenere un’aliquota di campione il piu possibile
rappresentativo di un lotto iniziale .

Il materiale cosi ottenuto veniva conservato per le analisi.

La caratterizzazione dei substrati e stata ottenuta utilizzando i metodi ufficiali di analisi chimica del
suolo per I'ltalia (D.M. 13/09/1999) e le normative UNI. Per ogni materiale, in ogni analisi, sono
stati analizzati tre campioni.

3.7.1 PH

La determinazione del pH dei substrati utilizzati & stata conseguita applicando il metodo I11.1 del
D.M. 13/09/1999 e il metodo UNI EN 15933 del 2012. | valori ottenuti, si considera che non
rispecchino fedelmente il valore dei pH in campo, ma siano indicativi del grado di reazione del
sistema considerato.

Con il metodo I11.1 del D.M. 13/09/1999, il pH e determinato per via potenziometrica su
sospensioni di suolo-CaCl,. Prima di ogni serie di analisi € stata effettuata la taratura del sistema di
misura, attraverso 1’uso di una soluzione tampone con pH vicino a quello del campione da
analizzare.

Per realizzare ogni analisi, sono stati disposti 10 g di campione di terra fine in un contenitore da 50
mL, sono stati aggiunti 25 mL di CaCl, e il campione é stato lasciato in agitazione per due ore.
Terminata l'agitazione, la sospensione e stata tenuta a riposo per alcuni minuti per favorire la

74

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



sedimentazione del materiale, ed infine I’elettrodo € stato introdotto nel surnatante per rilevare il
pH.

Nella sperimentazione A4, la rilevazione del pH nel Compost e stata realizzata applicando la
metodica UNI EN 15933 del 2012 perché il rilievo del pH con la metodica precedentemente
utilizzata non e risultata idonea per questo materiale.

Con la metodica I11.1 del D.M. 13/09/1999 infatti, la soluzione di CaCl, veniva assorbita in elevata
quantita dal materiale, impedendo la formazione di un surnatante sufficiente ad ospitare I'elettrodo.
La norma UNI EN 15933 del 2012 definisce un metodo per la determinazione del pH nell’intervallo
da pH 2 a pH 12 in sospensione di fango, rifiuti organici trattati o suolo, sia in acqua (pH-H,O) che
in soluzione 0,01 mol/l di cloruro di calcio (pH-CaCl,). La norma si applica ai fanghi, rifiuti
organici trattati e campioni di suolo freschi o asciutti (UNI EN, 2012).

Per effettuare la misura sono stati posizionati 5 ml di compost all’interno di un contenitore, vi €
stata aggiunta dell’acqua per un volume pari a 5 volte quella del campione e la soluzione ¢ stata
tenuta in agitazione per 10 minuti. La sospensione ¢ rimasta a riposo per circa un’ora per favorire la
sedimentazione ¢ la stabilizzazione del materiale. Infine ¢ stato introdotto I’elettrodo nel surnatante
e rilevato il pH.

3.7.2 ANALISI DEL CONTENUTO TOTALE DEI METALLI
La determinazione del contenuto totale di metalli estraibili in acqua regia & stata realizzata
utilizzando il metodo XI.1 del D.M. 13/09/1999.
Con questo metodo, il campione viene pretrattato con perossido di idrogeno e mineralizzato con
acqua regia. La digestione dei campioni é stata eseguita su piastra riscaldante.
Ogni analisi ¢ stata effettuata su 1 g di campione secco e macinato di terra fine, in un becker da 250
mL, acidificato con alcune gocce di acido nitrico (HNO3) previa umidificazione con alcune gocce di
acqua distillata (H20).
Ad ogni campione sono stati addizionati 20 mL di H,O; su piastra a 60°C. Il perossido di idrogeno
e stato distribuito in aliquote successive di 5 mL per evitare la formazione di grandi quantita di
schiuma. Questa e stata controllata con piccole agitazioni manuali, 0 se eccessiva, con l'uso di
piccole quantita di un agente antischiuma il 2 ottanolo. Ogni campione € stato mantenuto su piastra
fino a che il volume si é ridotto a circa 3 mL. Le soluzioni cosi ottenute sono state lasciate
completamente raffreddare a temperatura ambiente e successivamente sono state addizionate con 9
mL di acido cloridrico (HCI 37%) e 3 mL di acido nitrico (HNO3 65%). | campioni sono stati quindi
posizionati su piastra riscaldata a 150°C circa per due ore e coperti con un vetrino di orologio.
Al termine di questo tempo, ritenuta ultimata la digestione, ogni becker é stato liberato dai vetrini di
orologio e le soluzioni acide sono state lasciate evaporare fino quasi a secchezza e infine, € stata
aggiunta qualche goccia di acqua distillata. Una volta raffreddata ogni sospensione, la stessa é stata
filtrata accuratamente e raccolta in un matraccio tarato da 100 ml ed infine portata a volume con
acqua distillata.
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La concentrazione dei metalli pesanti nella fase liquida ¢ stata rilevata utilizzando I’ICP/OES
(Perking Elmer Optima DV 7000), ovvero mediante spettroscopia di emissione di plasma.

3.7.3 ANALISI DELLE FRAZIONI BIODISPONIBILI DEI METALLI

Per questa analisi € stata utilizzata la metodica indicata da Barbafieri et al. (1996).

In questa metodica 1’estrazione dei metalli avviene attraverso tre fasi successive e permette di
separare i metalli contenuti nel terreno nelle seguenti forme: la frazione lisciviabile, la frazione
scambiabile, la frazione assorbita o complessata.

L’analisi si effettua su 2 g di campione secco, macinato fine.

Nella prima fase si procede con l'estrazione della frazione lisciviabile che corrisponde a quella
prontamente solubile, costituita da metalli in forma cationica, complessi solubili, estraibili con
acqua. Durante questa fase, il campione viene messo a contatto con acqua distillata (nel rapporto
suolo:acqua pari a 1:5) per un tempo di circa 2 ore in agitazione. Il campione viene poi centrifugato
in maniera tale da separare la frazione solida da quella liquida.

La frazione liquida viene prelevata, filtrata, portata a volume in matracci di 50 ml con acqua
distillata all’1% di acido nitrico (Soluzione 1) e conservata a 4°C per la determinazione della
concentrazione di metalli (frazione lisciviabile).

Nella fase successiva si procede all'estrazione della frazione scambiabile dei metalli, ovvero quella
costituita dai cationi legati alle superfici di scambio nei suoli.

A tale scopo con il residuo solido viene ripetuto il processo descritto per la produzione della
soluzione 1, ma utilizzando come agente estraente una soluzione KNO3 1M. In questa soluzione, il
rapporto suolo: KNO3 e pari a 1:5 e al termine del procedimento (agitazione, centrifugazione,
estrazione del surnatante, filtrazione, diluizione, acidificazione) si ottiene la soluzione 2.

La frazione di suolo pretrattata per ottenere le soluzioni 1 e 2 € infine utilizzata per I'estrazione della
frazione adsorbita e/o complessata. La frazione di metalli adsorbita e complessata riguarda
quell'insieme di cationi che attraverso interazioni elettrostatiche o legami covalenti, si legano a
ossidi metallici, idrossidi, alluminosilicati amorfi, sostanze umiche. Per ottenere la soluzione 3, si
procede aggiungendo 10 mL di una soluzione di EDTA 1% al suolo pretrattato. Dopo l'agitazione
per 2 ore, centrifugazione, prelievo del surnatante, quest'ultimo é diluito (50 mL), acidificato con
HNOs e infine conservato per I'analisi.

Infine, la concentrazione di metalli nelle Soluzioni 1, 2, 3 viene rilevata utilizzando uno
spettrometro di emissione ottica al plasma (ICP-OES, Perkin ElImer Optima DV 7000).

3.7.4 ANALISI DEL CONTENUTO DI CARBONIO TOTALE ED AZOTO TOTALE

Il contenuto totale di Carbonio e di Azoto & stato determinato tramite "flash combustion" con
I'analizzatore elementare LECO CHN 1000, applicando il Metodo VII.1 del D.M., 13/09/1999.
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L’analizzatore elementare CHN consente di determinare la concentrazione di Carbonio, Idrogeno e
Azoto nel campione di riferimento (suolo o pianta) di quantita inferiore ad 1 g, posto all’interno di
una piccola capsula di stagno.

Il questo strumento avviene una combustione rapida e completa del campione, all’interno di un
forno a temperatura molto elevata (circa 950°C) in eccesso di ossigeno, con la conseguente
conversione di tutte le sostanze organiche ed inorganiche in prodotti gassosi. | gas, prima raccolti e
omogeneizzati in un contenitore detto Ballast, sono poi inviati ad un primo rilevatore ad infrarosso
per la misura del Carbonio e dell'ldrogeno a partire rispettivamente da CO, e H,O presenti.
Un’aliquota dei gas di combustione ¢ condotta da un flusso di elio e fatta passare attraverso un
catalizzatore di rame caldo dove viene rimosso 1’ossigeno. Gli ossidi di azoto sono quindi convertiti
in N e il contenuto di azoto viene misurato da un rivelatore a conducibilita termica.

Il contenuto di C, H e N & espresso in percentuale in peso del campione.

Con questa analisi i tempi di determinazione sono molto brevi, nella fase strumentale occorrono
infatti circa 4 minuti per campione.

3.7.5 FOSFORO BIODISPONIBILE

Il contenuto di fosforo assimilabile nei substrati & stato determinato applicando il Metodo XV.3
(metodo Olsen) del D.M. 13/09/1999 e le sue rettifiche (D.M del 25/03/2002).

Per la preparazione dei campioni venivano trasferiti 2 g di campione di terra fine in matraccio
conico di Erlenmeyer e venivano aggiunti 40 ml di soluzione (0,5 moli x L™) di sodio bicarbonato a
pH 8,5. Il campione veniva tenuto in agitazione per 30 minuti al termine della quale era stata filtrata
accuratamente.

Veniva prelevata un’aliquota della soluzione limpida (filtrata) di fosforo che contenesse almeno 2
ug di fosforo e trasferita in un matraccio tarato da 50 mL. Si aggiungevano 5 gocce di soluzione di
p-nitrofenolo fino a far colorare di giallo la soluzione e, goccia a goccia, una quantita di soluzione
(2,5 moli x L™) di acido solforico sufficiente a far virare la soluzione da giallo a bianco. Le gocce di
acido solforico venivano fatte scorrere lungo le pareti interne del matraccio tarato per evitare il
rapido sviluppo di CO? e conseguenti perdite della soluzione.

Il campione veniva diluito con H,O (deionizzata) fino a raggiungere un volume pari a circa 25 mL
di soluzione e, infine, si aggiungevano 8 mL di un reagente solfomolibdico (Miscela). Il tutto
veniva portato a volume con H,O (deionizzata) e dopo 10 minuti si effettuava la lettura allo
spettrofotometro (HITACHI U-2000 Spectrophotometer), alla lunghezza d’onda di 882 nm, contro
un bianco di riferimento.

3.76 CSC

La Capacita di Scambio Cationico é stata determinata applicando il Metodo XIIl.2 del D.M.
13/09/1999, con bario cloruro e trietanolammina. Con questo metodo il campione di suolo viene
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monosaturato con Bario attraverso ripetuti trattamenti con soluzione di bario cloruro. Al campione
Bario-saturato viene poi aggiunta piu volte una quantita definita di una soluzione di magnesio
solfato con titolo noto. In questo modo puo avvenire la reazione di formazione di bario solfato
insolubile e, quindi, lo scambio completo Ba/Mg. Il magnesio in eccesso (in soluzione) viene infine
determinato per titolazione complessometrica. Si calcola quindi la quantita di magnesio adsorbito,
(che corrisponde alla quantita di bario scambiato) e si determina il valore della capacita di scambio
cationico.

Il procedimento analitico iniziava trasferendo 2 g di campione di terra fine in un tubo da centrifuga
da 50 mL e addizionandovi 25 mL della soluzione di bario cloruro (BaCl, x 2H,0) tamponata a pH
8,2. Il tubo, sigillato, veniva posto in agitazione per 1 ora.

Terminata ’agitazione, il campione veniva centrifugato (per 3 minuti a 3000 giri minuto™) per
separare la frazione solida da quella liquida e, una volta ottenuta la separazione, il surnatante veniva
eliminato. Con la frazione solida rimasta, il trattamento descritto veniva ripetuto per altre due volte.

Terminati i trattamenti con Bario Cloruro, il solido separato veniva lavato con 25 mL di acqua
distillata ed ancora centrifugato. Dopo aver scartato il surnatante e aggiunto 25 mL di soluzione (5
cmoli L) di magnesio solfato, il campione veniva un‘altra volta posto in agitazione per 2 ore e poi
centrifugato.

Ultimata la centrifugazione venivano prelevati 10 mL di surnatante (soluzione limpida) e trasferiti
in una beuta da 250 mL. Venivano aggiunti 100 mL d’acqua distillata, 10 ml di soluzione tampone
di ammonio cloruro ed una punta di spatola di indicatore.

Per realizzare l'ultima fase, in cui avveniva la titolazione complessometrica, la soluzione contenente
il campione ed il bianco di riferimento venivano titolati con una soluzione 2,5 cmoli di EDTA fino a
raggiungere la colorazione azzurra.

La capacita di scambio cationico (CSC) & espressa in centimoli per kg di suolo (cmol/kg) o in
millequivalenti/100 g di suolo con una cifra decimale. | due valori sono numericamente uguali.

si precisa che, in questo lavoro, il substrato di Campo Pisano puro, previamente al trattamento con
Bario Cloruro, & stato lavato due volte con 25 mL di soluzione di ammonio acetato (1 mole L™, a
pH 7) secondo quanto descritto nel metodo XII1.1 del DM 13/09/1999 per eliminare un eventuale
eccesso di Mg presente nel substrato.

3.8 Analisi statistica

| dati ottenuti durante le sperimentazioni, relativamente alla crescita delle piante e all'accumulo di
metalli nelle stesse, sono stati sottoposti ad analisi statistica.

Relativamente alle crescita delle piante, in ciascuna sperimentazione, per ogni campionamento,
sono stati confrontati fra loro i parametri relativi alla biomassa, per verificare la presenza di
differenze statisticamente significative indotte dal substrato. Per ogni substrato si € inoltre verificato
come i suddetti parametri variavano nel tempo confrontando i dati relativi ai diversi campionamenti.
Relativamente all'accumulo di metalli nelle piante si e valutato il contenuto di Cd, Pb e Zn nei

tessuti vegetali. In ciascuna sperimentazione, ad ogni campionamento, sono stati confrontati fra loro
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I contenuti di ciascun metallo nelle piante per verificare la presenza di differenze statisticamente
significative indotte dal substrato. Per ciascun substrato e per ciascun metallo si & inoltre verificato
se le variazioni nel tempo dei contenuti di metallo nei tessuti, risultassero significative.
Nella sperimentazione A4, le analisi relative all'accrescimento e all'accumulo di metalli nelle piante,
sono state effettuate sui diversi cloni al fine di verificare I'esistenza di differenze significative tra di
loro.
I confronti fra i dati sono stati realizzati applicando il test ANOVA (Analysis of Variance) ogni
qualvolta sono risultate verificate le assunzioni per la sua applicabilita, ovvero la normalita nella
distribuzione dei dati e I’omoschedasticita delle varianze. Laddove si € applicato il test ANOVA si &
approfondita I'analisi con il test di Tukey.
Ogni qualvolta non sono risultate verificate le assunzioni per I'ANOVA, il confronto fra i dati e
stato condotto mediante il test di Kruskal-Wallis.
Nel caso in cui é stato necessario effettuare un confronto fra due sole medie, e i suddetti metodi non
erano dunque applicabili, I'analisi é stata eseguita mediante un test t di Student.
Nelle suddette analisi sono state assunte le seguenti ipotesi statistiche:

e Ipotesi nulla: le medie provengono dalla stessa popolazione, ovvero non esistono differenze

fra i gruppi riguardo al parametro considerato.
e |potesi alternativa: le medie provengono da popolazioni differenti, ovvero esistono
differenze fra i gruppi riguardo al parametro considerato.

Il livello di significativita applicato alle analisi € 0,05 (p=0,05).
Nei casi in cui é voluta studiare la variazione congiunta di due serie di dati, e stata eseguita I'analisi
mediante il coefficiente di correlazione di Pearson o di Spearman (r) a seconda rispettivamente che i
dati presentassero una distribuzione normale o no.
Il livello di significativita applicato alle analisi di correlazione & 0,05 (p= 0,05). | dati sono stati
analizzati con l'ausilio del software OriginPr
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CAPITOLO 4

RISULTATI

Nel presente capitolo verranno esposti i risultati ottenuti durante il lavoro di dottorato. Per ciascuna
sperimentazione verra esposto un breve richiamo al protocollo sperimentale, gia descritto nel
capitolo 3 e saranno presentati i risultati riguardo la sopravvivenza, lo sviluppo di biomassa e
I'accumulo di metalli. Nelle sperimentazioni A2 e M1 inoltre, saranno esposti i dati ottenuti
dall'analisi del contenuto di pigmenti fotosintetici delle piante.

L'ordine di esposizione delle sperimentazioni si ripete secondo lo schema presentato nel capitolo 3.

4.1 Al - Studio della specie Atriplex halimus per il possibile uso nel
fitorisanamento di siti minerari dismessi della Sardegna

4.1.1 INTRODUZIONE

41.1.1 OBIETTIVI

L'obiettivo principale di questo studio é stato valutare la possibilita di utilizzare la specie Atriplex
halimus nel risanamento di suoli minerari in Sardegna.

A tale scopo sono state studiate le capacita di sopravvivenza, di adattamento, produzione di
biomassa e accumulo di metalli nei tessuti da parte della specie, cresciuta su substrati contaminati
provenienti da un‘area mineraria dismessa della Sardegna.

Un altro obiettivo di questa sperimentazione é stato studiare diverse combinazioni di substrati che
possano consentire di migliorare la performance produttiva della specie in interventi di
fitorisanamento di suoli ad elevata contaminazione da metalli.

A tale scopo, uno dei gruppi di piante della sperimentazione € stato fatto crescere su substrato
contaminato ammendato con materiale inerte. Quest'ultimo é stato introdotto con il fine specifico di
diluire il substrato contaminato e migliorarne le caratteristiche fisiche.

41.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

Lo studio é stato realizzato in vaso, utilizzando piante di due anni di eta, allevate precedentemente
in vivaio. Sono stati utilizzati tre substrati indicati come CP, CP+l e B.

Il substrato CP é interamente costituito dalla matrice contaminata del bacino di decantazione
dell'area mineraria di Campo Pisano, mentre CP+I & costituito dalla stessa matrice di Campo Pisano
miscelata con ammendanti inerti. Le stesse attivita sperimentali che hanno interessato CP e CP+lI
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sono state realizzate anche su un substrato sperimentale di confronto definito Bianco (B), non
contaminato.

Per ciascuna tipologia di substrato sono stati riempiti 10 vasi, ed in ciascuno e stata posizionata una
pianta di Atriplex halimus. L'insieme dei 10 vasi contenenti le piante e caratterizzati da uno
specifico substrato CP, CP+l o B, sara d'ora in avanti definito "gruppo" e verra distinto sulla base
del substrato.

Nell'arco di 4 mesi, nelle piante cresciute sui substrati sperimentali, sono stati valutati la
sopravvivenza, l'accrescimento, la produzione di biomassa e I'accumulo di metalli nei tessuti.
L’analisi della sopravvivenza ha riguardato I’intero set di piante. Gli altri parametri sono stati
valutati attraverso un monitoraggio periodico, basato sulla raccolta di 2 piante per gruppo. | primi
tre campionamenti sono stati realizzati ogni 15 giorni a partire dal trapianto, mentre il quarto ed
ultimo campionamento ¢ stato effettuato dopo ulteriori 90 giorni.

Per valutare la presenza di metalli, é stata stabilita la condizione "zero" delle piante, sottoponendo
ad analisi chimica un campione costituito da 2 piante arrivate dal vivaio.

Sulle piante campionate, sono stati monitorati gli accrescimenti mediante la lunghezza dell'apparato
radicale e aereo e mediante il peso della biomassa. Per ogni pianta, € stato analizzato il contenuto
totale di metalli pesanti (Cd, Pb, Zn) in foglie, fusti e radici.

4.1.2 CARATTERISTICHE DEI SUBSTRATI

Mediante le metodiche descritte nel capitolo 3, i substrati sperimentali sono stati caratterizzati per
quanto riguarda il contenuto di metalli totali. In Tab 4.1 sono descritte le concentrazioni di Cd, Pb e
Zn contenute nella frazione fine (<2 mm) e viene riportato un confronto con le Concentrazioni
soglia di contaminazione (CSC) previste dal D.Lgs 152/2006.

Tabella 4.1 Concentrazioni di metalli totali nei substrati sperimentali all'inizio della sperimentazione (frazione fine <2 mm) e
confronto con i valori di Concentrazione Soglia di Contaminazione (CSC) previsti dal D.Lgs 152/2006, All.5, Tab.1, Parte V,
per Siti ad uso Verde pubblico e privato e residenziale (a) e per siti ad uso commerciale e industriale (b).

. Bianco Campo Pisano Camplﬂelziisanm CSC (a) CSC (b)
ememo | [mgkg®l | [mgkg’] mokg’] | MOkST | Imokg]
Cd *Nd 74,4+0,8 65,4+4,8 2 15
Pb 14,5+2,1 3622,4+252,3 | 3243,6£195,4 | 100 1000
Zn 74,3+2,4 13283,4+962,4 | 11812,9+905,6 | 150 1500

*Nd=valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (0,002 mg L™ nell'estratto).

I contenuti di metalli totali riscontrati all'inizio della sperimentazione, come si puo osservare nella
tabella 4.1, sono nettamente superiori alle concentrazioni soglia di contaminazione previste dal
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D.Lgs 152/2006 e sono comparabili con quelli osservati sul bacino di Campo Pisano da precedenti
studi (Cao et al., 2009; Bacchetta et al. 2012; Bacchetta et al. 2015).

Al termine della sperimentazione, al fine di valutare se vi erano state variazioni importanti nella
composizione dei substrati, e stata ripetuta I'analisi del contenuto totale di Cd, Pb e Zn. L'analisi &
stata effettuata sui substrati dai quali sono state estratte le piante sacrificate per l'ultimo
campionamento e i risultati analitici sono mostrati in tab.4.2.

Tabella 4.2. Concentrazione contaminanti nei substrati sperimentali al termine della sperimentazione (frazione fine <2 mm) e
confronto con i valori di Concentrazione Soglia di Contaminazione (CSC) previsti dal D.Lgs 152/2006, All.5, Tab.1, Parte V,
per Siti ad uso Verde pubblico e privato e residenziale (a) e per siti ad uso commerciale e industriale (b).

. t Bianco | Campo Pisano Cam;)I?]eF;iisano+ CSC () CSC (b)
STETO | Img kg™l | [mgkg'] mokgl] | MOkeT | [mokg’]

Cd *Nd 777 49+1,4 2 15

Pb 4,3+0,8 3500,5+416,8 | 2444+46,6 100 1000

Zn 53+2,6 11485+898 9152,5£116,6 150 1500

*Nd=valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (0,002 mg L™ nell'estratto).

Se si confronta il contenuto iniziale dei metalli presenti nei substrati (cfr tab. 4.1) con quello alla
fine della sperimentazione (cfr tab. 4.2), si osserva che nel substrato CP non si rilevano variazioni
sostanziali nella concentrazione di Cd, Pb e Zn, mentre nel substrato CP+I, e stata rilevata una
riduzione percentuale intorno al 23 % per tutti questi metalli.

Il dato ottenuto non permette di evidenziare variazioni sostanziali attribuibili all'estrazione da parte
delle piante. La riduzione osservata sul substrato CP+I, potrebbe essere attribuita a percolazione
avvenuta in presenza di pioggia. Benché durante il periodo sperimentale si abbia avuto cura di
irrigare evitando le perdite per percolazione, le piante erano disposte in ambiente naturale non
protetto ed erano quindi esposte agli agenti meteorici. L'ammendante introdotto dunque potrebbe
aver aumentato il drenaggio rispetto al substrato non ammendato.

I risultati ottenuti sono in linea con quanto ci si aspetta in questa fase della sperimentazione, i brevi
tempi di permanenza delle piante nel substrato infatti non permettono un‘apprezzabile riduzione dei
contaminanti dovuta alla fitoestrazione. In presenza di elevati valori di metalli, nel breve e medio
termine e con un solo ciclo di crescita di Atriplex halimus, non e infatti possibile ottenere riduzioni
apprezzabili nelle concentrazioni di contaminanti nel substrato (Pérez Esteban et al., 2013).
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4.1.3 ADATTAMENTO E SOPRAVVIVENZA

Durante il periodo sperimentale é stata monitorata la sopravvivenza delle piante ed é stato tenuto
sotto controllo visivamente lo stato sanitario. Lo scopo di queste osservazioni era in primo luogo
verificare se le piante erano in grado di sopravvivere sui substrati contaminati e come questi
influissero sul loro stato sanitario. Sugli stessi parametri inoltre si & voluto verificare se potesse
influire la presenza di ammendante inorganico.

Al termine della sperimentazione, dopo 135 giorni dal trapianto, la sopravvivenza é stata elevata
(90%) ed uguale in tutti i substrati.

Per ciascun gruppo, durante i primi 45 giorni della sperimentazione, si e verificata la morte di un
individuo sui 10 iniziali, imputabile probabilmente allo stress idrico. In generale la fase di
adattamento dopo il trapianto, in climi caldo-aridi € da considerarsi critica per la sopravvivenza
delle piante. La prima fase del periodo sperimentale si e svolta in un periodo in cui erano elevate le
temperature dell'aria e in seguito al rilievo delle morti e stata aumentata la somministrazione idrica,
come forma di soccorso per i giorni piu caldi.

I risultati di sopravvivenza ottenuti sono in linea con quanto ottenuto per questa specie da Martinez
Fernandez e Walker (2012) dopo 30 giorni dal trapianto su suoli minerari, sia puri che ammendati
con materiale inorganico (CaO + MgO).

Relativamente allo stato sanitario delle piante, durante tutta la sperimentazione, il controllo visivo
non ha evidenziato segnali di stress quali clorosi o fenomeni di senescenza come quelli riscontrati
da Frutos et al. (2017) in piante di A. halimus, su substrato minerario non ammendato, dopo 95
giorni dal trapianto. Nelle piante della presente sperimentazione inoltre, non é stata rilevata la
presenza di parassiti.

Si puo dunque affermare che le piante non hanno mostrato effetti visibili dovuti alla tossicita del
substrato in accordo con Manousaki e Kalogerakis (2009) e Tapia et al. (2011) che, hanno testato la
specie rispettivamente, su substrati contaminati con soluzioni di Cd e Pb per 10 settimane, e su
substrato di corteccia di pino irrorato con Cd per 70 giorni.

Per i suddetti parametri, sopravvivenza e stato sanitario, non si sono rilevate differenze indotte dalla
presenza di ammendante inorganico.

Quanto osservato conferma l'elevata tolleranza alla presenza di metalli e la capacita di sopravvivere
in ambienti tossici ed estremi delle specie alofite (Van Oosten e Maggio, 2015).

4.1.4 ACCRESCIMENTI E BIOMASSA

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus di crescere sui substrati contaminati
sperimentali, € stato studiato I'accrescimento della parte aerea e radicale.
La crescita della parte aerea é stata valutata attraverso il rilievo dell'altezza e del peso della
biomassa, differenziata in foglie e fusti. La biomassa fogliare é costituita dai tessuti verdi e include i
nuovi germogli, mentre i fusti sono costituiti dai tessuti lignificati e/o in visibile processo di
lignificazione.

83

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



La crescita dell'apparato radicale € stata valutata attraverso la misura della lunghezza delle radici e
del loro peso.

Per quanto riguarda le lunghezze, ad ogni campionamento é stata rilevata l'altezza sull'intero
numero di piante a disposizione, mentre il rilievo della lunghezza radicale é stato possibile solo
sulle piante sacrificate. In figura 4.1 e possibile osservare I'accrescimento in lunghezza dell'apparato
aereo (4.1 A) e di quello radicale (4.1 B), per tutti i substrati sperimentali.
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Figura 4.1. Altezze della parte aerea (A) e lunghezza degli apparati radicali (B), valori medi riscontrati nel tempo in relazione
ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze
statisticamente non significative.

Per quanto riguarda la valutazione della parte aerea (cfr fig. 4.1 A), durante l'intero periodo
sperimentale, per ogni substrato, non si rileva un accrescimento in altezza significativo. Per tale
parametro inoltre, non sono rilevabili differenze significative indotte dai substrati.

Per quanto riguarda la lunghezza dell'apparato radicale, analogamente a quanto avvenuto per la
parte aerea, durante l'intero periodo sperimentale per ogni substrato non e stato rilevato un
accrescimento significativo delle radici e non sono rilevabili differenze significative indotte dai
substrati.

Per quanto riguarda la parte epigea i dati ottenuti si differenziano da quanto osservato da Lefévre et
al. (2009) che, per la specie in esame, in coltura idroponica, in presenza di Cd hanno riscontrato una
minore altezza rispetto alla soluzione di controllo non contaminata da Cd. Tale effetto, secondo gli
autori e dovuto all'inibizione dell'allungamento degli internodi causata dall' esposizione al metallo.
Per guanto riguarda la crescita di Atriplex halimus in substrato contaminato da Cd, Tapia et al.,
2011 invece, non hanno riscontrato differenze significative nelle altezze, indotte da questo
contaminante.

E necessario precisare che durante la sperimentazione, alla misura dell'altezza & stata osservata una
certa variabilita nel portamento delle piante. Alcune mostravano infatti portamento eretto, mentre
altre un portamento tendenzialmente prostrato. Questa caratteristica € diventata pit marcata con lo
sviluppo del palco aereo. In Figura 4.2 é possibile osservare i due principali tipi di portamento
osservato.
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Figura 4.2. Portamento prostrato (A) e portamento eretto (B).

Una certa variabilita fenotipica, sia per quanto riguarda il portamento (prostrato, compatto o eretto)
sia per quanto riguarda l'altezza delle piante € stata gia osservata in Sardegna per la specie Atriplex
halimus (Dessena e Mulas 2012a).

Per quanto riguarda la parte ipogea, i risultati ottenuti nella presente sperimentazione sono in linea
con quelli ottenuti da Lefévre et al. (2009) che, dopo 24 giorni di accrescimento di A. halimus in
coltura idroponica, non hanno rilevato differenze fra le piante cresciute in soluzione contaminata da
Cd e in soluzione di controllo (non contaminata).

Si intende precisare che, nonostante l'accrescimento radicale non sia stato quantitativamente
stimabile, la cospicua presenza di nuove radici era ben visibile ad ogni campionamento come
mostrato in Errore. L'origine riferimento non e stata trovata.
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Nuove radici

Figura 4.3. Sviluppo delle biomasse radicali dopo 45 giorni dal trapianto.

Il recupero dell'intera struttura radicale, nelle condizioni sperimentali utilizzate, € risultato alquanto
difficile. In particolare, i tessuti piu nuovi si sono mostrati molto fragili e con tendenza a spezzarsi
nell'estrazione, diventando cosi quasi del tutto irrecuperabili. La perdita di queste parti potrebbe
aver influenzato il risultato delle misure di lunghezza delle radici.

Per quanto riguarda la biomassa, ad ogni campionamento, é stato valutato il peso secco sulle piante
sacrificate. Nella Figura 4.4 e possibile osservare lo sviluppo della biomassa aerea avvenuto su
ciascun substrato durante il periodo sperimentale.
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Figura 4.4. Biomassa secca nella parte aerea (A), nelle radici (B), in foglie e germogli (C) e nei fusti (D), valori medi
riscontrati nel tempo in relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali
indicano I'esistenza di differenze statisticamente non significative.

Durante tutto il periodo sperimentale, i valori della biomassa secca dell'intera parte aerea (fig. 4.4
A) e della parte radicale (fig. 4.4 B) rilevati per ogni singolo substrato, non hanno mostrato
variazioni statisticamente significative. Per tali parametri inoltre, non sono rilevabili differenze
significative indotte dai substrati.

Osservando piu in dettaglio quanto avvenuto nella parte aerea si puo rilevare che, per quanto
riguarda la biomassa dei tessuti legnosi (fig. 4.4 D), non si evidenzia nessuna crescita nel tempo.

Per quanto riguarda invece i tessuti verdi (foglie e germogli) vi € stato un incremento di biomassa
(fig. 4.4 C). Tale osservazione ¢ valida solo da un punto di vista qualitativo in quanto l'elevata
variabilita dei campioni non permette di confermare questa osservazione da un punto di vista
quantitativo. L'aumento di biomassa, nei tessuti verdi, risulta evidente anche osservando il peso
della biomassa verde fresca riportato in figura 4.5. | risultati ottenuti si discostano da quanto
osservato da Tapia et al. (2011) che, dopo 70 giorni di accrescimento di Atriplex halimus su
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substrato contaminato da Cd, hanno riscontrato un accrescimento in biomassa dell'intera parte
aerea.
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Figura 4.5. Biomassa fresca in foglie e germogli, valori medi riscontrati nel tempo in relazione ai diversi substrati. Le barre
indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statisticamente non significative.

In entrambe le valutazioni riguardanti la biomassa aerea (peso fresco e peso secco), si 0sserva una
maggiore produzione di biomassa verde sul substrato B, non contaminato (fig. 4.4 e fig. 4.5). In
particolare per la biomassa verde fresca, tale comportamento indica un maggior contenuto idrico
nelle piante cresciute nel substrato non contaminato rispetto alle altre. Si puo supporre che, tale
differenza sia dovuta ad uno stress idrico, indotto dal Cd. Una diminuzione del contenuto idrico
nelle piante esposte a Cd rispetto a quelle non esposte € stata infatti riportata da Léfevre et al. 2009
su Atriplex halimus.

Questa osservazione ¢é valida solo da un punto di vista qualitativo in quanto I'elevata variabilita dei
campioni non permette di confermare questa osservazione da un punto di vista statistico. Il
substrato B inoltre, potrebbe aver fornito alle piante I'apporto nutritivo che era invece scarso nei
substrati contaminati.

Tale andamento si discosta da quanto osservato da Tapia et al., (2011) che, non hanno riscontrato
differenze significative nel peso secco di fusti, radici o foglie, di piante allevate su un substrato
contaminato da Cd rispetto a quelle allevate nel substrato di controllo non contaminato.

Per quanto riguarda i substrati contaminati, la biomassa prodotta nei substrati ammendati con
materiale inerte (CP+I) non differisce da quella dei substrati CP (non ammendati) come riscontrato
anche da Martinez Fernandez e Walker (2012) relativamente ad un suolo minerario ammendato con
materiale non organico.

I risultati relativi all'accrescimento e alla biomassa, possono essere riassunti come segue.
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Dalle misure della lunghezza e dal peso della biomassa, non ¢ stato quantificato un accrescimento
significativo delle piante nel tempo su nessuno dei substrati.

Nonostante l'accrescimento epigeo non sia stato quantitativamente stimabile, e stato osservato un
accrescimento di foglie e germogli. L'andamento di tale accrescimento € simile nei substrati
contaminati e in quello non contaminato, benché in quest'ultimo le piante abbiano mostrato una
performance migliore.

L'accrescimento dei tessuti verdi osservato durante la sperimentazione, é da ritenersi importante in
quanto indice di una buona attivita vegetativa e quindi della vitalita della pianta, anche su substrati
contaminati. In maniera analoga, anche l'apparato radicale, pur non presentando un aumento
significativo di biomassa, si € mostrato vitale in quanto, come sopra descritto, si presentava in
espansione come dimostrato dalla presenza di nuove radici.

| risultati ottenuti mostrano inoltre che I'introduzione dell'ammendante non ha indotto
miglioramento nell'accrescimento della biomassa aerea e radicale.

4.1.5 ACCUMULO DI METALLI

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus a traslocare metalli nei propri tessuti da
un substrato ad elevata contaminazione, € stata studiata la concentrazione di metalli nelle piante
cresciute sui substrati sperimentali.

Si & voluto inoltre verificare se la presenza di ammendante inorganico potesse influire sulla
concentrazione di Cd, Pb e Zn nei tessuti vegetali.

L'analisi del contenuto di metalli € stato realizzato separatamente nella parte aerea e radicale. Nella
parte aerea a sua volta i fusti, sono stati separati dalle parti verdi che sono rappresentate dai
germogli e dalle foglie.

In tutti i tessuti sono state rilevate concentrazioni elevate di Zinco e Piombo e, fra questi, I'elemento
maggiormente assorbito € stato lo Zn. Per quanto riguarda la ripartizione fra i tessuti, le maggiori
concentrazioni sia di Zn che di Pb sono state rilevate nelle radici rispetto agli altri tessuti. Se invece
si osserva piu in dettaglio quanto avvenuto nelle parti aeree, le maggiori concentrazioni di questi
elementi sono state osservate nei tessuti verdi (foglie e germogli) rispetto ai fusti.

Le concentrazioni medie di Zn rilevate nelle piante, nei diversi substrati durante la sperimentazione,
sono rappresentate in Figura 4.6.
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Figura 4.6. Concentrazioni di Zn nelle foglie e germogli (A), fusti (B), radici (C): valori medi riscontrati nel tempo in
relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di
differenze statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, v, indicano I'esistenza di differenze
significative tra i substrati al termine della sperimentazione (t;3s).

Nei tessuti aerei i valori massimi delle concentrazioni medie di Zn sono stati riscontrati nelle piante
cresciute sul substrato CP al termine della sperimentazione (135 giorni dopo il trapianto),
raggiungendo i 481,5 ppm nelle foglie e germogli (cfr figura 4.6 A) e i 135 ppm nei fusti (cfr figura
4.6 B). Tali concentrazioni corrispondono ad oltre il doppio di quelle riscontrate nel substrato non
contaminato (B).

Nel substrato contaminato ammendato le concentrazioni di Zn (valore medio a 135 giorni) in tessuti
verdi e in fusti hanno raggiunto rispettivamente i valori di 338,2 e 127,6 ppm (cfr figure 4.6 A, 4.6
B).

Nelle radici la concentrazione di Zn ha raggiunto circa 509 ppm, gia dopo 45 giorni di
sperimentazione, nelle piante cresciute su CP e restando stabile fino a 135 giorni dal trapianto (cfr
figura 4.6 C). Nelle piante cresciute sul substrato di confronto (B), la concentrazione € rimasta
pressoché costante e compresa fra circa 48 e 62 ppm.

Nel substrato contaminato ammendato la concentrazione di Zn (valore medio a 135 giorni) in tessuti
radicali ha raggiunto il valore di circa 361 ppm (cfr figura 4.6 C).
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Da quanto osservato emerge che al termine della sperimentazione la concentrazione di Zn nelle
piante cresciute sui substrati contaminati (sia CP che CP+1) si discosta notevolmente da quella delle
piante B. Questa differenza e particolarmente evidente nei tessuti radicali, dove la concentrazione di
Zn nelle radici di CP, e circa 8 volte maggiore di quella in B. Al termine della sperimentazione la
concentrazione di Zn nei tessuti vedi e stata maggiore nelle piante cresciute laddove era maggiore la
presenza di contaminante (substrato CP) rispetto a quelle cresciute in CP+1. Nei fusti e nelle radici
invece, le concentrazioni in questi due substrati sono simili, nonostante esista una cospicua
diluizione del contaminante nel substrato CP+I.

Il contenuto di Zn presente nelle foglie e germogli riscontrato nel presente lavoro € in linea con
quello riscontrato da Lutts et al. (2004) in coltura idroponica, mentre per i fusti e le radici
inferiore (pari a circa un terzo) a quello riportato dallo stesso autore. | valori massimi superano il
livello di tossicita indicato per i tessuti aerei da Kabata Pendias e Pendias (2001) che corrisponde a
400 ppm.

Il secondo elemento maggiormente assorbito dopo lo Zn, & stato il Pb.

Le concentrazioni medie di Pb rilevate nelle piante, nei diversi substrati durante la sperimentazione,
sono rappresentate in figura 4.7.
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Figura 4.7. Concentrazioni di Pb nelle foglie e germogli (A), fusti (B), radici (C): valori medi riscontrati nel tempo in
relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di
differenze statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di differenze
significative tra i substrati al termine della sperimentazione (t;3s).
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Nei tessuti aerei i valori massimi delle concentrazioni medie di Pb sono stati riscontrati nelle piante
cresciute sul substrato CP al termine della sperimentazione (135 giorni dopo il trapianto),
raggiungendo i 22 ppm nelle foglie e germogli (cfr figura 4.7 A) e i 12 ppm nei fusti (cfr figura 4.7
B). Tali concentrazioni sono circa tre volte maggiori di quelle riscontrate nel substrato non
contaminato (B). Nel substrato contaminato ammendato le concentrazioni di Pb (valore medio a 135
giorni) in tessuti verdi e in fusti hanno raggiunto rispettivamente i valori di 17,2 e 10,7 ppm (cfr
figure 4.7 A, 4.7 B).

Nelle radici la concentrazione di Pb ha raggiunto circa 90 ppm a 135 giorni dal trapianto (cfr figura
4.7 C). Nelle piante cresciute sul substrato di confronto (B), la concentrazione non ha superato il
valore massimo di 5,3 ppm, durante l'intera sperimentazione.

Nel substrato contaminato ammendato la concentrazione di Pb (valore medio a 135 giorni) in tessuti
radicali ha raggiunto il valore di 36,2 ppm (cfr figura 4.7 C).

Come osservato per lo Zn, anche per il Pb emerge che, al termine della sperimentazione, la
concentrazione nelle piante cresciute sui substrati contaminati (sia CP che CP+l) si discosta
notevolmente da quella delle piante B, risultando maggiore. Questa differenza e particolarmente
evidente nei tessuti radicali. L'accumulo di Pb infatti & avvenuto principalmente nelle radici, dove
ha mostrato un andamento crescente nel tempo su entrambi i substrati contaminati.

I valori medi riscontrati nei tessuti aerei di CP e CP+I sono risultati molto simili nel tempo, anche
se e da segnalare una elevata variabilita dei dati analitici di questo elemento, come evidenziato dalle
deviazioni standard riportate graficamente in fig 4.7.

Nelle radici, analogamente alla parte aerea, le concentrazioni di Pb sono risultate simili nelle piante
cresciute in CP e in CP+l.

Il contenuto di Pb nelle radici e nei tessuti aerei & simile a quanto osservato da studi precedenti sulla
specie Atriplex halimus (Manousaki e Kalogerakis 2009; Frutos et al., 2017). Nella parte aerea, su
substrato non ammendato, Martinez Fernandez e Walker (2012) hanno riscontrato valori di Pb di
poco superiori a quanto riscontrato su CP nella presente sperimentazione (118 ppm) ma in presenza
di ammendante inorganico i valori possono dirsi in linea con quanto riscontrato in CP+I.

Il Cd e stato accumulato in quantita molto minore rispetto a Zn e Pb. In figura 4.8 & possibile
osservare i valori medi di Cd riscontrati nei tessuti vegetali durante la sperimentazione.

Si ricorda che la concentrazione di questo elemento nel substrato di Campo Pisano (65,4 ppm) €
nettamente inferiore a quelle di Zn e Pb (13283 e 3622 ppm, rispettivamente).
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Figura 4.8. Concentrazioni di Cd nelle foglie e germogli (A), fusti (B), radici (C): valori medi riscontrati nel tempo in
relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di
differenze statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di differenze
significative tra i substrati al termine della sperimentazione (t;3s).

Le concentrazioni piu elevate sono state riscontrate nelle radici, dove, sul substrato CP, € stato
raggiunto il valore massimo di 3,9 ppm al termine della sperimentazione.

Le concentrazioni di Cd nelle parti aeree e nelle radici delle piante cresciute sui substrati
contaminati, si sono mostrate in aumento nel tempo analogamente a quanto riscontrato da Lutts et
al. (2004) mentre Tapia et al. (2011) hanno riscontrato un aumento solo nelle radici.

I valori di Cd riscontrati nel presente lavoro sono molto inferiori a quanto riscontrato in coltura
idroponica da precedenti studi sulla specie Atriplex halimus (Lutts et al. 2004; Nedjimi e Daoud
2009) mentre possono dirsi simili a quanto osservato su substrati sperimentali da diversi autori
(Martinez Fernandez e Walker, 2012; Pérez Esteban et al., 2013; Manousaki e Kalogerakis, 2009;
Frutos et al., 2017).

Da quanto emerso dall'analisi dei dati sopra esposti le piante hanno mostrato una particolare
predisposizione nell'accumulare zinco rispetto a Pb e a Cd.

Da quanto emerso dall'analisi dei dati sopra esposti le piante hanno mostrato una particolare
predisposizione nell'accumulare zinco rispetto a Pb e a Cd.
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Per tutti i metalli le concentrazioni nei tessuti hanno mostrato un continuo aumento nel tempo
confermando quanto gia osservato da diversi autori nella specie Atriplex halimus. (Lutts et al.,
2004; Lefevre et al., 2009; Frutos et al., 2017).

L'introduzione dell'ammendante inorganico non ha causato variazioni significative nella
concentrazione dei metalli nei tessuti in accordo con quanto riscontrato da Martinez Fernandez e
Walker, 2012. Fanno eccezione i tessuti verdi, dove le concentrazioni di Zn e Cd, sono risultate
maggiori nelle piante cresciute su CP rispetto a quelle cresciute in presenza di ammendante alla fine
della sperimentazione.

Si ricorda che (cfr. par. 3.4 - Al), il contenuto di matrice contaminata nel substrato CP+I € pari ad
un terzo del materiale totale quindi la concentrazione dei contaminanti & notevolmente diluita
rispetto al substrato CP. In riferimento al contenuto di metalli nel substrato, la mancanza di
differenze statisticamente significative nelle concentrazioni dei metalli fra le piante cresciute sui
substrati CP e CP+I, si discosta da quanto ottenuto da diversi autori che, per la specie Atriplex
halimus, hanno riscontrato un aumento della concentrazione nei tessuti vegetali all'aumentare della
concentrazione nel substrato (Nedjimi e Daoud, 2009; Amer et al., 2013).

4,15.1 TRASLOCAZIONE E BIOCONCENTRAZIONE DEI METALLI

La capacita delle piante nell'estrarre i metalli dal suolo e traslocarli nei propri tessuti puo essere
valutata attraverso diversi parametri, come per esempio il fattore di traslocazione (TF) o il fattore di
bioconcentrazione (BF).

Il TF consente di rapportare la concentrazione totale di metallo presente nelle parti aeree con quella
presente nelle radici mentre attraverso il BF viene misurato il rapporto fra la concentrazione totale
di metallo nei tessuti, (parte aerea o radici) e quella contenuta nella matrice (totale o solubile).

Per poter determinare il fattore di traslocazione e di bioconcentrazione a fine sperimentazione, i dati
relativi alle concentrazioni di Zn, Pb e Cd, riscontrati separatamente nelle foglie e nei fusti, sono
stati rielaborati per ottenere il valore di concentrazione della biomassa aerea (costituita dall'insieme
di foglie e fusti), che e stata ottenuta come media pesata delle concentrazioni tra fusti e foglie.

In Figura 4.9 sono rappresentate le concentrazioni di Zn, Pb e Cd rilevate nella parte aerea e in
quella radicale delle piante, a fine sperimentazione e in funzione dei diversi substrati.
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Figura 4.9. Concentrazioni di Zn (A), Pb (B) e Cd (C) nei tessuti aerei e in quelli radicali: valori medi riscontrati a fine
sperimentazione (ti35) in relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media.

Da tale analisi, a fine sperimentazione, la concentrazione di Zn nei tessuti epigei é risultata pari a
269 e 217,7 ppm, rispettivamente in CP e in CP+l. La concentrazione di Pb nei tessuti epigei €
risultata pari a 13,5 ppm in CP+l e 12,3 ppm in CP, mentre quella del Cd é risultata pari a 1,6 e 0,9
ppm rispettivamente in CP e in CP+I.

Il maggiore assorbimento di metalli € avvenuto nelle radici rispetto alla parte aerea secondo quanto
riscontrato per la specie Atriplex halimus da diversi autori (Kachout et al., 2012; Lefevre et al.,
2009; Amer et al., 2013; Lutts et al., 2004; Manousaki e Kalogerakis, 2009).

Rapportando i valori delle concentrazioni epigee con quelli rilevati nelle radici, per ciascun metallo
nei diversi substrati, a fine sperimentazione (ti3s), sono stati ottenuti i fattori di traslocazione
mostrati in Tabella 4.3.
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Tabella 4.3. Fattori di traslocazione (TF) per i metalli Zn, Pb e Cd rilevati nei diversi substrati sperimentali a fine
sperimentazione (t;ss).

FATTORE DI TRASLOCAZIONE (TF)
SUBSTRATO Zn Pb Cd
CP+l 0,6 0,2 0,3
CP 0,6 0,1 0,4

I valori di TF per ciascun metallo e in ogni substrato, sono risultati tutti inferiori a 1.

I TF molto bassi riscontrati nella presente sperimentazione sono in accordo con gquanto riportato da
Amer et al. (2013) che, in coltura idroponica, per il Pb ha rilevato (TF<0,06), mentre per lo Zn gli
stessi autori hanno riscontrato 0.55 < TF < 1.06. Bassi valori di TF (<0,3) sono stati riscontrati
anche da Kachout et al (2012) su piante del genere Atriplex cresciute su substrati contaminati a
diverse concentrazioni di Zn e Pb.

Per ottenere i fattori di bioconcentrazione, la concentrazione di metalli riscontrata nei tessuti epigei
e separatamente in quelli ipogei, € stata rapportata con quella dei metalli presenti nel substrato. Da
questa analisi, per ciascun metallo e nei diversi substrati, sono stati ottenuti i fattori di
bioconcentrazione mostrati in Tabella 4.4.

Tabella 4.4. Fattori di bioconcentrazione (BF) aerei e radicali, per i metalli Zn, Pb e Cd, relativamente ai substrati
contaminati a fine sperimentazione (t;3s).

BF AEREO BF RADICALE
SUBSTRATO Zn Pb Cd Zn Pb Cd
CP+l
0,02 0,00 0,01 0,03 0,02 0,04
CP
0,02 0,00 0,02 0,04 0,03 0,06

I valori di BF relativi allo Zn e al Pb riscontrati per le radici sono nettamente inferiori a quanto
rilevato da Kachout et al. (2012) che, su piante del genere Atriplex cresciute su substrati
contaminati a diverse concentrazioni di Zn e Pb, hanno riscontrato valori di BF radicali compresi tra
0,3e2,1.

Anche i BF riscontrati per le parti aeree sono molto piu bassi rispetto a quelli ottenuti in studi
analoghi per la specie o il genere Atriplex (Moreira et al., 2011; Rabier et al., 2014).
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4.1.6 CONCLUSIONI

L'obiettivo principale di questo studio é stato valutare la possibilita di utilizzare la specie Atriplex
halimus nel risanamento di suoli minerari in Sardegna.

Da quanto esposto si evince che la specie ha mostrato capacita di adattarsi e crescere su substrati
contaminati da metalli e di accumulare tali metalli nei tessuti senza che si evidenziassero effetti
dovuti alla tossicita degli stessi.

La sopravvivenza delle piante é stata elevata ed uguale in tutti i substrati e al controllo visivo non ha
evidenziato segnali di stress quali clorosi o fenomeni di senescenza né é stata rilevata la presenza di
parassiti.

Si puo dunque affermare che le piante non hanno mostrato riduzione della sopravvivenza o effetti
visibili dovuti alla tossicita del substrato.

Per i suddetti parametri, sopravvivenza e stato sanitario, non si sono rilevate differenze indotte dalla
presenza di ammendante inorganico.

Le piante si sono accresciute con un andamento simile nei substrati contaminati e in quello non
contaminato, benché in quest'ultimo le piante abbiano mostrato una performance migliore.
L'accrescimento dei tessuti verdi osservato durante la sperimentazione, é da ritenersi importante in
quanto indice di buona attivita vegetativa e quindi della vitalita della pianta, anche su substrati
contaminati. In maniera analoga, anche l'apparato radicale, pur non presentando un aumento
significativo di biomassa, si € mostrato vitale e grazie alla presenza di nuove radici.

Le piante hanno mostrato assorbimento di metalli e una particolare predisposizione nell'accumulare
zinco rispetto a Pb e a Cd. Per tutti i metalli le concentrazioni nei tessuti hanno mostrato un
continuo aumento nel tempo e il maggiore assorbimento € avvenuto nelle radici.

L'introduzione dell'ammendante inorganico non ha causato variazioni significative nella
concentrazione dei metalli nei tessuti, ad eccezione i tessuti verdi, dove le concentrazioni di Zn e
Cd, sono risultate maggiori nelle piante cresciute su CP. Allo stesso tempo, I'accrescimento della
biomassa aerea e radicale non é stato influenzato dalla presenza di ammendante.

Quanto osservato conferma I'elevata tolleranza alla presenza di metalli e la capacita di sopravvivere
in ambienti tossici ed estremi di questa specie.

Questa caratteristica, insieme alla capacita di assorbire ed accumulare metalli nei propri tessuti,
inducono ad approfondire lo studio della specie per fitorisanamento di suoli minerari in Sardegna.
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4.2 A2 - Radicazione di talee di Atriplex halimus su suolo contaminato da
metalli pesanti per valutarne la capacita di insediamento in attivita di
fitorisanamento

4.2.1 INTRODUZIONE

4211 OBIETTIVI

L'obiettivo principale di questo studio é stato valutare la possibilita di propagare la specie Atriplex
halimus mediante la coltivazione diretta di talee su un substrato minerario contaminato da
un'elevata concentrazione di metalli.

Al fine di valutare la capacita di insediamento della specie impiantata mediante talea per le attivita
di fitorisanamento, sulle piante ottenute (barbatelle) sono stati valutati la sopravvivenza,
I'adattamento, la produzione di biomassa e I'accumulo di metalli nei tessuti.

Un altro obiettivo di questa sperimentazione e stato studiare I'effetto di diversi ammendanti sulla
capacita di propagazione mediante talea, in particolare nella prima fase di sviluppo delle piante. A
tale scopo una matrice mineraria contaminata & stata ammendata ottenendo diversi substrati ed é
stata valutata I'influenza degli stessi sulla capacita di propagazione, sopravvivenza e nel favorire la
radicazione e lo sviluppo di biomassa aerea. E stata valutata inoltre l'influenza di tali substrati
sull'accumulo di metalli nei tessuti aerei.

42.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

Lo studio é stato realizzato in vaso, utilizzando talee di Atriplex halimus che sono state poste a
radicare su substrato contaminato da metalli.

Le risposte delle talee e delle piante da esse ottenute sono state confrontate su quattro diversi
substrati: B, CP, CP+A, CP+l.

Il substrato B rappresenta il bianco di riferimento. | substrati contaminati sono stati i seguenti: CP,
costituito esclusivamente dal suolo di Campo Pisano; CP+A composto da materiale di Campo
Pisano, compost, sabbia e ghiaia nelle proporzioni 25: 8: 33: 33 (% in volume); CP+I contenente
matrice di Campo Pisano, sabbia e ghiaia nelle proporzioni 33: 33: 33 (% in volume).

In ogni vaso, contenente 27 L di substrato, sono state messe a dimora 35 talee legnose, della
lunghezza di 20 cm circa. Al termine della sperimentazione (8 settimane), € stata valutata la
sopravvivenza delle talee e, da ogni substrato e stato prelevato un campione rappresentativo di 5
piante. Su questo campione sono state valutate la crescita radicale e della biomassa aerea, il
contenuto di clorofilla e di carotenoidi e la concentrazione finale di metalli contaminanti nei tessuti
aerei.
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4.2.2 CARATTERISTICHE DEI SUBSTRATI

All'inizio della sperimentazione i substrati sono stati caratterizzati, secondo quanto descritto nel
capitolo 3, e di seguito sono descritte le loro caratteristiche fisico-chimiche. In tabella 4.5 e 4.6.
sono descritte le concentrazioni di Cd, Pb e Zn contenute nella frazione fine dei substrati (<2 mm).
Le principali caratteristiche fisico - chimiche dei substrati sono invece riportate in tab. 4.7.

Tabella 4.5. Concentrazioni di Cd, Pb e Zn nei substrati all'inizio della sperimentazione e confronto con i valori di
Concentrazione Soglia di Contaminazione (CSC) previsti dal D.Lgs 152/2006, All.5, Tab.1, Parte V, per Siti ad uso Verde

pubblico e privato e residenziale (a) e per siti ad uso commerciale e industriale (b).

£l Bianco Campo Pisano Pisa(igzﬁzerti Carg%?ﬂi)ﬁ:,[nw [iwsgckg(:?] CSC (b)

emento -1 1 1
mg k mg k ) ] mg k

Cd Nd 54,16 47,52 25,32 2 15

Pb Nd 2532,75 2228,16 1088,55 100 1000

Zn 29,56 10077,05 8968,53 5624,23 150 1500

*Nd=valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (0,002 mg L™ nell'estratto).

Oltre al contenuto totale di Cd, Pb e Zn, nei substrati e stato valutato anche quello biodisponibile
per le piante (tab 4.4).

Tabella 4.6. Frazione biodisponibile di Cd, Pb e Zn nei substrati all'inizio della sperimentazione

Metalli biodisponibili*

Cd Pb Zn
(mgkg!) | (mgkg!) | (mgkgt)
Frazione adsorbita e/o complessata (estraente EDTA) B nd 1,740,1 0,7%0,0
CP 6,6+0,7 |213,3¥19,4|925,7+71,0
CP+I 2,8+0,5 76,3+9,8 |348,7+46,8
CP+A 3,4+0,0 89,9+0,4 | 394,516
B nd Nd nd
Frazione lisciviabile (estraente H,0) CP nd Nd 1,31+0,5
CP+I nd Nd 1,20+0,5
CP+A nd Nd 1,24+0,4
B nd nd 0,29+0,1
Frazione scambiabile (estraente KNO3) Cp nd nd 1,24%0,5
CP+I nd nd 0,83+0,2
CP+A nd nd 0,99+0,1

*Biodisponibilita calcolata sulla frazione fine (particelle con diametro<2mm).
Nd indica che il valore nell'estratto & inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (Cd 0,002 mg L™*; Pb 0,02 mg L™).
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| dati ottenuti (Tabella 4.5 e Tabella 4.6) mostrano che il contenuto di metalli biodisponibile €
nettamente inferiore al contenuto di metalli totale come gia osservato in studi precedenti sui
substrati di Campo Pisano (Cao et al., 2009; Bacchetta et al., 2012; Bacchetta et al., 2015).

Tabella 4.7. Caratteristiche fisico chimiche dei substrati all'inizio della sperimentazione

Substrato pH C.S.C. N C P
[meq/100g suolo] | [%0] [%0] biodisponibile

[mg kg™]

B 55 23,2 0,07+0,0 3,9+0,7 29,0+1,8

CP 7,3 Nd* Nd** 6,97+0,1 Nd***

CP+l 7,3 8,4 Nd** 5,9+0,1 Nd***

CP+A 7,6 11,0 0,08+0,0 7,1£0,5 13,6+1,4

Compost 8,1 50,05 0,92+0,1 21,2+0,9

*Nd: volume soluzione titolante bianco-volume soluzione titolante campione = 0
**Nd: valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (0,01%)
***Nd: valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (2ug di P nell'estratto)

Se si considera il contenuto di nutrienti (Tabella 4.7) e possibile notare la scarsita di azoto e fosforo
biodisponibile nei substrati CP e CP+l (risultati irrilevabili dall'analisi chimica). Lo scarso
contenuto di azoto conferma quanto gia osservato su matrice di Campo Pisano da Bacchetta et al.
(2015). Per quanto riguarda il fosforo, e stata rilevata una scarsa presenza dell'elemento in forma
biodisponibile mentre, sulla matrice di Campo Pisano, Bacchetta et al. (2015) hanno rilevato un
elevato contenuto di fosforo totale (357,9 mg kg™). Questi importanti nutrienti sono invece presenti
in moderate concentrazioni nel substrato di confronto (B) e in CP+A (ARPAV, 2007). In
quest'ultimo substrato, la presenza di N e P & apportata esclusivamente dal compost, che svolge
anche I'importante funzione di incrementare la CSC come osservato su Campo Pisano da Bacchetta
et al (2012). Il valore della CSC risulta buono in CP+A (Sequi, 1990) ed & stato osservato un
incremento anche in presenza di solo ammendante inerte.

Non é stato possibile rilevare la concentrazione di fosforo biodisponibile nel compost poiché, con il
metodo utilizzato, su questo materiale si sono ottenute delle soluzioni analitiche che non € stato
possibile rendere limpide e il dato spettrofotometrico e risultato compromesso.

4.2.3 ADATTAMENTO E SOPRAVVIVENZA

Durante il periodo sperimentale e stata monitorata la sopravvivenza delle piante ed é stato tenuto
sotto controllo visivo lo stato sanitario. Lo scopo di queste osservazioni era in primo luogo
verificare se le talee fossero in grado di originare piante sui substrati contaminati e come le
piante/barbatelle ottenute fossero in grado di sopravvivere su tali substrati.
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Si € anche monitorato come i substrati influissero sulla sopravvivenza e sullo stato sanitario delle
piante.

La sopravvivenza € stata misurata attraverso il conteggio delle barbatelle (talee radicate) vive al
termine della sperimentazione (durata 56 giorni), rispetto al numero iniziale di talee. E' stato
individuato anche un momento intermedio (tm pari a 35 giorni) per valutare I'andamento della
sopravvivenza nel tempo.

Nella Figura 4.10. Sopravvivenza delle barbatelle. & possibile osservare la sopravvivenza nei tre
substrati, misurata in tre distinti momenti della sperimentazione: iniziale, intermedio e finale (to, tm,

ts).

35
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Figura 4.10. Sopravvivenza delle barbatelle.

Al termine della sperimentazione la sopravvivenza delle barbatelle é risultata massima tra le piante
cresciute su terreno non contaminato (48,5%) e minima in CP+A (17,4%). Le piante cresciute nel
substrato contaminato puro (CP) hanno mostrato una sopravvivenza del 42,8%, simile a quella del
substrato non contaminato (B) e maggiore di quelle cresciute su CP+1 (37,1 %).

La bassa sopravvivenza riscontrata per tutti i substrati, potrebbe essere stata condizionata dalla
presenza di insetti dannosi per le piante. E' stata infatti rilevata la presenza di larve di ditteri sciaridi
proliferanti, in maniera particolare, in presenza di materia organica e umidita, associate a
temperature medio-elevate. Per controllare la presenza di questi fitofagi, che si nutrono di radici in
via di sviluppo, é stato necessario effettuare due trattamenti fitosanitari. A tale scopo e stata
distribuita nel suolo una soluzione (gb) contenente i principi attivi Abamectina e Tiamethoxam
(rispettivamente 0,002 e 0,01 % V/V di ciascun principio attivo). In seguito al secondo trattamento
non sono state rilevate ulteriori infestazioni fino al termine della sperimentazione.
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Relativamente allo stato sanitario delle piante, durante tutta la sperimentazione, il controllo visivo
non ha evidenziato segnali di stress quali clorosi o necrosi fogliare a differenza di quanto riscontrato
da Mancilla-Leytén et al., (2016) in presenza di elevate concentrazioni di Cu.

Per quanto riguarda la capacita di radicazione di talee della specie Atriplex halimus si puo dire che
le percentuali di radicazione ottenute, rientrano nell'intervallo di dati osservato da Dessena e Mulas
(2012 b), che riportano un'elevata variabilitd nella percentuale di radicazione (20 - 90%) di
popolazioni spontanee (su substrato non contaminato) prelevate in diverse aree costiere della
Sardegna.

| risultati di sopravvivenza di barbatelle ottenute su substrato contaminato, per la specie Atriplex
halimus, possono essere confrontati con un unico studio attualmente presente nella letteratura di
settore, condotto da Mancilla-Leyton et al. (2016) su substrato di perlite contaminato con soluzioni
a diversa concentrazione di Cu.

I risultati ottenuti nella presente sperimentazione discordano da quanto ottenuto da Mancilla-Leytdn
et al., (2016) che, in assenza o a moderata concentrazione di contaminante (Cu) hanno raggiunto
una sopravvivenza del 100 %, mentre a maggiore concentrazione di contaminante la sopravvivenza
si e ridotta al 60%.

Da quanto esposto, emerge che la specie ha mostrato la capacita di propagarsi su substrati
contaminati da metalli mediante radicazione di talee, come gia osservato da Mancilla-Leyton et al.,
(2016) per Atriplex halimus e da Andrades Moreno et al., 2013 per la specie Halimione
portulacoides.

Per quanto riguarda la presenza di ammendanti, nell'intervallo di tempo studiato, la loro presenza
non ha apportato un miglioramento nella sopravvivenza di barbatelle di Atriplex halimus.

4.2.4 ACCRESCIMENTI E BIOMASSA

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus di radicare e crescere sui substrati
contaminati sperimentali, al termine della sperimentazione €& stata valutata la qualita della
radicazione e della germogliazione ed e stato rilevato I'accrescimento della parte aerea e radicale.
Come descritto in precedenza, si e voluto migliorare la fertilita del substrato contaminato con
l'aggiunta di ammendanti e a tale scopo é stato studiato se la presenza di ammendante potesse
favorire la radicazione e lo sviluppo di biomassa aerea.

Per quanto riguarda la qualita della radicazione e della germogliazione, la valutazione e stata
ottenuta mediante I'attribuzione di un punteggio secondo i parametri indicati nel capitolo 3
(paragrafo 3.4). | punteggi medi attribuiti alla radicazione e alla germogliazione sono mostrati in
Tabella 4.8. Qualita della radicazione e della germogliazione, in una scala di valori compresi tra 0 e
5.
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Tabella 4.8. Qualita della radicazione e della germogliazione, in una scala di valori compresi tra 0 e 5.

Substrati
B CpP CP+I CP+A
Punteggio medio
di Radicazione 2,8 0,4 1,6%0,5 1,0£0,0 2,840,4
Punteggio medio
di
germogliamento 5,0+0,0 2,8+0,8 1,4+0,5 3,0£0,7

La miglior qualita della germogliazione é stata osservata nelle talee radicate sul substrato non
contaminato (B) e a seguire su quello ammendato con compost (CP+A). Analogamente, per quanto
riguarda la radicazione, i migliori risultati qualitativi, sono stati ottenuti nei substrati B e CP+A.
Inoltre, dai dati di radicazione e germogliazione non emerge alcuna correlazione significativa tra la
qualita delle radici e quella dei germogli.

La crescita della parte aerea e stata quantificata attraverso il rilievo del peso dei germogli e la
crescita dell'apparato radicale é stata quantificata attraverso il peso delle radici.

Si ricorda che si ¢ trattato di piante che hanno emesso i nuovi tessuti radicali e fogliari a partire da
fusti lignificati, ovvero le talee, prive di biomassa verde. Per questo motivo si € ritenuto avesse
particolare importanza valutare I'emissione di nuovi tessuti a partire dai fusti iniziali e valutare
quindi separatamente i germogli e i fusti. Analoga attenzione é stata dedicata alle nuove radici
emesse, che sono state separate dalla sezione di fusto ipogea.

Le talee sono state prelevate da una stessa pianta (per cui erano geneticamente identiche), avevano
la stessa lunghezza ed erano tutte di tipo legnoso basale, per garantire buona capacita di radicazione
in accordo con Accardo Palumbo et al. (2004). La loro variabilita principale era dettata dunque
dalla biomassa.

In Figura 4.11 si puo osservare il peso dei fusti a fine sperimentazione.

25 = 25
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Figura 4.11. Biomassa dei fusti in termini di peso fresco (A) e peso secco (B) in relazione ai diversi substrati, a fine
sperimentazione. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze
statisticamente non significative.
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Dall'analisi statistica € risultato che i fusti, suddivisi per substrato, non presentano differenze
significative fra loro in termini di biomassa, sia fresca che secca.

Si e voluto comprendere inoltre se la biomassa dei fusti abbia influito sullo sviluppo dei germogli e
delle radici. Dall'analisi di correlazione fra i pesi dei fusti, dei germogli e delle radici, non & emersa
alcuna correlazione significativa fra la biomassa dei fusti e lo sviluppo dei nuovi tessuti radicali e
aerei.

Questa osservazione € in accordo con quanto riportato da Dos Santos Utmazian et al. (2007) che, su
pioppo e salice testati per fitorisanamento da metalli in coltura idroponica, nel valutare se la
dimensione delle talee di origine avesse influenzato lo sviluppo di nuova biomassa, hanno
riscontrato che non esiste una relazione fra la biomassa della talea di origine e quella di foglie e
germogli. Anche Weih e Nordh (2002), su salice, hanno riscontrato che non esiste una relazione fra
la dimensione della talea di origine e la produzione iniziale di biomassa.

Per quanto riguarda la biomassa epigea, in Figura 4.12 & possibile osservare il peso dei germogli al
termine della sperimentazione relativamente ai diversi substrati.
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Figura 4.12. Biomassa dei germogli, peso fresco (A) e peso secco (B) in relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la
deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statisticamente non significative.
Relativamente allo sviluppo dei germogli nei diversi substrati, questi hanno mostrato uno stesso
comportamento in termini di peso fresco e secco. Confrontando gli accrescimenti fra i substrati, si &
potuto osservare che esistono differenze significative fra le biomasse a seconda del substrato di
sviluppo e che quello maggiore & stato riscontrato nelle piante cresciute nel substrato non
contaminato. La biomassa verde sviluppata in B, differisce statisticamente da quella sviluppata in
ogni altro substrato. In presenza di compost € stato rilevato che lo sviluppo dei germogli € stato
simile a quello su substrato di Campo Pisano puro (CP) e maggiore che in presenza di soli
ammendanti inerti.

Da quanto esposto sullo sviluppo dei germogli, si possono osservare delle sostanziali differenze fra
lo sviluppo avvenuto su substrati contaminati e quello non contaminato in accordo con quanto
osservato da Mancilla-Leyton et al. (2016). Questi risultati suggeriscono che un'elevata presenza di
contaminanti puo ridurre lo sviluppo di questi tessuti in accordo con quanto supposto da Mateos-
Naranjo et al. (2013) e Mancilla-Leytén et al. (2016). Tapia et al., (2013), su Atriplex halimus e
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Andrades Moreno et al. (2013) per la specie Halimione portulacoides, hanno osservato una
maggiore produzione di biomassa aerea nel substrato non contaminato.

Per quanto riguarda i substrati contaminati, I'introduzione di ammendanti non ha indotto aumenti
nella produzione di germogli.

Relativamente alla biomassa radicale, in Figura 4.13 & possibile osservare il peso delle radici al
termine della sperimentazione in funzione dei diversi substrati.
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Figura 4.13. Biomassa delle radici, peso fresco (A) e peso secco (B) in relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la
deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statisticamente non significative tra i
substrati.

Nello sviluppo della biomassa radicale, a differenza di quanto rilevato per i germogli, si puo
riscontrare una differenza nell’andamento del peso fresco e del peso secco in funzione dei substrati.
Nelle piante cresciute sul substrato CP+A infatti, si e rilevato un peso fresco radicale
significativamente maggiore rispetto a quello rilevato per gli altri substrati. Confrontando
statisticamente i dati dei pesi secchi ottenuti sui substrati contaminati, si rileva invece che le
biomasse delle radici sviluppate in CP+A non sono differenti statisticamente da quelli rilevati in CP
e che tale biomassa risulta significativamente maggiore che in B e in CP+l.

Considerato che i pesi freschi delle le radici cresciute in presenza di compost mostrano un peso piu
elevato che negli altri substrati (fig. 4.12 a), si sono valutati anche i contenuti di umidita dei tessuti
radicali riscontrando una differenza significativa fra i substrati CP e CP+C (rispettivamente 70 e 80
% circa). Questa differenza non e stata riscontrata da Martinez-Ferndndez e Walker (2012) e da
Manousaki e Kalogerakis (2009).

Da quanto esposto a proposito dello sviluppo radicale, si pud osservare che non vi sono state
sostanziali differenze fra lo sviluppo avvenuto su substrati contaminati e quello non contaminato,
contrariamente a quanto osservato da Mancilla-Leytén et al., (2016) per la specie Atriplex halimus e
da Andrades Moreno et al. (2013) per la specie Halimione portulacoides.

Per quanto riguarda l'introduzione di ammendanti, la presenza di solo materiale inerte non ha
indotto miglioramenti nella produzione di radici, mentre in presenza di compost € stato riscontrato
un maggiore peso fresco radicale.
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In diversi studi, effettuati su piante di eta maggiore rispetto a quelle utilizzate nella presente
sperimentazione, € emerso un maggiore accrescimento elle piante indotto dagli ammendanti
organici (Pérez-Esteban et al., 2013; Frutos et al., 2017; Clemente et al., 2012).

Dai risultati relativi alla biomassa sopra esposti si pud osservare che vi e stato un sviluppo di
germogli e radici nelle talee impiantate. L'accrescimento osservato durante la sperimentazione é da
ritenersi importante in quanto e un indice della capacita della specie di emettere ed accrescere nuovi
tessuti, quindi a propagarsi per talea, anche su substrati contaminati.

| risultati ottenuti mostrano inoltre che l'introduzione di ammendanti non ha indotto aumenti nella
produzione di germogli mentre nelle radici, in presenza di compost, € stato riscontrato un maggiore
peso fresco e un maggiore contenuto idrico. Nonostante in questa sperimentazione la presenza di
compost non abbia indotto miglioramenti, per applicazioni di durata maggiore si ritiene
fondamentale somministrare alle piante i nutrienti di cui € privo il substrato di Campo Pisano.

4.2.5 CLOROFILLA E CAROTENOIDI

Con il fine di indagare sulla tolleranza della specie Atriplex halimus ad elevate concentrazioni di
metalli nel substrato, e stato valutato il contenuto di pigmenti fotosintetici.

L'analisi dei pigmenti fotosintetici presenti nelle foglie, e stata realizzata su ogni gruppo di piante,
confrontando fra loro i risultati ottenuti nei substrati di accrescimento.

A tal fine é stato valutato il contenuto dei singoli tipi di clorofilla, ovvero clorofilla a (C;) e
clorofilla b (Cy) e il contenuto di clorofille totali, che corrisponde alla somma della clorofilla a con
la clorofilla b (Cap). In Figura 4.14 vengono riportati i dati relativi al contenuto di pigmenti
fotosintetici.
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Figura 4.14. Contenuti di clorofille totali (A), clorofilla a (B), clorofilla b (C), carotenoidi (D) e rapporto fra contenuti in
clorofille e carotenoidi (E), in relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Per ogni
parametro, lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statistiche non significative tra i substrati.

Dal confronto del contenuto totale di clorofille (Ca+p), Si nota che i valori sono diversi a seconda del
substrato e che il contenuto maggiore € stato riscontrato in CP. Se si osserva piu in dettaglio quanto
avvenuto per ciascun tipo di clorofilla Ca e Cb, si evidenzia un andamento analogo a quello
riscontrato per i contenuti totali, con valori massimi in corrispondenza del substrato CP.

Un'altra analisi sui pigmenti & stata realizzata per valutare il contenuto di caroteni e xantofille
(Cx+c), chiamati anche carotenoidi. Mentre un elevato contenuto in clorofille serve, in linea
generale, ad indicare lo stato di benessere della pianta, elevate concentrazioni di caroteni e
xantofille possono indicare la presenza di processi di stress. Anche un basso valore del rapporto fra
il contenuto di clorofilla e quello di caroteni e xantofille (Cap/Cxsc) puo risultare particolarmente
indicativo nella valutazione di stati di stress.

Nelle piante osservate in questa sperimentazione si pud notare che il contenuto di caroteni e
xantofille e pari circa ad un quarto di quello delle clorofille e non presenta differenze significative
indotte dai substrati (Figura 4.14-D).

L’assenza di differenze significative nei valori di Cap/Cxec per piante cresciute sui substrati B e CP
e indice che le piante non hanno evidenziato segni di stress dovuti alla presenza dell’alta
concentrazione dei metalli.
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I dati fin qui analizzati hanno permesso di rilevare che il substrato CP era quello in cui le foglie
sviluppavano i maggiori contenuti di pigmento verdi mentre per quanto riguarda il contenuto di
carotenoidi non esistono differenze fra i substrati.

Il picco nella concentrazione di clorofilla nelle piante cresciute in CP & in linea con quanto trovato
da Tapia et al., (2013), che su piante di Atriplex halimus, hanno riscontrato contenuti di clorofilla
piu elevati laddove il substrato era contaminato da As. Le ragioni di tale fenomeno non sono ancora
note. Secondo i suddetti autori, in alcune piante la clorofilla non sarebbe un buon indicatore nel
riflettere lo stato di stress da esposizione ad As e specialmente in quelle appartenenti al genere
Atriplex, principalmente a causa del loro carattere alofilo e del metabolismo fotosintetico di tipo
Ca.

Precedenti studi sulla specie Atriplex halimus, mostrano che in coltura idroponica e stata osservata
una riduzione nel contento di C, e Cy all'aumentare della concentrazione di metalli nella soluzione
(Lotmani e Mesnoua (2011), Nedjimi e Daoud (2009)), mentre su substrato contaminato da Cd e
Pb, Manousaki e Kalogerakis (2009), non hanno riscontrato nessun effetto dovuto ai metalli.

In piante ottenute da talea su substrato contaminato da Cu, Mancilla Leyton et al. (2016), non hanno
rilevato alcuna differenza nel contenuto di pigmenti fotosintetici all'aumentare della concentrazione
di metallo nel substrato, benché abbiano rilevato una riduzione dell'efficienza fotosintetica.

Il risultato ottenuto nella presente sperimentazione, come nel caso di Mancilla Leytédn et al. (2016)
sopra citato, potrebbe supportare I'ipotesi che, in questa fase di sviluppo, le elevate concentrazioni
di metalli non hanno causato effetti drastici nell'apparato fotosintetico delle piante. Le stesse infatti,
come anche evidenziato dall’analisi dell’indicatore Ca+p/Cxsc, NON hanno mostrato segni particolari
di stress attribuibili alle alte concentrazioni dei metalli.

4.2.6 ACCUMULO DI METALLI

Al fine di valutare la capacita di accumulo si metalli delle piante di Atriplex halimus , propagate
mediante talea su substrati con alte concentrazioni di metalli, al termine della sperimentazione ¢
stato analizzato il contenuto di Cd, Pb, Zn presente nei tessuti.

Le analisi sono state realizzate separatamente nei germogli e nei tessuti legnosi.

Le radici, sviluppatesi durante il periodo di radicazione delle talee, sono state escluse dall'analisi.
L'insieme delle radici infatti, in ogni gruppo, non ha raggiunto la quantita sufficiente necessaria al
procedimento analitico. Si € inoltre valutato che, le parti sotterranee del fusto, dal punto di vista
fisiologico non potessero ancora includersi nei tessuti radicali. Si € ritenuto infatti che la
dimensione del fusto sotterraneo fosse elevata rispetto ai tessuti radicali veri e propri e questa
sproporzione avrebbe viziato il risultato.

Le concentrazioni medie di Zn rilevate nella parte aerea delle piante a fine sperimentazione e in
funzione dei diversi substrati, sono rappresentate in Figura 4.15.
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Figura 4.15. Concentrazione di Zn nei germogli (A) e nei fusti (B), valori medi riscontrati nei diversi substrati. Le barre
indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze non significative all'interno
dello stesso tessuto.

Fra i diversi metalli analizzati lo Zn é stato quello maggiormente assorbito. Per ogni substrato le
concentrazioni di questo elemento, sono risultate superiori nei tessuti verdi rispetto a quelli legnosi.
Nei tessuti verdi sono state rilevate differenze significative tra concentrazioni di Zn, relative ai
diversi substrati. La concentrazione di Zn piu elevata, pari a 495,4 mg kg™, & stata riscontrata nei
germogli delle piante cresciute sul substrato CP+l. Negli altri substrati sono state rilevate
concentrazioni di Zn seguenti 379,7; 291,2 e 132,6 mg kg™ rispettivamente in CP, CP+A, B.

Anche nei fusti, le concentrazioni di Zn sono significativamente differenti fra tutti i substrati. In
questi tessuti, la concentrazione di Zn piu elevata, pari a 199,8 mg kg™, & stata osservata nel
substrato contaminato puro (CP). Negli altri substrati, le concentrazioni medie sono state le
seguenti: 132,5; 78,2; 17,4 mg kg, rispettivamente in CP+1, CP+A, B.

Le concentrazioni medie di Pb rilevate nella parte aerea delle piante a fine sperimentazione e in
funzione dei diversi substrati, sono rappresentate in Figura 4.16.

| ¢
40,0 - 40,0
A 4 Il cr
35,0 35,0 B | CP+
30,0 - 30,0 -
o a W i
o o0
» 25,0 1 J:n 25,0 -
00 £
E 200 - b 20,0 -
15,0 15,0 - b
10,0 - c 10,0 b
510 H c - 5‘0 7 .
nd
00 1 = , — 00 + . - ; ;
B cP CP+l CP+A B cp CP+ CP+A
Substrati Substrati

Figura 4.16. Concentrazione di Pb nei germogli (A) e nei fusti (B), valori medi riscontrati nei diversi substrati. Le barre
indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze non significative all‘'interno
dello stesso tessuto.

Le concentrazioni di Pb riscontrate nei tessuti, per i diversi substrati, mostrato un andamento
analogo a quello osservato per lo Zn, con la differenza che, nel caso del piombo, le concentrazioni
riscontrate nei fusti sono dello stesso ordine di grandezza.
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Nei tessuti verdi, le uniche concentrazioni di Pb che non mostrano differenze significative sono
quelle rilevate nei substrati B e CP+A. La concentrazione pitl elevata di Pb (33,2 mg kg™) & stata
rilevata nei germogli delle piante cresciute sul substrato contaminato ammendato con inerti (CP+1).
Questo valore € dell'ordine di 10 volte inferiore di quello piu basso osservato per lo Zn su substrato
contaminato. Negli altri substrati, le concentrazioni medie sono state le seguenti: 16,6; 6,2; 1,9 mg
kg™, rispettivamente in CP, CP +A e B.

Nei fusti le uniche concentrazioni di Pb che non mostrano differenze significative sono quelle
rilevate nei substrati CP+l e CP+A. In questi tessuti, la concentrazione di Pb piu elevata, pari a 22,5
mg kg”, & stata osservata nel substrato contaminato puro (CP). Negli altri substrati, le
concentrazioni medie sono state le seguenti: 12,1,e 7,1 mg kg™, rispettivamente in CP +1 e CP +A
Le concentrazioni medie di Cd rilevate nelle piante, nei diversi substrati durante la sperimentazione,
sono rappresentate in Errore. L'origine riferimento non e stata trovata.
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Figura 4.17. Concentrazione di Cd nei germogli (A) e nei fusti (B), valori medi riscontrati nei diversi substrati. Le barre
indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze non significative all'interno
dello stesso tessuto.
Le concentrazioni di questo elemento sono risultate molto basse rispetto a quelle osservate per lo Zn
e il Pb. Sia nei germogli che nei fusti le concentrazioni di Cd sono risultate maggiori nei substrati
contaminati rispetto a quelli non contaminati. Nei fusti non si sono rilevate differenze significative
indotte dagli ammendanti. Il contenuto di Cd rilevato nei germogli (1,1-1,2 mg kg™) & stato
maggiore (circa il doppio) di quello rilevato nei fusti (0,5-0,7 mg kg™).
Da quanto emerso dall'analisi dei dati sopra esposti le piante hanno mostrato una particolare
predisposizione nell'accumulare Zn rispetto a Pb e a Cd.
I risultati riguardanti il contenuto di metalli nei tessuti non trovano attualmente un riscontro
bibliografico per mancanza di studi analoghi nella letteratura di settore, relativi a barbatelle della
specie Atriplex halimus ottenute da talee impiantate su substrato contaminato.
All'interno del genere Atriplex, per la specie Atriplex portulacoides, Andrades Moreno et al. (2013),
hanno rilevato il contenuto di metalli presente in barbatelle di talee radicate su substrato
contaminato (dopo 120 giorni), rilevando concentrazioni di Zn, Pb inferiori a quelle ottenute nel
presente lavoro. Concordemente a quanto osservato dallo stesso autore, nel presente lavoro e stato
rilevato un maggiore assorbimento di Zn nei germogli rispetto ai fusti, mentre per il Pb non sono
state riscontrate differenze fra i tessuti.
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I valori di metalli riscontrati nel presente lavoro sono dello stesso ordine di grandezza di quelli
osservati da diversi autori sulla specie Atriplex halimus coltivata su substrati sperimentali
contaminati, con metodi differenti rispetto alla presente sperimentazione (Martinez - Fernandez e
Walker, 2012; Pérez - Esteban et al., 2013; Manousaki e Kalogerakis, 2009; Frutos et al., 2017).
L'introduzione degli ammendanti ha avuto diversi effetti nell'assorbimento dei metalli sui suoli
contaminati; in Figura 4.18 sono rappresentate le concentrazioni di Zn, Pb e Cd riscontrate nei fusti
e nei germogli, nei diversi substrati.
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Figura 4.18. Concentrazioni di Zn (A), Pb (B) e Cd (C) riscontrate nei fusti e nei germogli, valori medi riscontrati nei diversi
substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media.

Relativamente a Zn e Pb, nei tessuti verdi, si & osservato un assorbimento maggiore in presenza di
ammendante inerte (CP+l). Secondo tale osservazione dunque, per tali metalli, vi e stata una
maggiore traslocazione nei nuovi tessuti in presenza di ammendante inerte mentre risulta ridotta
quando il substrato é stato ammendato con compost.

Nei fusti invece le concentrazioni maggiori sono state rilevate in assenza di ammendanti (CP).

Tale osservazione si discosta da quanto riscontrato da Martinez - Fernandez e Walker (2012) che
non hanno riscontrato variazioni significative nella concentrazione dei metalli nei tessuti aerei di
Atriplex halimus indotte dall'introduzione di ammendanti inerti e organici.
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Nel caso del Cd, l'introduzione di ammendante non ha apportato alcuna variazione rispetto al
substrato contaminato puro, né in fusti né in germogli in accordo con Martinez - Ferndndez e
Walker (2012) e Clemente et al. (2012)

4.2.7 CONCLUSIONI

I risultati ottenuti da questo studio permettono di affermare che la specie Atriplex halimus é capace
di propagarsi mediante la coltivazione diretta di talee su substrato minerario contaminato da
un'elevata concentrazione di metalli.

Su tali substrati, la specie ha mostrato buona capacita di insediamento dando origine a piante in
grado di vegetare senza mostrare segni dovuti alla fitotossicita del substrato. Lo sviluppo di
germogli e di radici nelle talee impiantate ha indicato la discreta capacita della specie ad emettere
ed accrescere nuovi tessuti. La specie ha inoltre mostrato un’elevata capacita di traslocare metalli
nei tessuti aerei.

L'introduzione di ammendanti, nella fase di sviluppo analizzata, non ha avuto influenza sullo
sviluppo della biomassa se non nell'incremento del contenuto idrico delle radici in presenza di
compost.

L'introduzione di ammendanti ha influenzato la traslocazione dei metalli. Nei tessuti verdi si €
osservato un maggiore assorbimento di Zn e Pb in presenza di ammendante inerte (CP+I), mentre
nei fusti é stato maggiore in assenza di ammendanti.

Per comprendere la potenzialita di Atriplex halimus in attivita di fitorisanamento, mediante
impianto per talea, sarebbero auspicabili ulteriori studi in condizioni di campo, monitorando i
parametri di biomassa e accumulo di metalli nei tessuti per periodi di tempo superiori a quelli
utilizzati negli studi attualmente realizzati.
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4.3 A3 - Studio dell'adattamento di giovani piante della specie Atriplex halimus
su substrato contaminato da metalli pesanti per il loro uso in
fitorisanamento

4.3.1 INTRODUZIONE

43.1.1 OBIETTIVI

L'obiettivo principale di questa sperimentazione e stato valutare la possibilita di far crescere giovani
piante di Atriplex halimus (barbatelle), su suolo contaminato da un'elevata concentrazione di
metalli, eliminando la fase di accrescimento intermedio in vivaio e poter cosi ridurre i costi relativi
a questa prima fase di produzione.

A tale scopo, piante di Atriplex halimus sono state ottenute con un processo di taleaggio e, una volta
prodotte le barbatelle, queste sono state immediatamente disposte su substrato contaminato, senza
che attraversassero una fase intermedia di accrescimento e adattamento in vivaio.

Sotto tale aspetto la sperimentazione differisce notevolmente da quanto realizzato piu
frequentemente nelle sperimentazioni in fitorisanamento con la specie Atriplex halimus, dove le
piante vengono generate da seme.

Al fine di valutare la capacita di insediamento della specie, impiantata sotto forma di barbatella, per
le attivita di fitorisanamento, sulle piante sono stati valutati la sopravvivenza, l'adattamento, la
produzione di biomassa e I'accumulo di metalli nei tessuti.

Un altro obiettivo di questa sperimentazione é stato studiare se, nella prima fase di sviluppo delle
piante, l'introduzione di ammendanti potesse migliorare la performance della specie in ambito di
fitorisanamento. A tale scopo la matrice mineraria contaminata e stata ammendata ed & stata
valutata I'influenza degli ammendanti sulla sopravvivenza, sullo sviluppo della biomassa e
sull'accumulo di metalli nei tessuti.

4.3.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

La sperimentazione é stata suddivisa in due fasi di lavoro distinte: una prima fase durante la quale
sono state create giovani piantine (barbatelle) e una seconda fase di accrescimento sui substrati
sperimentali.

Nella prima fase, le piante di Atriplex halimus sono state create mediante un processo di taleaggio
in idonee condizioni produttive (impianto di radicazione).

Nella seconda fase, le giovani piante (barbatelle) di 2 mesi di eta, ottenute dalla prima fase
sperimentale, sono state testate su suolo contaminato puro (CP) e ammendato (CP+A) e la risposta
delle piante é stata confrontata con quella ottenuta su substrato non contaminato (B).

Il contenuto dei vasi per i substrati B, CP e CP+A, presenta le stesse caratteristiche dei substrati
corrispondenti nella sperimentazione A2, sia per quanto riguarda la tipologia, sia per quanto
riguarda i quantitativi.

In ogni vaso, contenente 27 L di substrato, sono state messe a dimora 20 barbatelle.
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Le piante hanno vegetato sui substrati B, CP, CP+A durante 3 mesi. In questo periodo il materiale
vegetale e stato prelevato a distanza di 30-60-90 giorni dall'impianto (tzo, teo, teo).

Ad ogni campionamento ¢ stata valutata la sopravvivenza e, da ogni substrato sono state sacrificate
2-3 piante ai fini delle valutazioni. Su questi campioni sono stati valutati, lo sviluppo della biomassa
aerea e radicale e la concentrazione di Cd, Pb e Zn nei tessuti. Relativamente al contenuto di metalli
nelle piante, e stata stabilita anche la condizione "zero" delle piante, sottoponendo ad analisi un
campione del materiale vegetale che é stato utilizzato per il taleaggio.

4.3.2 CARATTERISTICHE DEI SUBSTRATI

| substrati nella sperimentazione corrispondono a B, CP e CP+A utilizzati nella sperimentazione
A2. Le caratteristiche chimico fisiche sono pertanto le stesse descritte per la sperimentazione A2 e
per i dettagli si rimanda ad essa.

4.3.3 ADATTAMENTO E SOPRAVVIVENZA

Durante il periodo sperimentale e stata monitorata la sopravvivenza delle piante ed é stato tenuto
sotto controllo visivo lo stato sanitario. Lo scopo di queste osservazioni era in primo luogo
verificare se le barbatelle/piante erano in grado di sopravvivere sui substrati contaminati e come
questi influissero sul loro stato sanitario. Si & anche monitorato come i substrati influissero sulla
sopravvivenza e sullo stato sanitario delle piante.

Con il rilievo della sopravvivenza sono state registrate perdite fino ai primi 30 giorni della
sperimentazione (t3o) € dopo questo momento non ¢ stata osservata nessuna ulteriore perdita, salvo i
sacrifici per i 3 campionamenti.

La sopravvivenza € risultata massima tra le piante cresciute nel substrato contaminato puro, CP,
(45%) e minima nel substrato non contaminato, B, (25%). La sopravvivenza rilevata nel substrato
contaminato ammendato, CP+A (40%), puo dirsi simile a quella rilevata in CP.

La bassa sopravvivenza riscontrata per tutti i substrati, potrebbe essere stata condizionata dalla
presenza di larve d’insetti dannosi per le piante, unitamente alle difficili condizioni climatiche
riscontrate nei primi 30 giorni della sperimentazione.

I primi 30 giorni di sperimentazione infatti, si sono tenuti nel mese di agosto, fra i pit caldi per le
nostre latitudini e data I’elevata temperatura dell’aria ¢ stato necessario intervenire con abbondanti
irrigazioni ed ombreggiando la serra. Queste condizioni, con ogni probabilita, hanno favorito la
proliferazione di larve di ditteri della famiglia degli sciaridi.

La presenza di questi insetti fitofagi € stata rilevata anche nella sperimentazione A2 ed é stata
descritta nel paragrafo 4.3.3.

Per combattere la presenza delle larve sono stati necessari diversi interventi con prodotti fitosanitari.
Sulle talee in radicazione e a distanza di 3 giorni dal trapianto, e stato effettuato un trattamento a
base di Clorpirifos. Dopo 2 settimane dal trapianto, all'osservarsi di elevata mortalita delle piante, e
stato effettuato un trattamento a base di Imidacloprid. All'osservarsi di ulteriori attacchi si e infine
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distribuita una soluzione a base di Thiamethoxam. In seguito all’ultimo trattamento il numero di
piante e rimasto costante.

Relativamente alla sopravvivenza, la presenza di ammendanti nei substrati contaminati non ha
apportato alcun miglioramento. | risultati ottenuti nella presente sperimentazione, con ogni
probabilita a causa degli attacchi parassitari, sono bassi se confrontati con quelli ottenuti in diverse
sperimentazioni con la specie Atriplex halimus:

Clemente et al. (2012), in una sperimentazione realizzata in campo, con giovani piante di Atriplex
halimus, ottenute da seme, ad un anno dal trapianto su suolo minerario hanno riscontrato una
sopravvivenza compresa tra 79 - 89 % in presenza di ammendante organico (compost e reflui
suinicoli, rispettivamente) e del 59% in presenza di ammendante inorganico Ca (OH), .

Martinez Fernandez e Walker (2012), in una sperimentazione realizzata in vaso, con giovani piante
di Atriplex halimus (previamente accresciutesi su perlite per 60 giorni, dopo I'emergenza dal seme),
a 30 giorni dal trapianto hanno riscontrato una sopravvivenza del 90 - 100 %, anche in presenza di
elevate concentrazioni di metalli. Questi autori, hanno testato la specie sia su substrati non
contaminati che su substrati minerari, tal quali o in presenza di ammendanti (compost, reflui da
allevamento suino, residui oleari solidi, materiale inorganico a base di ossidi di Ca e Mg), senza che
questi avessero significativa influenza sulla sopravvivenza.

Relativamente allo stato sanitario delle piante, fino a 60 giorni dal trapianto, il controllo visivo non
ha evidenziato segnali di stress, quali clorosi o fenomeni di senescenza. Al termine della
sperimentazione (tgo), € stata osservata clorosi fogliare sulle piante presenti nel substrato non
contaminato (B) e in quello contaminato non ammendato (CP). Tale effetto, non riscontrato sul
substrato ammendato con materiale organico, e probabilmente dovuto a carenze nutritive.

Nella presente sperimentazione le piante non hanno mostrato effetti visibili dovuti alla tossicita del
substrato.

I risultati ottenuti sono in linea con quelli riportati da Frutos et al. (2017) che, dopo 90 giorni dal
trapianto di giovani piante di Atriplex halimus su substrato minerario, hanno riscontrato fenomeni di
clorosi e di senescenza nelle piante cresciute su substrato non ammendato non osservati su quelle
cresciute in presenza di ammendante organico (compost da residui di funghicoltura).

4.3.4 ACCRESCIMENTI E BIOMASSA

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus a crescere sui substrati contaminati
sperimentali, e stato studiato I'accrescimento della parte aerea e radicale.

La crescita della parte aerea e dell'apparato radicale sono state quantificate attraverso il peso dei
germogli e delle radici rispettivamente, separandole dalla parte lignificata (fusti).

Come descritto in precedenza, si € voluto migliorare la fertilita del substrato contaminato con
l'aggiunta di ammendanti e, a tale scopo € stato studiato se la presenza di ammendante potesse
favorire lo sviluppo della biomassa aerea e di quella radicale.

In Figura 4.19 e possibile osservare il peso medio dei germogli e delle radici, per ogni substrato,
relativo ai diversi campionamenti.
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Figura 4.19. Biomassa dei germogli (A) e delle radici (B),: valori medi riscontrati nel tempo in relazione ai diversi substrati.
Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statisticamente non
significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di differenze significative tra i substrati al termine
della sperimentazione (ty).

L’assenza di campionamento a 60 giorni dal trapianto per il substrato B e dovuta alla bassa
sopravvivenza delle piante (soli 5 esemplari totali), le cui ragioni sono state discusse nel paragrafo
4.3.3. Per questo substrato si € scelto di ridurre il numero di campionamenti a due: uno iniziale a tzg
con 2 esemplari sacrificati e uno finale a tgo con 3 esemplari sacrificati.

Relativamente alla biomassa, sia dei germogli che delle radici, si osserva che vi e stata una crescita
nel tempo. Tale crescita, osservabile da un punto di vista qualitativo nei substrati B e CP, diventa
statisticamente significativa, a fine sperimentazione, nel substrato contaminato ammendato (CP+A).
In tale substrato infatti, dopo 90 giorni di sperimentazione (tg) Vi € stato un incremento
significativo della biomassa dei germogli e delle radici, rispetto ai campionamenti precedenti (t3o €
tﬁo).

A fine sperimentazione € stato osservato che la presenza di ammendante non ha indotto differenze
statisticamente significative nella biomassa aerea e radicale. Si pud comungue osservare che da un
punto di vista qualitativo, il substrato CP+A, nella fase finale della sperimentazione, ha favorito lo
sviluppo dei tessuti. Tale effetto risulta particolarmente evidente se si osserva il grafico in Figura
4.20 (A), che rappresenta I'accrescimento medio giornaliero dei germogli in funzione del tempo, per
i diversi substrati e dalla foto delle piante riportata in Figura 4.20 (B).
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Figura 4.20. A) Biomassa dei germogli: accrescimento medio giornaliero in funzione del tempo, in relazione ai diversi
substrati. B) immagine delle piante, in ciascun substrato alla fine della sperimentazione (tg).

Da quanto esposto sullo sviluppo dei germogli, si puo osservare che, fino a 60 giorni dal trapianto
non esistono sostanziali differenze fra i quantitativi di biomassa cresciuta sul substrato contaminato
(CP), quello non contaminato (B) e quello contaminato ammendato (CP+A). Solo a 90 giorni dal
trapianto, da un punto di vista qualitativo, si osserva una maggiore crescita delle piante sul substrato
CP+A.
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Tale andamento puo dirsi in accordo con quanto osservato da Tapia et al. (2011) che, a 70 giorni dal
trapianto di giovani piante di Atriplex halimus, su substrato contaminato da Cd, non hanno
riscontrato differenze significative nella biomassa di piante allevate su un substrato contaminato,
rispetto a quelle allevate su un substrato di controllo non contaminato.

Allo stesso tempo, se si fa riferimento ai soli substrati contaminati e alla sola biomassa aerea, a
differenza di quanto osservato da Martinez Fernandez e Walker (2012), benché dal punto di vista
qualitativo si sia rilevato un maggiore accrescimento delle piante in presenza di ammendante
(CP+A), non e stato possibile mettere in evidenza differenze significative nella produzione di
biomassa, rispetto al substrato non ammendato (CP).

Anche nella sperimentazione realizzata da Pérez Esteban et al. (2013), a un anno dal trapianto di
giovani piante di Atriplex halimus su substrati minerari ammendati con diverse tipologie e
quantitativi di materiale organico, e stata riscontrata una maggiore produzione di biomassa aerea in
presenza di ammendante organico rispetto ai suoli non ammendati.

Nello stesso lavoro Pérez Esteban et al. (2013), non hanno rilevato sostanziali differenze tra
accrescimento radicale avvenuto in substrati minerari ammendati e non ammendati, in accordo con i
risultati ottenuti nella presente sperimentazione.

I risultati relativi all'accrescimento e alla biomassa, possono essere riassunti come di seguito.

Dalle misure del peso della biomassa rilevate a fine della sperimentazione (t90) é stato quantificato
un accrescimento significativo delle piante nel substrato contaminato ammendato (CP+A). Da un
punto di vista qualitativo, da tgo a tgo, le piante cresciute in CP+A hanno mostrato una performance
migliore rispetto a quelle cresciute negli altri substrati (CP e B).

Durante I’intera sperimentazione da tz a tgp, non si sono rilevate differenze statisticamente
significative né qualitative nell'accrescimento delle piante sviluppatesi su substrato contaminato non
ammendato (CP) e in quello di controllo (B).

L'accrescimento dei tessuti verdi e radicali osservato durante la sperimentazione nel substrato
contaminato ammendato, € da ritenersi importante in quanto indice di una buona attivita vegetativa
delle piante. Tale accrescimento € particolarmente evidente solo nella fase finale della
sperimentazione, cio suggerisce che tempi di sperimentazione piu lunghi rispetto a quelli utilizzati,
sarebbero piu idonei a mettere in evidenza gli effetti benefici della presenza dell’ammendante.
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4.3.5 ACCUMULO DI METALLI

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus a traslocare metalli nei propri tessuti dai
substrati contaminati, e stata studiata la concentrazione di metalli nelle piante cresciute sui substrati
sperimentali. Si e voluto inoltre verificare se la presenza di ammendanti potesse influire sulla
concentrazione di Cd, Pb e Zn nei tessuti vegetali.

L'analisi del contenuto di metalli € stata realizzata separatamente per la parte aerea e quella radicale.
Per quest’ultima, il contenuto di metalli & stato valutato solo al termine della sperimentazione (tg),
in quanto nei campionamenti precedenti il materiale € risultato insufficiente ad effettuare le analisi.
Relativamente al substrato non contaminato (B), a causa della scarsita di piante sopravvissute alla
prima fase dopo il trapianto, si € scelto di non sacrificare nessuna pianta nel campionamento a 60
giorni (t60), al fine di avere un numero di piante sufficiente per il campionamento finale.

Per quanto gia esposto nelle parte introduttiva alla sperimentazione, relativa al contenuto di metalli
nelle piante, la condizione di "zero" é stata stabilita sottoponendo ad analisi un campione del
materiale vegetale utilizzato per il taleaggio, ottenuto da piante madri vegetanti nei pressi di punti
contaminati dell'area di Santa Gilla (cfr. par. 3.4 - A3).

Dall'analisi realizzata su tale campione, & stata riscontrata la seguente concentrazione di metalli:
25,8+ 6,4 per lo Zn; 1,9+0,7 per il Pb, 0,3 £0,03 per il Cd.

Mediante le analisi realizzate sulle piante durante la fase di accrescimento nei substrati sperimentali,
effettuate differenziando la parte epigea da quella ipogea, sono state rilevate le concentrazioni di
Zinco, Piombo e Cadmio. Come verra mostrato piu in dettaglio in seguito, i risultati ottenuti
mostrano delle elevate concentrazioni per i primi due metalli (Zn e Pb), con i valori maggiori per lo
Zn, mentre per quanto riguarda I’ultimo (Cd), si sono rilevati valori piu bassi.

In Figura 4.21 e possibile osservare le concentrazioni medie di Zn nelle parti aeree (germogli e
fusti), per ogni substrato, relative a diversi campionamenti.
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Figura 4.21. Concentrazioni di Zn nei germogli (A) e nei fusti (B): valori medi riscontrati nel tempo (tg € tyo) in relazione ai
diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze
statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di differenze significative tra i
substrati al termine della sperimentazione (tg).
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Nei germogli, relativi al campionamento a 60 giorni dal trapianto (tsp), (Figura 4.21 A), le
concentrazioni di Zn sono risultate simili nei due substrati contaminati. Nei valori trovati, pari a 511
ppm nelle piante cresciute sul substrato CP, e pari a 490 ppm in quelle del substrato CP+A, non si
evidenziano infatti differenze significative. Per le ragioni gia esposte a inizio paragrafo, nel
campionamento a tg, non si sono effettuate misure nelle piante cresciute nel substrato non
contaminato (B).

Nei germogli relativi al campionamento a 90 giorni dal trapianto (t90) (Figura 4.21 A), le
concentrazioni di Zn sono risultate di poco inferiori, anche se non in maniera significativa, rispetto
al campionamento precedente (tso). | valori trovati, pari a 432 ppm in CP, 304 ppm in CP+A e 101
ppm in B, evidenziano I’esistenza di differenze significative fra i diversi substrati.

Nei fusti le concentrazione di Zn piu elevate si sono state riscontrate a fine sperimentazione (ty)
(cfr Figura 4.21 B), con il valore massimo nel substrato CP+A. | valori trovati, pari a 185,1 ppm nel
substrato CP+A, 136,5 ppm nel substrato CP e a 21,8 ppm nel substrato non contaminato (B),
evidenziano I’esistenza di differenze significative fra i diversi substrati.

Nei tessuti aerei i valori piu elevati delle concentrazioni medie di Zn sono stati misurati nei
germogli. Le concentrazioni massime, riscontrate nei germogli e nei fusti a fine sperimentazione
(too), sono risultate rispettivamente 4 e 8 volte piu elevate di quelle rilevate nel substrato di
riferimento (B).

L’andamento nel tempo delle concentrazioni medie di Zn riscontrate nei tessuti aerei di CP e CP+A
e risultato molto simile.

In Figura 4.22 ¢ possibile osservare le concentrazioni medie di Pb nelle parti aeree (germogli e
fusti), per ogni substrato, relative a diversi campionamenti.
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Figura 4.22. Concentrazioni di Pb nei germogli (A) e nei fusti (B): valori medi riscontrati nel tempo (tg € tgo) in relazione ai
diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze
statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, v, indicano I'esistenza di differenze significative tra i
substrati al termine della sperimentazione (tg).
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Nei tessuti aerei (germogli e fusti), i valori piu elevati delle concentrazioni medie di Pb, pari a circa
30 ppm, sono stati riscontrati nel campionamento a 60 giorni dal trapianto (tgo) nel substrato CP+A.
Nei germogli, a fine sperimentazione (campionamento a tgp), Nnon sono state osservate differenze
significative tra le concentrazioni di Pb rilevate nei tessuti cresciuti in CP e in CP+A.

Nei fusti, a fine sperimentazione (campionamento a tgo), le concentrazioni di questo metallo sono
risultate significativamente differenti. Le stesse infattti, come nel caso dello zinco, sono risultate
maggiori in presenza di ammendante (CP+A).

L’andamento nel tempo delle concentrazioni medie di Pb riscontrate nei fusti di CP e CP+A é
risultato molto simile.

In Figura 4.23 é possibile osservare le concentrazioni medie di Cd riscontrati nelle parti aeree
(germogli e fusti), per ogni substrato, relative a diversi campionamenti.
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Figura 4.23. Concentrazioni medie di Cd nei germogli (A) e nei fusti (B): valori medi riscontrati nel tempo (tg € tgo) in
relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di
differenze statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di differenze
significative tra i substrati al termine della sperimentazione (tg).

Le concentrazioni medie di Cd sono risultate molto basse rispetto a quelle osservate per lo Zn e il
Pb. Le concentrazioni piu elevate sono state riscontrate nei germogli, dove, sul substrato CP, é stato
misurato il valore massimo di 2,8 ppm al termine della sperimentazione (tgo).

Nei germogli, i valori ottenuti a fine sperimentazione (tgy) mostrano una differenza significativa tra i
substrati CP e CP+A, con le concentrazioni medie che hanno raggiunto valori piu elevati in CP.

Nei fusti invece, le concentrazioni medie di Cd, riscontrate a fine sperimentazione, non hanno
presentato differenze significative tra i substrati.

L’andamento nel tempo delle concentrazioni medie di Cd riscontrate nei fusti di CP e CP+A ¢
risultato molto simile.

In Figura 4.24 é possibile osservare le concentrazioni medie di Zn, Pb e Cd, riscontrati nell'apparato
radicale, per ogni substrato, relative al campionamento finale (tg).
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Figura 4.24. Concentrazioni di Zn, Pb e Cd, rilevate nelle radici al termine della sperimentazione (tgo) nei substrati B, CP e
CP+A.

Da quanto osservato emerge che la maggiore concentrazione per i tre elementi contaminanti é stata
osservata nel substrato contaminato ammendato (CP+A) rispetto a quello contaminato puro (CP),
nonostante nel substrato CP+A la concentrazione fosse diluita rispetto a CP.

Il valore massimo di Zn, pari a circa 3000 ppm, rilevato per le radici nel substrato ammendato
(CP+A), risulta oltre il doppio di quello riscontrata nelle radici di CP e circa 6 volte maggiore dei
valori massimi precedentemente discussi per le parti aeree.

Il valore massimo di Pb, pari a circa 900 ppm, rilevato nel substrato ammendato (CP+A), risulta
oltre il doppio di quella riscontrata nelle radici di CP e circa 30 volte maggiore dei valori
precedentemente discussi per le parti aeree.

I valori osservati per il Cd sono nettamente inferiori rispetto a quelli di Zn e Pb. La concentrazione
massima riscontrata (in CP+A) e pari a 17,6 ppm, questo valore risulta doppio rispetto a quello
riscontrato in CP.

Da quanto fin qui osservato, relativamente alle concentrazioni medie di metalli nei tessuti delle parti
aeree, € emerso che al termine della sperimentazione (tg), la concentrazione di Zn nelle piante
cresciute sui substrati contaminati (sia CP che CP+A) si discostava notevolmente da quella delle
piante cresciute nel substrato non contaminato B.

Al termine della sperimentazione, la concentrazione di Zn nei tessuti verdi e stata maggiore nelle
piante cresciute laddove era maggiore la presenza di contaminante (substrato CP) rispetto a quelle
cresciute in CP+A. Nei fusti invece, le concentrazione di Zn é risultata maggiore in CP+A,
nonostante in questo substrato esistesse una cospicua diluizione del metallo rispetto al substrato CP.
Al termine della sperimentazione le concentrazioni di Pb riscontrate nei tessuti, sono risultate molto
pil basse rispetto a quelle rilevate per lo Zinco.
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Nei germogli, le concentrazioni di Pb, a differenza di quanto osservato per lo Zn, non mostrano
differenze significative fra i substrati. Nei fusti invece, la concentrazione € risultata maggiore in
presenza di ammendante, cosi come osservato per lo zinco.

Al termine della sperimentazione le concentrazioni di Pb riscontrate nei tessuti, sono risultate molto
piu basse rispetto a quelle rilevate per lo Zinco.

Nei germogli, le concentrazioni di Pb, a differenza di quanto osservato per lo Zn, non mostrano
differenze significative fra i substrati. Nei fusti invece, la concentrazione € risultata maggiore in
presenza di ammendante, cosi come osservato per lo zinco.

Al termine della sperimentazione le concentrazioni di Cd riscontrate nei tessuti, sono risultate molto
pil basse rispetto a quelle rilevate per gli altri metalli.

I valori ottenuti per i germogli hanno mostrato una differenza significativa tra i substrati CP e
CP+A, mentre nei fusti, non si sono osservate differenze significative tra i substrati.

Relativamente alle concentrazioni medie di Zn, Pb e Cd nelle radici € emerso che la maggiore
concentrazione per i tre elementi contaminanti e stata osservata nel substrato contaminato
ammendato (CP+A) rispetto a quello contaminato puro (CP), nonostante nel substrato CP+A la
concentrazione fosse diluita rispetto a CP. Le concentrazioni di Zn e Pb riscontrate nelle radici
inoltre, sono risultate molto maggiori di quelle riscontrate nei tessuti aerei. Se confrontati con le
concentrazioni piu elevate riscontrate nei tessuti aerei, i valori ottenuti per le radici sono circa 6
volte maggiori della per lo Zn e di oltre 30 volte per il Pb.

Si specifica che I'analisi del contenuto di metalli nelle radici non é stata replicata in triplo (come
invece e avvenuto per le parti aeree) a causa delle restrizioni quantitative del materiale da
analizzare, per questo motivo non e stato possibile analizzare statisticamente questi dati.

Le concentrazioni di Zn e Pb riscontrate nei tessuti verdi in presenza di ammendante, possono dirsi
simili a quelle rilevate da Clemente et al. (2012), dopo 16 mesi di sperimentazione, nelle foglie di
A. halimus impiantate su terreno minerario (in campo) ammendato con compost.

Sono state rilevate differenze significative indotte dagli ammendanti per quanto riguarda lo Zn
(germogli e fusti), il Pb (fusti) e il Cd (germogli), a differenza di quanto riportato da Martinez -
Fernandez e Walker (2012) che, su tessuti aerei di Atriplex halimus non hanno riscontrato variazioni
significative nella concentrazione dei metalli indotte dall'introduzione di ammendanti organici.

I valori medi di Zn, Pb e Cd, riscontrati nei tessuti aerei di CP e CP+A sono risultati pressoché
costanti tra i campionamenti a 60 e 90 giorni. Per quanto riguarda il substrato CP, questo risultato
puo dirsi in accordo con quanto riscontrato in assenza di compost da Frutos et al. (2016) per Cd e
Pb e da Tapia et al. (2011) per il Cd.

Da quanto emerso dall'analisi dei dati sopra esposti sulle parti aeree le piante hanno mostrato una
particolare predisposizione nell'accumulare Zn rispetto a Pb e a Cd.

Il contenuto di Cd nelle radici di CP e simile a quanto osservato da studi precedenti sulla specie
Atriplex halimus su substrato irrorato con soluzioni contenenti Pb e Cd da Manousaki e Kalogerakis
(2009) e su substrato contaminato ammendato con compost da fungicoltura da Frutos et al. (2017).
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4.3.5.1 TRASLOCAZIONE, BIOCONCENTRAZIONE E CONTENUTO TOTALE DI METALLI

Per poter determinare il fattore di traslocazione e di bioconcentrazione a fine sperimentazione, i dati
relativi alle concentrazioni di Zn, Pb e Cd, riscontrati separatamente nei germogli e nei fusti, sono
stati rielaborati per ottenere il valore di concentrazione della biomassa aerea (costituita dall'insieme
di germogli e fusti). A t60 e a t90 infatti, e stato rilevato inizialmente come la concentrazione di
metalli si sia ripartita tra i fusti e i germogli separatamente e a partire da questi dati, & stato poi
ottenuto il valore della concentrazione nell'intera biomassa aerea, ottenuta come media pesata delle
concentrazioni tra fusti e germogli.

Da tale analisi, la concentrazione di Zn nei tessuti epigei € risultata pari a 194,1 e 253,7 ppm,
rispettivamente in CP e in CP+A. La concentrazione di Pb nei tessuti epigei € risultata pari a 15,9
ppm sia CP che in CP+A, mentre quella del Cd e risultata pari a 1,6 e 0,8 ppm rispettivamente in
CPein CP+A.

Rapportando questi valori con quelli rilevati nelle radici, per ciascun metallo nei diversi substrati,
sono stati ottenuti i fattori di traslocazione mostrati in Tabella 4.9.

Tabella 4.9. Fattori di traslocazione (TF) per i metalli Zn, Pb e Cd rilevati nei diversi substrati sperimentali a fine
sperimentazione (ty).

FATTORE DI TRASLOCAZIONE (TF)

SUBSTRATO Zn Pb Cd
CP 0,17 0,04 0,10
CP+A 0,06 0,02 0,09

I valori di TF per ciascun metallo e in ogni substrato, sono risultati tutti inferiori a 1 e minimi in
presenza di ammendante (CP+A).

I TF molto bassi riscontrati nella presente sperimentazione sono in accordo con guanto riportato da
Amer et al. (2013) che, in coltura idroponica, per il Pb ha rilevato (TF<0,06), mentre per lo Zn gli
stessi autori hanno riscontrato 0.55 < TF < 1.06. Bassi valori di TF ( <0,3) sono stati riscontrati
anche da Kachout et al. (2012) su piante del genere Atriplex cresciute su substrati contaminati a
diverse concentrazioni di Zn e Pb.

Per ottenere i fattori di bioconcentrazione, la concentrazione di metalli riscontrata nei tessuti epigei
e separatamente in quelli ipogei, € stata rapportata con quella dei metalli presenti nel substrato.

Da questa analisi, per ciascun metallo e nei diversi substrati, sono stati ottenuti i fattori di
bioconcentrazione mostrati in Tabella 4.10.
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Tabella 4.10. Fattori di bioconcentrazione (BF) aerei e radicali, per i metalli Zn, Pb e Cd, relativamente ai substrati
contaminati a fine sperimentazione (tqp).

BF AEREO BF RADICALE
SUBSTRATO Zn Pb Cd Zn Pb Cd
CP 0,05 0,01 0,03 0,26 0,33 0,34
CP+A 0,02 0,01 0,03 0,31 0,37 0,33

I valori di BF relativi allo Zn e al Pb riscontrati per le radici possono dirsi in linea con quanto
rilevato da Kachout et al. (2012) che, su piante del genere Atriplex cresciute su substrati
contaminati a diverse concentrazioni di Zn e Pb, hanno riscontrato valori di BF radicali compresi tra
03e21.

| BF riscontrati per le parti aeree sono molto piu bassi rispetto a quelli ottenuti in studi analoghi per
la specie o il genere Atriplex (Moreira et al., 2011; Rabier et al., 2014).

Per comprendere la capacita di fitoestrazione da parte delle piante, oltre all'analisi delle
concentrazioni, si & voluto indagare sulla capacita di accumulo di metallo da parte dei tessuti aerei.
A tal fine, le concentrazioni sono state moltiplicate per il peso della biomassa aerea totale (fusti +
germogli). E stato cosi ottenuto il valore medio, espresso in pg, della quantita di metallo totale
accumulato nella parte aerea di ogni pianta. Il dato ottenuto dunque, combina 1’assorbimento di
metallo con lo sviluppo di biomassa aerea e pu0 costituire un importante parametro per valutare la
qualita di una pianta candidata al fitorisanamento.

Nella Figura 4.25 per ogni metallo (Zn, Pb e Cd), si possono osservare gli accumuli nella parte
aerea in funzione del tempo (t30, t60, t90) e dei diversi substrati.

125

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



1000 - 100
900 - AAA) /n 90 - B) Pb
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

70 A
60

50

40 -
30 -
20 -
10 -

1lg pianta!
1g pianta!

0 L ; o N _ _
B cp CP+A B cp CP+A
Substrati Substrati

10

g4 C)Cd

8 -
7 ty5
é E 1 .t
g i J H E .

g B CP CP+A

2

1

0

B cP CP+A
Substrati

Figura 4.25. Quantita di Zn (a), Pb (b) e Cd (c) accumulata nella parte aerea di ogni pianta (ug pianta™): valori medi
riscontrati nel tempo (tg € tgg) in relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media.

I risultati mostrano che il metallo maggiormente accumulato dalle piante € stato lo Zn, seguito dal
Pb e, con valori molto piu bassi, dal Cd.

Relativamente alla quantita di Zn rilevata nei tessuti aerei in CP+A, si osserva un incremento
rilevante durante I’intera sperimentazione da tz a tgo. Tale aumento € legato allo sviluppo della
biomassa aerea, principalmente dovuto alla crescita dei nuovi germogli che, come visto in
precedenza (Figura 4.19), contribuiscono in maniera esclusiva all’incremento della biomassa aerea.
In presenza di ammendante, che favorisce lo sviluppo di biomassa aerea, si € osservata una
correlazione significativa tra la quantita di biomassa verde e I'accumulo di Zn. A tal proposito e
importante osservare che a fine sperimentazione (too), la quantita di Zn accumulato nelle piante
cresciute nel substrato CP é dello stesso ordine di grandezza di quella rilevata sulle piante cresciute
nel substrato CP+A, nonostante in quest’ultimo la concentrazione di metalli fosse diluita rispetto a
CP.

Relativamente alle quantita di Pb, analogamente a quanto visto per lo Zn, a fine sperimentazione
(teo), si sono rilevati accumuli molto simili tra le piante cresciute su CP e quelle cresciute su CP+A,
nonostante anche in questo caso in CP+A la concentrazione del metallo fosse diluita rispetto a CP.
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I contenuti di Cd, sono risultati bassi se confrontati con quelli di Zn e Pb a rispecchiare quanto gia
osservato riguardo le concentrazioni. A differenza di Zn e Pb, a fine sperimentazione (tgo),
I’accumulo osservato nelle piante cresciute sul substrato CP ¢ stato nettamente maggiore (piu che
doppio), rispetto a quello delle piante cresciute su CP+A.

L'elevata propensione all’accumulo di metalli nelle piante che sviluppano maggiore biomassa grazie
alla presenza di ammendanti organici, osservata nel nostro caso per lo Zn e per il Pb, € in linea con
quanto osservato da Pérez Esteban et al. (2013).

Questi autori hanno riscontrato un accumulo di metalli nelle parti aeree di piante cresciute su suoli
minerari ammendati con letame, nelle quali si aveva un maggiore sviluppo di biomassa, simile a
quello rilevato in piante cresciute su substrato non ammendato, nelle quali si aveva un minore
sviluppo di biomassa.

Secondo questi autori, I'elevata produzione di biomassa raggiunta in presenza di letame, ha come
effetto finale un elevato accumulo di metalli nelle piante. Gli ammendanti utilizzati, oltre a svolgere
la funzione di stabilizzare i metalli nel suolo possono dunque supportare il raggiungimento di
elevati accumuli di metalli nelle parti “falciabili/asportabili” delle piante, per rimuovere i metalli dal
suolo.

4.3.6 CONCLUSIONI

| risultati ottenuti da questo studio permettono di affermare che la specie Atriplex halimus, é capace
di crescere mediante la coltivazione di barbatelle su substrato minerario contaminato da un‘elevata
concentrazione di metalli.

Durante la tutta la sperimentazione, sulle piante non si sono osservati segni dovuti alla fitotossicita
del substrato, né su quelle cresciute su substrato contaminato puro CP né su quelle cresciute su
substrato contaminato ammendato CP+A, a conferma che la specie ha un’elevata adattabilita a suoli
con elevate concentrazioni di metalli.

L'introduzione di ammendanti organici, in particolare nella fase finale della sperimentazione (ultimi
30 gg), ha avuto influenza evidente sullo sviluppo della biomassa. Le piante cresciute nel substrato
contaminato ammendato (CP+A), infatti, hanno mostrato un accrescimento significativo.

La specie ha inoltre mostrato un’elevata capacita ad accumulare metalli nei tessuti aerei e radicali.
Nei tessuti aerei, si € osservata un’ottima propensione all’accumulo di Zn e Pb nelle piante che
hanno sviluppato maggiore biomassa grazie alla presenza di ammendanti. Tale fenomeno non é
stato invece osservato per il Cd, il cui accumulo non é stato influenzato dalla presenza di
ammendanti.

Nelle radici sono state osservate concentrazioni molto elevate di Zn e Pb. Dallo studio delle
concentrazioni dei metalli misurate nelle parti aeree e nella parte radicale, si & potuto verificare che
le piante non hanno un’alta propensione a traslocare metalli dalle radici alla parte aerea. I fattori di
traslocazione TF ¢ risultato infatti <1 per tutti i metalli.
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Per quanto visto in questo studio risulta dunque che la pianta € un ottima candidata dal punto di
vista della fitostabilizzazione dei metalli nel suolo, grazie all’ottima capacita delle radici a
svilupparsi in suoli altamente contaminati. Allo stesso tempo, grazie alla capacita di accumulare
notevoli concentrazioni di metalli e all’elevata produzione di biomassa, potrebbe risultare adatta
anche dal punto di vista della fitoestrazione

A tal proposito, per valutare a pieno tutte le potenzialita di Atriplex halimus in attivita di
fitorisanamento, mediante impianto di barbatelle, sarebbero auspicabili ulteriori studi in condizioni
di campo, monitorando i parametri di biomassa e accumulo di metalli nei tessuti per periodi di
tempo superiori a quelli utilizzati negli studi attualmente realizzati.
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4.4 A4 - Studi preliminari sulla selezione clonale della specie Atriplex halimus
per I'uso in attivita di fitorisanamento di metalli pesanti con elevata
produzione di biomassa

4.4.1 INTRODUZIONE

44.1.1 OBIETTIVI

L'obiettivo principale di questa sperimentazione & stato valutare la risposta di 6 cloni della specie
Atriplex halimus, selezionati a partire da popolazioni spontanee della Sardegna, per I'applicazione in
fitorisanamento di suoli contaminati da un'elevata concentrazione di metalli.

A tale scopo, durante 5 mesi, & stato valutato se tra i cloni esistessero differenze adattative,
produttive e nell'assorbimento di metalli.

Un altro obiettivo di questa sperimentazione e stato studiare se l'introduzione di ammendanti
potesse migliorare la performance della specie in ambito di fitorisanamento e se, nella prima fase di
sviluppo delle piante, potesse indurre differenze fra i cloni. A tale scopo la matrice mineraria
contaminata é stata ammendata ed e stata valutata I'influenza degli ammendanti sulla sopravvivenza
e sullo sviluppo di biomassa aerea e radicale. E stata valutata inoltre I'influenza di tali ammendanti
sull'accumulo di metalli nei tessuti aerei e radicali.

4412 PROCEDURA SPERIMENTALE

L'attivita sperimentale € stata realizzata in due distinte fasi di lavoro: una prima fase durante la
quale sono state create giovani piante (barbatelle) e una seconda fase di accrescimento delle stesse
sui substrati sperimentali.

Nella prima fase, a partire da piante spontanee (piante madre) sono stati ottenuti 6 cloni di
barbatelle di Atriplex halimus mediante un processo di taleaggio realizzato in idonee condizioni
produttive (impianto di radicazione). Nella fase di produzione delle giovani piante, le talee di
Atriplex halimus sono state prelevate da tre Piante Madre che vegetavano su una matrice
contaminata (piante C) e da tre Piante Madre che vegetavano su una matrice non contaminata
(Piante NC). Da ogni Pianta Madre sono state create 100 talee che sono state lasciate a radicare per
otto settimane. Le piante originate dalla stessa pianta madre, ovvero i suoi cloni, sono stati
denominate come di seguito: C1, C2, C3, NC1, NC2, NC3.

La seconda fase é stata realizzata in vaso. In ogni vaso, contenente 25 L di substrato, sono stati
disposti 3 cloni, in numero di 15 piante per ogni clone (45 piante per vaso).

E’ necessario sottolineare che per il clone NC3, a causa di condizioni fitosanitarie non ottimali, si &
dovuto utilizzare un numero minore di individui, costituito da 5 piante per ogni substrato.

Le risposte dei cloni sono state valutate su tre diversi substrati: B*, CP, CP+A.

Il substrato B* rappresenta il bianco di riferimento mentre i substrati contaminati sono stati i
seguenti: CP, costituito esclusivamente dal suolo di Campo Pisano; CP+A composto da materiale di
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Campo Pisano, compost, sabbia e ghiaia nelle seguenti proporzioni: 21 L di Campo Pisano, 7 L di
compost, 3,5 L di sabbia, 3,5 L di ghiaia.

Dopo I'espianto delle barbatelle dal substrato di perlite (to), € stata effettuata una valutazione della
sopravvivenza, dello stato di radicazione e di germogliamento. E stato inoltre valutato il contenuto
di metalli presente nei loro tessuti.

Durante il successivo periodo sperimentale su substrato, il materiale vegetale é stato prelevato a
distanza di 90 e 150 giorni dal trapianto (tgo, t1s0).

Ad ogni campionamento é stata valutata la sopravvivenza e, da ogni substrato, sono state sacrificate
3 piante. Su questi campioni sono stati valutati lo sviluppo della biomassa aerea e radicale e la
concentrazione di Cd, Pb e Zn nei tessulti.

Relativamente al contenuto di metalli nelle piante, € stata stabilita anche la condizione "zero",
sottoponendo ad analisi un campione del materiale vegetale che é stato utilizzato per il taleaggio.

4.4.2 CARATTERISTICHE DEI SUBSTRATI

All'inizio della sperimentazione i substrati sono stati caratterizzati, secondo quanto descritto nel
capitolo 3, e di seguito sono descritte le loro caratteristiche fisico-chimiche.

In Tabella 4.12. sono descritte le concentrazioni di Cd, Pb e Zn contenute nella frazione fine dei
substrati (<2 mm). Le principali caratteristiche fisico - chimiche dei substrati sono invece riportate
in Tabella 4.12.

Tabella 4.11. Concentrazioni di Cd, Pb e Zn nei substrati all'inizio della sperimentazione e confronto con i valori di

Concentrazione Soglia di Contaminazione (CSC) previsti dal D.Lgs 152/2006, All.5, Tab.1, Parte V, per Siti ad uso Verde
pubblico e privato e residenziale (a) e per siti ad uso commerciale e industriale (b).

Bianco Campo Pisano Campo Pisano+ CSC (a) CSC (b)
N Ammendante 1 1
Elemento (B*) (CP) (CP+A) [mg kg™] [mg kg']
mg kg* mg kg* )
[mg kg™] [mg kg™] [mg kg™]
Cd Nd 71,4 60,2 2 15
Pb Nd 3024,7 2523,4 100 1000
Zn 62,3 12481,6 9187,3 150 1500
*nd = valore inferiore al limite di rilevabilita strumentale.
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Tabella 4.12. Caratteristiche fisico chimiche dei substrati all'inizio della sperimentazione.

Substrato pH C.S.C N C P biodisponibile
[meq/100g | [%0] [%0] [mg kg”]
suolo]

B* 7,7 23,3 0,07 3,9 29,1

CP 7,4 *Nd **Nd 6,5 ***Nd

CP+A 7,7 11,3 0,09 7,1 10,3

Compost 8,3 57,6 0,94 21,2

*Nd: volume soluzione titolante bianco-volume soluzione titolante campione = 0
**Nd: valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (0,01%)
***Nd: valore inferiore alla soglia di rilevabilita strumentale (2ug di P nell'estratto)

Come si puo osservare in Tabella 4.12, in tutti i substrati il pH ¢ neutro tendente all’alcalino e
rappresenta quello piu adeguato per la specie Atriplex halimus.

La capacita di scambio cationico (CSC), risulta ottimale in B* e buona in CP+A (Sequi, 1990), nel
substrato CP invece, il dato é risultato inferiore ai limiti di rilevabilita analitica.

Il fosforo é stato analizzato nella sua forma biodisponibile e quindi prontamente utilizzabile dalle
piante. | valori ottenuti, interpretati secondo le indicazioni Arpav (2007), indicano che la dotazione
e risultata buona in B e scarsa in CP+A. In CP il fosforo biodisponibile, presenta concentrazioni
molto basse, tali da non poter essere rilevabile. In quest'ultimo substrato, la presenza di N e P &
apportata esclusivamente dal compost, che svolge anche I'importante funzione di incrementare la
CSC come osservato su Campo Pisano da Bacchetta et al. (2012).

Come gia osservato in precedenza (cfr paragr. 4.2.2) non & stato possibile rilevare la concentrazione
di fosforo biodisponibile nel compost poiché, con il metodo utilizzato, su questo materiale si sono
ottenute delle soluzioni analitiche che non & stato possibile rendere limpide e il dato
spettrofotometrico € risultato compromesso.

4.4.3 ADATTAMENTO E SOPRAVVIVENZA

Durante il periodo sperimentale é stata monitorata la sopravvivenza delle piante ed e stato tenuto
sotto controllo visivo lo stato sanitario. Lo scopo di queste osservazioni era in primo luogo
verificare la capacita di propagazione dei cloni e di verificare se le barbatelle fossero in grado di
sopravvivere sui substrati contaminati. E stato inoltre osservato se esistessero differenze nella
sopravvivenza fra i cloni e come i substrati influissero sulla sopravvivenza e sullo stato sanitario
delle piante.

Dopo otto settimane di radicazione su substrato di perlite, le talee radicate (barbatelle) sono state
espiantate ed € stata valutata la capacita di propagazione dei cloni. A tale scopo, sulle talee
espiantate sono stati rilevati i seguenti parametri:
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e (uante talee, rispetto alle 100 poste a radicare si presentavano vive e, quante tra queste si
presentavano radicate o no;

e quante talee, rispetto alle 100 poste a radicare si presentavano morte e, quante tra queste si
presentavano radicate o no.

In Tabella 4.13 e possibile osservare lo stato della radicazione al momento dell'espianto delle
barbatelle dal substrato di perlite.

Tabella 4.13. Valutazione dello stato della radicazione dei cloni, in valore percentuale rispetto al numero delle talee iniziali.

Talee vive[%] Talee morte [%0]
Cloni | Vive Radicate Vive non Radicate Morte Radicate Morte non Radicate
[%0] [%] [%] [%]
C1 52 0 26 22
C2 93 1 1 5
C3 71 1 12 16
NC1 64 3 20 13
NC2 66 4 17 13
NC3 17 0 39 44

La percentuale di radicazione ha presentato notevoli differenze tra i 6 cloni e compresa fra 17% e
93%.

Da quanto si puo osservare in Tabella 4.13, la percentuale di radicazione piu elevata (93%) é stata
rilevata nel clone C2, mentre quella piu bassa (17%) & stata osservata nel clone NC3. Come gia
detto nel paragrafo introduttivo, per quest'ultimo clone, il basso numero di individui a disposizione,
ha imposto una riduzione delle piante trapiantate nella fase sperimentale successiva.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a to, la capacita di propagazione del
gruppo di cloni C non ha mostrato differenze significative rispetto a quella del gruppo NC.

Per quanto riguarda la capacita di radicazione di talee della specie Atriplex halimus si puo dire che
le percentuali di radicazione ottenute, rientrano nell'intervallo di dati osservato da Dessena e Mulas
(2012 - b), che riportano un'elevata variabilita nella percentuale di radicazione (20 - 90%) di
popolazioni spontanee prelevate in diverse aree costiere della Sardegna.

In seguito al trapianto sui substrati sperimentali (B*, CP e CP+A) la sopravvivenza é stata valutata,
dopo 90 e 150 giorni dal trapianto (rispettivamente tg € t150). In Tabella 4.14 sono riportati i dati di
sopravvivenza rilevati nel primo campionamento dopo il trapianto (tgo).
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Tabella 4.14. Sopravvivenza delle piante al campionamento tgo, in ciascun clone

Substrati Sopravvivenza [%0]

Cl | C2 | C3 | NC1|NC2|NC3

B 46,7 | 86,7 | 100 | 100 | 93,3 | 33,3

CP+A |26,7]933|100| 93,3 | 53,3 | 26,7

CP 46,6 | 100 | 100 | 86,7 | 93,3 | 26,7

La sopravvivenza delle piante a tgo € risultata diversa tra i 6 cloni e, da quanto si pud osservare in

Tabella 4.14, il clone C3 ha mostrato la maggiore sopravvivenza su ogni substrato (100%) mentre il

clone NC3 ha presentato la piu bassa percentuale di sopravvivenza, in maniera analoga a quanto

osservato nel campionamento precedente (to).

Per alcuni cloni inoltre, si osserva una notevole variabilita della sopravvivenza sui diversi substrati

sperimentali (B*, CP, CP+A).

A causa della bassa sopravvivenza rilevata nei cloni C1 e NC3 durante i campionamenti avvenuti a

to e tgo, questi cloni non sono stati ritenuti di interesse per una possibile applicazione in

fitorisanamento e sono stati esclusi dai rilievi effettuati al termine della sperimentazione (t;sp).

Tra tyo a t1s0, il nUMero di piante nei cloni C2, C3, NC1, NC2, e rimasto costante.

Per quanto riguarda l'introduzione di ammendanti, nell'intervallo di tempo studiato, la loro presenza

non ha apportato un miglioramento nella sopravvivenza delle piante.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a tg la sopravvivenza del gruppo di

cloni C non ha mostrato differenze significative rispetto a quella del gruppo NC.

Questa analisi potrebbe suggerire che la sopravvivenza sui substrati contaminati non dipende

dall'area di provenienza (contaminata o non contaminata), ma dalla capacita di adattamento propria

di ciascun clone.

Relativamente allo stato sanitario delle piante, dopo 90 giorni dal trapianto, il controllo visivo ha

evidenziato segnali diffusi di clorosi su tutti i substrati. A seguito di tale osservazione, nel substrato

di controllo (B*) é stata somministrata una soluzione nutritiva (Hoagland e Arnon, 1938) fino alla

scomparsa dei sintomi di clorosi.

Al termine della sperimentazione (tis0), sui cloni considerati (C2, C3, NC1, NC2) e stata osservata

clorosi fogliare su tutti quelli cresciuti in CP. Esclusivamente sul clone C3, sono stati osservati lievi

fenomeni di clorosi e di senescenza fogliare, anche nel substrato non contaminato (B) e in quello

contaminato ammendato (CP+A).

Da quanto riportato & emersa la presenza di fenomeni di clorosi fogliare in tutti i substrati, sia

contaminati che non contaminati. | fenomeni di clorosi osservati nel substrato di controllo dopo 90
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giorni dal trapianto, sono da attribuire alla necessita di elementi nutrienti, risultati insufficienti nella
prima fase di accrescimento delle piante. In seguito alla somministrazione della soluzione fino alla
fine sperimentazione, fatta eccezione per il clone C3, le piante cresciute su B* hanno mostrato uno
stato sanitario ottimale.

Se si valuta quanto ottenuto sui suoli contaminati, a teo, il risultato si discosta da quanto riportato da
Frutos et al. (2017) che, dopo 90 giorni dal trapianto di Atriplex halimus su suolo minerario, hanno
riscontrato fenomeni di clorosi e di senescenza, sia su substrato non ammendato che in quello
ammendato (con compost da residui di funghicoltura).

A fine sperimentazione, la presenza di fenomeni di clorosi e senescenza rilevata sulle piante
cresciute sui substrati contaminati e assente su quelle cresciute sui substrati non contaminati (fatta
eccezione per il clone C3), € in linea con quanto osservato da Frutos et al. (2017).

Da quanto esposto emerge che, esiste un notevole variabilita nella capacita di propagazione delle
talee e nella sopravvivenza delle piante sui substrati contaminati fra i cloni esaminati. Tali parametri
variano a seconda delle caratteristiche intrinseche del clone e non dipendono dall'area di
provenienza (contaminata e non contaminata) o dal substrato sperimentale.

Relativamente alla presenza di ammendanti nei substrati contaminati, nell'intervallo di tempo
studiato, la loro presenza non ha apportato un miglioramento nella sopravvivenza di
barbatelle/piante di Atriplex halimus, sebbene abbia influito positivamente sullo stato sanitario delle
piante.

Durante l'intera sperimentazione non € stata rilevata la presenza di parassiti mentre sono stati
evidenziati fenomeni di clorosi attribuibili in parte alla tossicita del substrato e in parte alla
necessita di elementi nutrienti.
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4.4.4 ACCRESCIMENTI E PRODUZIONE DI BIOMASSA

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus a crescere sui substrati contaminati, €
stato studiato I'accrescimento della parte aerea e radicale.

Ad ogni campionamento (to, too, t150), la crescita della parte aerea e dell'apparato radicale sono state
quantificate attraverso il peso dei germogli e delle radici rispettivamente.

Per quanto riguarda la parte aerea, i germogli sono stati separati dal fusto di origine (talea). Il peso
dei fusti e stato quantificato, ma il dato non viene mostrato nel dettaglio in quanto non utile in
questo stadio della sperimentazione.

Al fine di comprendere se esistessero differenze tra i cloni nella produzione di biomassa, aerea e
radicale, le biomasse prodotte da ogni clone sono state confrontate fra loro ad ogni campionamento.
Come descritto in precedenza, si & voluto migliorare la fertilita del substrato contaminato con
I'aggiunta di ammendanti ed é stato studiato se la presenza di ammendante favorisse o0 meno lo
sviluppo della biomassa aerea e di quella radicale.

Di seguito, per ogni campionamento, verranno esposti € confrontati i dati relativi all’accrescimento
dei cloni.

4441 T,

La biomassa verde e radicale rilevata all'espianto delle barbatelle dal substrato di perlite (to),
rappresenta rispettivamente, la capacita di emissione di germogli e di radici da parte di ogni clone, a
partire dalle talee.

In Figura 4.26 ¢ rappresentata la biomassa dei germogli e delle radici (peso secco medio per pianta)
rilevata per ogni clone, al momento t.
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Figura 4.26. Biomassa dei germogli (A) e delle radici (B) rilevata in ogni clone durante t,. Le barre indicano la deviazione
standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statisticamente non significative nello stesso substrato.

Per quanto riguarda la germogliazione, come si puo osservare in Figura 4.26 (A), durante t, é stata
rilevata l'esistenza di differenze significative fra alcuni cloni, mentre nel caso delle radici (Figura
4.26 B), non é stata rilevata alcuna differenza statisticamente significativa fra i cloni.
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In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a to, la biomassa verde e radicale dei
cloni C non ha mostrato differenze significative rispetto a quella dei cloni NC.

Con i dati rilevati durante to, si € voluto comprendere se la biomassa dei fusti influisse sullo
sviluppo dei germogli e delle radici. Dall'analisi di correlazione fra i pesi dei fusti, dei germogli e
delle radici, in ciascun clone, non & emersa alcuna correlazione significativa fra la biomassa dei
fusti e lo sviluppo dei nuovi tessuti radicali e aerei.

Questa osservazione € in accordo con quanto riportato da Dos Santos Utmazian et al. (2007) che, su
pioppo e salice testati per fitorisanamento di metalli in coltura idroponica, nel valutare se la
dimensione delle talee di origine influenzasse lo sviluppo di nuova biomassa, hanno riscontrato che
non esisteva una relazione fra la biomassa della talea di origine e quella di foglie e germogli
prodotti. Anche lo studio condotto da Weih e Nordh (2002), su talee di salice, per produzione di
biomassa e fitorisanamento, dimostrava 1’assenza di relazione fra la dimensione della talea di
origine e la produzione iniziale di biomassa.
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Con il campionamento avvenuto dopo 90 giorni dal trapianto (tgo), per ciascun substrato
sperimentale (B, CP e CP+A), e stato valutato se esistessero differenze fra i cloni nella produzione
di biomassa.

In Figura 4.27 e rappresentata la biomassa dei germogli e delle radici (peso secco), rilevata per ogni
clone al campionamento tgo.
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Figura 4.27. Biomassa dei germogli (A) e delle radici (B) rilevata in ogni clone durante tg. Le barre indicano la deviazione
standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun clone, I'esistenza di differenze statisticamente non significative
nello stesso substrato.

Dall’osservazione dei dati emerge che, per ciascun substrato, fra i cloni non esistono differenze
significative nella produzione di biomassa verde né in quella radicale (Figura 4.27).

Da quanto rilevato emerge che per ciascun clone esistono differenze sostanziali fra lo sviluppo dei
germogli avvenuto su substrato contaminato e quello su substrato non contaminato.

Nel substrato non contaminato (B*) infatti, la biomassa verde é risultata maggiore che nei substrati
contaminati (CP e CP+A). Tale andamento non si osserva nelle radici, la cui biomassa non ha
presentato differenze sostanziali attribuibili ai differenti substrati.

Relativamente all'introduzione di ammendanti nei substrati contaminati, 1’assenza di differenze
sostanziali tra la biomassa delle piante cresciute in CP e quelle cresciute in CP+A, implica che
I’introduzione del compost non ha indotto miglioramenti nello sviluppo dei germogli e delle radici.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a tg, la biomassa verde e radicale delle
piante C non ha mostrato differenze significative rispetto a quella delle piante NC.

L’andamento osservato si discosta da quanto riportato da Tapia et al. (2011) che, dopo 70 giorni di
accrescimento di piante di Atriplex halimus allevate su substrato contaminato da Cd, non hanno
riscontrato differenze significative nel peso secco di radici o foglie, rispetto a quelle allevate nel
substrato di controllo non contaminato.

Se si fa riferimento ai soli substrati contaminati, a differenza di quanto osservato da Martinez
Fernandez e Walker (2012) non e stato possibile rilevare una maggiore produzione di biomassa
aerea in presenza di ammendante (CP+A) rispetto al substrato puro (CP).
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Per quanto riguarda le radici, i risultati ottenuti nella presente sperimentazione sono in accordo con
quanto osservato da Pérez Esteban et al. (2013) che, non hanno rilevato sostanziali differenze tra
accrescimento radicale avvenuto in substrati minerari non ammendati e in substrati ammendati con
materia organica.

4443 T

Dopo 150 giorni dal trapianto (t1s0) € stata realizzata la valutazione finale dello sviluppo delle
piante. Come esposto in precedenza, in questo ultimo campionamento, sono stati analizzati 4 dei 6
cloni iniziali (C2, C3, NC1, NC2).

In Figura 4.28 e rappresentata la biomassa dei germogli e delle radici (peso secco), rilevata per ogni
clone al campionamento t;s.
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Figura 4.28. Biomassa dei germogli (A) e delle radici (B) rilevata in ogni clone durante t;s,. Le barre indicano la deviazione
standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun clone, I'esistenza di differenze statisticamente non significative
nello stesso substrato. Le lettere a, B, v, indicano, per ciacun clone, I'esistenza di differenze statisticamente significative tra i
substrati.

In questa fase, nonostante la biomassa verde presentasse i primi segni di lignificazione, € stata
comungue considerata come "germogli*, per distinguere questi tessuti dalla talea di origine.

Dal rilievo del peso dei germogli si & potuto osservare che, in ciascun substrato, esistono differenze
significative fra i diversi cloni (Figura 4.28 A). Per ogni clone inoltre, lo sviluppo dei germogli ¢
risultato nettamente maggiore nei substrati non contaminati (B*) e contaminati ammendati (CP+A),
rispetto a quello ottenuto nel substrato contaminato puro (CP). Per quanto riguarda i substrati
contaminati, I'introduzione di ammendanti ha indotto miglioramenti significativi nello sviluppo dei
germogli. In presenza di ammendanti infatti, la produzione di biomassa verde e risultata
significativamente maggiore che in CP.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a t;so, la biomassa verde delle piante C
ha mostrato differenze significative rispetto a quella delle piante NC. Infatti, sia nel substrato di
riferimento (B*) che in quello contaminato ammendato (CP+A), le piante NC hanno presentato una
produzione media di biomassa verde maggiore di quella delle piante provenienti da Santa Gilla (C).
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Dal rilievo del peso delle radici si e potuto osservare che, in ciascun substrato, non esistono
differenze significative fra i diversi cloni, (Figura 4.28 B). Per ciascun clone, si puo osservare
inoltre che vi sono state differenze significative fra le piante cresciute nel substrato di controllo (B*)
rispetto a quelle cresciute nei substrati contaminati (CP e CP+A).

In riferimento ai soli substrati contaminati, la biomassa radicale € risultata simile fra CP+A e CP, ad
eccezione del clone NC2, per cui é stata rilevata una biomassa maggiore in presenza di
ammendanti. Se si esclude tale clone si pud dunque affermare che Il'introduzione di ammendanti nei
substrati contaminati, non ha indotto miglioramenti significativi nello sviluppo delle radici.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a t;sp, la biomassa radicale delle piante
C non ha mostrato differenze significative rispetto a quella delle piante NC.

La maggiore produzione di biomassa aerea rilevata in presenza di ammendante (CP+A) rispetto al
substrato puro (CP) pu0 dirsi in accordo con quanto osservato da Martinez Fernandez e Walker
(2012). Anche Pérez Esteban et al. (2013), dopo un anno dal trapianto di di Atriplex halimus su
substrati minerari ammendati con diverse tipologie e quantitativi di materiale organico, hanno
riscontrato una maggiore produzione di biomassa aerea in presenza di ammendante organico
rispetto ai suoli non ammendati.

La maggiore produzione biomassa radicale riscontrata nel substrato B* rispetto a CP e CP+A, si
discosta da quanto osservato da Tapia et al., (2011) che, non hanno riscontrato differenze
significative nel peso secco di fusti, radici o foglie, di piante allevate su un substrato contaminato da
Cd rispetto a quelle allevate nel substrato di controllo non contaminato.

Per quanto riguarda le radici, ad eccezione del clone NC2, i risultati ottenuti nella presente
sperimentazione sono in accordo con quanto osservato da Pérez Esteban et al. (2013) che, non
hanno rilevato sostanziali differenze tra accrescimento radicale avvenuto in substrati minerari non
ammendati e in substrati ammendati con materia organica.

Relativamente alle differenze significative nella produzione di biomassa aerea, riscontrate fra i
diversi cloni (Figura 4.28 A), ad oggi, I’assenza di studi che implichino una selezione clonale della
specie in esame su suolo contaminato, non permette un confronto dei risultati ottenuti con studi
analoghi. Tuttavia il risultato € in linea con quello ottenuto da diversi autori, su altre specie legnose
ad elevata produzione di biomassa. Tra questi particolarmente interessanti sono i risultati ottenuti da
Mughini et al. (2013), che su 13 cloni di eucalipto, previamente selezionati per la loro elevata
produzione di biomassa, testati per 8 mesi su suolo contaminato da metalli, hanno osservato una
elevata variabilita nella produzione di biomassa (foglie, branche e fusti) da parte di cloni differenti.
Anche Pietrini et al. (2009), su 10 cloni di pioppo testati in coltura idroponica, hanno rilevato
notevole variabilita fra gli stessi, sia in soluzione trattata con Cd sia in quella di controllo (non
trattata). Weih e Nordh (2002), hanno realizzato una selezione clonale al fine di valutare diverse
applicazioni del salice nella produzione di biomassa e in fitorisanamento. Anche tali autori, hanno
riscontrato notevole variabilita nella produzione di biomassa e in risposta a diversi trattamenti di
irrigazione e fertilizzazione, da parte dei diversi cloni utilizzati.
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4444 ACCRESCIMENTI NEL TEMPO

Fino a questo punto sono stati esposti e discussi in maniera puntuale i risultati relativi alle biomasse
misurate ad ogni campionamento, di seguito si vuole invece evidenziare come i cloni siano cresciuti
nel tempo. L’analisi ¢ stata eseguita su due cloni scelti in funzione della provenienza (uno dal
gruppo C e uno dal gruppo NC). Da ogni gruppo é stato scelto quello che ha evidenziato una
maggiore produzione di biomassa, rispettivamente C2 ed NC2.

In Figura 4.29 é rappresentato lo sviluppo della biomassa aerea avvenuto nei cloni C2 e NC2 su
ciascun substrato, durante il periodo sperimentale in vaso.
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Figura 4.29. Biomassa dei germogli nei cloni C2 (A) e NC2 (B): valori medi riscontrati nel tempo in relazione ai diversi
substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media.

Secondo quanto rilevato nei tre campionamenti, in entrambi i cloni, nel substrato non contaminato
(B) I'accrescimento é risultato continuo, mentre nel substrato contaminato non ammendato (CP), la
biomassa é rimasta approssimativamente costante nel tempo. Non si sono rilevate differenze di
rilievo tra I’andamento della crescita dei due cloni, se non per una migliore performance del clone
NC2 nell’intervallo di tempo tra tgg € t;s0.

Nel substrato contaminato ammendato vi € stato un notevole accrescimento della biomassa verde
durante l'intervallo di tempo intercorso tra i campionamenti avvenuti dopo 90 e 150 giorni dal
trapianto (tgo € tis0).

Questo comportamento potrebbe suggerire che, I'effetto positivo degli ammendanti sulla crescita
diventa evidente solo dopo un certo intervallo di tempo dal trapianto.

A tal proposito Clemente et al. (2012), su coltivazione in campo, riportano che l'accrescimento di
Atriplex halimus risulta stimolato dalla presenza ammendanti organici, nel lungo termine nel caso si
tratti di compost e, con effetto immediato dopo I'addizione al suolo, nel caso di reflui suinicoli.

4445  SINTESI

I risultati relativi all'accrescimento e alla biomassa, possono essere riassunti come segue.

Nel campionamento a tg le piante cresciute in B hanno mostrato una performance migliore rispetto
a quelle cresciute nei substrati contaminati (CP e CP+A), mentre a ti5o la biomassa presente nel
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substrato contaminato ammendato (CP+A) e risultata simile a quella del substrato non contaminato
(B). Per quanto riguarda i substrati contaminati, l'introduzione di ammendanti ha indotto
miglioramenti nella produzione delle parti verdi. L'accrescimento dei germogli ha avuto infatti un
andamento promettente in presenza di ammendante, tale accrescimento € stato evidente solo nella
fase finale delle sperimentazione (tra tgy e tisp). In definitiva, a fine sperimentazione, le piante
cresciute in CP+A hanno mostrato una performance migliore rispetto a quelle cresciute nei substrati
CP.

In riferimento all'origine dei cloni, a ty e tgo la biomassa verde del gruppo di cloni C non ha mostrato
differenze significative rispetto a quella del gruppo NC, mentre a t;s0, nei substrati B* e CP+A, la
biomassa rilevata nel gruppo di cloni NC e risultata maggiore di quella del gruppo C.

Per quanto riguarda le radici, in riferimento all'origine dei cloni, a to, too € a tis0, la biomassa
radicale del gruppo di cloni C non ha mostrato differenze significative rispetto a quella del gruppo
NC.

Da quanto esposto emerge che, esiste variabilita nella produzione di biomassa fra i cloni esaminati
che varia, a seconda delle caratteristiche intrinseche del clone e non dipende dall'area di
provenienza (contaminata e non contaminata). Tale risultato & in linea con quanto trovato da
Kopponen et al. (2001) che, su cloni di betulla provenienti da 6 diversi siti di origine (contaminati
da metalli e non), hanno rilevato differenze nell'accrescimento sia fra cloni provenienti dalla stessa
area, sia fra cloni provenienti da aree diverse.

445 ACCUMULO DI METALLI

Al fine di valutare la capacita della specie Atriplex halimus a traslocare metalli nei propri tessuti dai
substrati contaminati, e stata studiata la concentrazione di metalli nelle piante cresciute sui substrati
sperimentali.

Per valutare se esistessero differenze nella traslocazione di metalli fra i diversi cloni, ad ogni
campionamento, si Sono messe a confronto le concentrazioni di Cd, Pb e Zn rilevate in ogni clone.
Come descritto in precedenza si € voluta migliorare la fertilita del substrato contaminato con
l'aggiunta di ammendanti, & stato quindi studiato se la presenza di ammendanti influisse sul
contenuto di metalli nella biomassa, valutando tale contenuto separatamente per la parte aerea e per
quella radicale.

Come gia esposto nelle parte introduttiva, la condizione "zero" relativa al contenuto di metalli nelle
piante € stata stabilita sottoponendo ad analisi un campione del materiale vegetale utilizzato per il
taleaggio.

In Tabella 4.15 sono mostrate le concentrazioni di Cd, Pb e Zn riscontrate nelle piante prelevate in
ambiente naturale, distinte secondo il nome del clone utilizzato durante la sperimentazione,
(condizione “zero”).
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Tabella 4.15. Concentrazioni di Cd, Pb e Zn riscontrate nelle piante prelevate in ambiente naturale (condizione “zero”).

Cd Pb Zn
Pianta madre [mg kg™] [mg kg] [mg kg'l]
Cc1 0,2+0,0 2,840,1 38,4453
C2 0,1+0,0 2,0£0,1 21,0+0,6
Cc3 0,240,0 1,240,2 28,4+4,3
NC1 nd 1,2+0,1 29,4+1,1
NC2 0,3+0,0 1,0+0,0 16,1+2,7
NC3 0,2+0,0 nd 35,7+3,2

Per quanto riguarda I'analisi dei metalli delle piante prelevate in campo, in tutte e stata rilevata la
presenza di Zn. Le concentrazioni di questo elemento, utilizzato dalle piante per l'attivita biologica,
si  presentato dentro un intervallo tipico per la specie, compreso fra 16,1 e 38,4 ppm,

In quasi tutte le piante é stata riscontrata la presenza di Cd e Pb e questi elementi che, a differenza
dello zinco, non sono utilizzati nei processi metabolici, rappresentano dei contaminanti nei tessuti
vegetali. Sia il Cd che il Pb sono stati riscontrati sia nelle piante provenienti da area contaminata (C)
sia in quelle provenienti da area non contaminata (NC).

4451 T,

All'espianto delle barbatelle dal substrato di radicazione (campionamento a tp), Su un campione
casuale di piante appartenenti a ciascun clone, é stato analizzato il contenuto di metalli. Tale analisi
e stata condotta sull'intera pianta, unendo i tessuti radicali con quelli aerei.

In Figura 4.30 € rappresentata la concentrazione di Cd, Pb e Zn rilevata nel campionamento a toin
ogni clone.
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Figura 4.30. Concentrazioni di Cd, Pb e Zn riscontrate in ogni clone durante t,. Le barre indicano la deviazione standard
dalla media. Lettere uguali indicano, per ogni metallo, I'esistenza di differenze statisticamente non significative fra i cloni.

La presenza di Zn in ciascun clone é risultata molto simile a quella riscontrata nelle piante di
origine, mentre per quanto riguarda il Cd e il Pb, in linea generale € stata osservata una diminuzione
che hareso il Cd irrilevabile su quasi tutti i cloni.

4452 Tg

Dopo 90 giorni dal trapianto nei substrati sperimentali & stato analizzato il contenuto dei metalli
nelle piante, separando le parti aeree (germogli e fusti) da quelle radicali.
In Figura 4.31 é rappresentata la concentrazione di Cd, Pb e Zn del campionamento a tg, rilevata
nei tessuti epigei di ogni clone, per ogni substrato sperimentale.
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Figura 4.31. Concentrazioni di Zn (A), Pb (B) e Cd (C) rilevata nei tessuti epigei in ogni clone relativamente ad ogni substrato
durante tqy. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun clone, I'esistenza di
differenze statisticamente non significative nello stesso substrato.
Nei tessuti epigei, la concentrazione di Zn rilevata nei substrati contaminati, in tutti i cloni, €
risultata di oltre 5 volte superiore a quella del Pb. Si sono rilevate concentrazioni di Cd molto basse
che non hanno superato i 0.6 mg Kg™.
Se si osserva quanto rilevato per ciascun clone sui diversi substrati, si rilevano differenze fra
I'assorbimento di metalli avvenuto su substrati contaminati e quello non contaminato. Nei substrati
contaminati (CP e CP+A) infatti, la concentrazione di Zn, Pb e Cd € risultata nettamente piu elevata
che nel substrato non contaminato (B).
L'introduzione degli ammendanti ha avuto diversi effetti nell'assorbimento dei metalli sui suoli
contaminati. Relativamente a Zn e Pb, si & osservato un assorbimento simile nelle piante cresciute
in presenza di ammendante (CP+A) e nel substrato non ammendato (CP). Per quanto riguarda il Cd,
nella maggior parte dei cloni € stata osservato una concentrazione piu elevata in assenza di
ammendante.
Relativamente alla comparazione fra cloni, dal rilievo delle concentrazioni di metalli, si € potuto
osservare che, nei substrati B e CP+A, fra i diversi cloni non esistono differenze significative nella
concentrazione epigea di Zn, Pb e Cd.
Variabilita fra i cloni, é stata invece rilevata nella concentrazione di Zn, Pb e Cd, sul substrato
contaminato non ammendato (CP).
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In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a tgy, la concentrazione di Zn, Pb e Cd
nei tessuti epigei del gruppo di cloni C, non ha mostrato differenze significative rispetto a quelle del
gruppo NC.

In Figura 4.32 e rappresentata la concentrazione di Cd, Pb e Zn del campionamento a tg, rilevata
nei tessuti radicali di ogni clone, per ogni substrato sperimentale.
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Figura 4.32. Concentrazioni di Zn (A), Pb (B) e Cd (C) rilevata nei tessuti radicali in ogni clone, relativamente ad ogni
substrato durante tg,. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun clone,
I'esistenza di differenze statisticamente non significative nello stesso substrato.

Nei tessuti radicali sono state rilevate concentrazioni di Zn, Pb e Cd sensibilmente maggiori di
quelle rilevate nei tessuti aerei, con i valori massimi per tutti i metalli riscontrati nel clone NC1, sul
substrato CP+A.

Se si confronta quanto rilevato, per ciascun clone, sui diversi substrati, si pud osservare che vi sono
state differenze fra Il'assorbimento di metalli avvenuto su substrati contaminati e quello non
contaminato. Nei substrati contaminati (CP e CP+A) infatti, le concentrazioni di Zn, Pb e Cd sono
risultate piu elevate che nel substrato non contaminato (B*).

Dai dati ottenuti non emerge un effetto chiaramente attribuibile alla presenza di ammendanti, si é
osservata infatti una notevole variabilita fra i cloni cresciuti in presenza di ammendante (CP+A) e
nel substrato non ammendato (CP). Per alcuni cloni I’assorbimento dei metalli nei tessuti radicali €
stato maggiore in CP che in CP+A mentre per altri si ¢ rilevato ’effetto opposto.
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Relativamente alla comparazione fra cloni, dal rilievo delle concentrazioni di metalli, si e potuto
osservare che, in tutti i substrati, fra i diversi cloni esistono differenze significative nella
concentrazione radicale di Zn, Pb e Cd. L'unica eccezione e stata rappresentata dal Cd sul substrato
CP+A, dove fra cloni non é stata rilevata alcuna variabilita nella concentrazione.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a tgy, nei substrati B e CP+A, la
concentrazione di Zn, Pb e Cd nei tessuti radicali del gruppo di cloni C, non ha mostrato differenze
significative rispetto a quella del gruppo NC. Al contrario, nel substrato CP, sono state rilevate
differenze significative nell'assorbimento di tutti i metalli, che nel gruppo di cloni NC é risultato
maggiore rispetto a quello del gruppo C.

4453 T

Dopo 150 giorni dal trapianto nei substrati sperimentali e stato analizzato il contenuto finale dei
metalli nelle piante, separatamente nelle parti aeree (germogli e fusti) e radicali. Come descritto in
precedenza, durante questo campionamento sono stati valutati solo 4 dei 6 cloni iniziali.

In Figura 4.33 é rappresentata la concentrazione di Cd, Pb e Zn del campionamento a tiso, rilevata
nei tessuti epigei di ogni clone, per ogni substrato sperimentale.
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Figura 4.33. Concentrazioni di Zn (A), Pb (B) e Cd (C) rilevata nei tessuti epigei in ogni clone, relativamente ad ogni
substrato durante t;5o. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun clone,
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I'esistenza di differenze statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di
differenze significative tra i substrati, relativamente ad ogni clone.

Se si confronta quanto rilevato per ciascun clone, sui diversi substrati, si pud osservare che vi sono
state differenze significative fra I'assorbimento di metalli avvenuto su substrati contaminati e quello
non contaminato. Nei substrati contaminati (CP e CP+A) infatti, le concentrazioni di Zn, Pb e Cd
sono risultate piu elevate che nel substrato non contaminato (B*).

Dai dati ottenuti non emerge un effetto chiaramente attribuibile alla presenza di ammendanti, si &
osservata infatti una notevole variabilita fra i cloni cresciuti in presenza di ammendante (CP+A) e
nel substrato non ammendato (CP). Per alcuni cloni 1’assorbimento dei metalli nei tessuti aerei é
stato maggiore in CP che in CP+A mentre per altri si ¢ rilevato 1’effetto opposto.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a t;so, la concentrazione di metalli nei
tessuti epigei del gruppo di cloni C, non ha mostrato differenze significative rispetto a quella del
gruppo NC. Relativamente allo Zn nel substrato CP e al Cd nel substrato CP+A sono state rilevate
differenze significative nell'assorbimento. Lo stesso e risultato maggiore nel gruppo di cloni NC
rispetto a quello del gruppo C.

In Figura 4.34 e rappresentata la concentrazione di Cd, Pb e Zn del campionamento a t;sp, rilevata
nei tessuti radicali di ogni clone, per ogni substrato sperimentale.
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Figura 4.34. Concentrazioni di Zn (A), Pb (B) e Cd (C) rilevata nei tessuti radicali in ogni clone, relativamente ad ogni
substrato durante ti5,. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun clone,
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I'esistenza di differenze statisticamente non significative nello stesso substrato. Le lettere a, B, y, indicano I'esistenza di
differenze significative tra i substrati, relativamente ad ogni clone.

Nei tessuti radicali, le concentrazioni di Zn, Pb e Cd piu elevate, rispettivamente pari a 1051, 233 e
9 mg kg™, sono state riscontrate nel clone NC2, sul substrato CP+A. Se si fa riferimento a queste
concentrazioni si puo osservare che la concentrazione di Zn e risultata 4,5 volte piu elevata di quella
del Pb e oltre 100 volte quella del Cd.

Se si confronta quanto rilevato, per ciascun clone, sui diversi substrati, si pud osservare che vi sono
state sostanziali differenze fra I'assorbimento di metalli avvenuto su substrati contaminati e quello
non contaminato. Nei substrati contaminati (CP e CP+A) infatti, la concentrazione di Zn, Pb e Cd é
risultata nettamente piu elevata che nel substrato non contaminato (B).

Dai dati ottenuti non emerge un effetto chiaramente attribuibile alla presenza di ammendanti, si e
osservata infatti una notevole variabilita fra i cloni cresciuti in presenza di ammendante (CP+A) e
nel substrato non ammendato (CP), solo in alcuni casi sono rilevabili differenze significative tra le
concentrazioni rilevate nei due substrati, alcuni cloni hanno presentato maggiore concentrazione su
CP e altri su CP+A.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a tiso, nei substrati CP e CP+A, la
concentrazione di Zn e Pb nei tessuti radicali del gruppo di cloni C, non ha mostrato differenze
significative rispetto a quella del gruppo NC.

Nel substrato CP+A sono state rilevate differenze significative nell'assorbimento di Cd, risultato
maggiore nel gruppo di cloni NC rispetto al gruppo C.
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4454  TRASLOCAZIONE E ACCUMULO DEI METALLI NEL TEMPO

Anche in questa fase sperimentale, la capacita delle piante nell'estrarre i metalli dal suolo e
traslocarli nei propri tessuti e stata valutata attraverso il fattore di traslocazione (TF).

In Tabella 4.16 sono mostrati i fattori di traslocazione ottenuti a fine sperimentazione per Zn, Pb e
Cd, per ogni clone nei substrati contaminati.

Tabella 4.16. Fattori di traslocazione (TF) per i metalli Zn, Pb e Cd, nei diversi substrati sperimentali, e per ciascun clone, a
fine sperimentazione (t;sg).

CLONI
ELEMENTO | SUBSTRATO C2 C3 NC1 NC2
Zn CP+A 1,2 0,6 0,9 0,6
Zn CP 1,7 0,8 3,4 0,5
Pb CP+A 0,3 0,2 0,2 0,1
Pb CP 0,3 0,8 0,5 0,2
Cd CP+A 0,8 0,4 7,3 0,3
Cd CP 0,8 1,4 1,0 0,7

I risultati mostrano una notevole variabilita del parametro TF in funzione del metallo, del substrato
e del clone osservato. In generale le piante hanno mostrato una maggiore propensione all’accumulo
radicale rispetto a quello aereo (TF<1), ma almeno in un caso tutti i cloni, fatta eccezione per
I’NC2, hanno mostrato un comportamento opposto (TF>1). Relativamente al Pb, tutti 1 cloni hanno
mostrato una scarsa attitudine a traslocare il metallo nella parte aerea (TF<1).

Per comprendere la capacita di fitoestrazione da parte delle piante, oltre all'analisi dei valori di
concentrazione si € voluto indagare sulla capacita di accumulo di metallo da parte dei tessuti aerei. |
valori di accumulo, espressi in pg di metallo medi per pianta, sono stati ottenuti a partire dai dati
delle concentrazione medie (per clone e per substrato) e del peso della biomassa aerea (dato medio
per clone e substrato), ottenuti ai campionamenti effettuati a 90 e 150 giorni dal trapianto.

Il dato ottenuto dunque, correla 1’assorbimento di metallo con lo sviluppo di biomassa aerea e puo
costituire un importante parametro per valutare la qualita di una pianta candidata al fitorisanamento.
Nella Errore. L'origine riferimento non e stata trovata. si possono osservare gli accumuli di Zn,
Pb e Cd nel tempo da ty a t150 dei cloni valutati fino al termine della sperimentazione (C2, C3, NC1,
NC2).
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Figura 4.35. Quantitd media di Zn (A) Pb (B) e Cd (C), accumulata nella parte aerea di ogni pianta (ug pianta™) in ogni
substrato, relativamente a ciascun clone.

Dai dati emerge che per tutti i cloni, su tutti i substrati, il contenuto totale di Zn, Pb e Cd, aumenta
in maniera evidente tra tog € t150, con un’unica eccezione relativa al clone C2 che sul substrato CP ha
mostrato una diminuzione nel contenuto di Zn e Pb.

Per tutti i cloni si osserva una maggiore propensione all’accumulo di zinco e Pb rispetto al Cd.

Fatta eccezione per il clone NC2, i valori di metallo accumulati nei tessuti aerei, sono simili tra
piante cresciute sul substrato contaminato puro CP e contaminato ammendato CP+A, nonostante in
quest’ultimo le concentrazioni di metallo risultino notevolmente diluite.

Per quanto riguarda le differenze tra i cloni, la piu importante che si rileva é quella relativa al clone
NC2, che a fine sperimentazione ha presentato un accumulo di metalli nettamente superiore a tutti
gli altri. Per tale clone la maggiore propensione allo sviluppo di biomassa in presenza di
ammendante su CP+A, ha determinato il notevole aumento nel contenuto totale di Zn, Pb e Cd.

Da questo punto di vista si puo affermare che su substrato contaminato il risultato ottenuto nel clone
NC2 in presenza di ammendante & particolarmente interessante ai fini di un possibile utilizzo nel
per fitorisanamento.
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4455  SINTESI

I risultati relativi all'accumulo di metalli, possono essere riassunti come segue.

Da quanto emerso dall'analisi dei dati sopra esposti le piante hanno mostrato una particolare
predisposizione nell'accumulare Zn rispetto a Pb e a Cd.

Nei substrati contaminati (CP e CP+A), la concentrazione di Zn, Pb e Cd misurata a fine
sperimentazione e risultata significativamente piu elevata che nel substrato non contaminato (B*)
sia nei tessuti epigei sia in quelli radicali.

Nelle parti epigee, relativamente a Zn e Pb, si &€ osservato un assorbimento simile nelle piante
cresciute in presenza di ammendante (CP+A) e nel substrato non ammendato (CP), nonostante nel
primo le concentrazioni di metallo risultassero notevolmente diluite. Relativamente al Cd, nella
maggior parte dei cloni, e stata rilevata una concentrazione piu elevata in assenza di ammendante.
Nei tessuti radicali invece, e stata osservata notevole varieta nei comportamenti a seconda del clone
e del metallo, inoltre, dai dati ottenuti, non & emerso nessun effetto chiaramente attribuibile alla
presenza di ammendanti. Si e osservata infatti una notevole variabilita fra i cloni cresciuti in
presenza di ammendante (CP+A) e nel substrato non ammendato (CP), solo in alcuni casi sono state
rilevate differenze significative tra le concentrazioni. Alcuni cloni hanno presentato maggiore
concentrazione su CP e altri su CP+A.

I valori di Zn e di Cd riscontrati nella presente sperimentazione, sia nei tessuti aerei che in quelli
radicali, sono risultati rispettivamente piu elevati (Zn) e in linea (Cd), rispetto ai valori riscontrati da
Pérez Esteban et al. (2013) dopo un anno di accrescimento di Atriplex halimus su substrato
minerario non ammendato e ammendato con letame.

Tali autori inoltre, non hanno riscontrato differenze sostanziali nella concentrazione di Zn e Cd,
rilevata nelle piante cresciute su substrati ammendati e quelle cresciute in assenza di ammendante.
Anche tale risultato € in accordo con quanto emerso nella presente sperimentazione.

In riferimento all'origine dei cloni, secondo quanto rilevato a fine sperimentazione, nei substrati CP
e CP+A, la concentrazione di Zn e Pb nei tessuti radicali del gruppo di cloni C, non ha mostrato
differenze significative rispetto a quella del gruppo NC. In alcuni casi sono state rilevate differenze
significative nell'assorbimento di un metallo, risultato maggiore nel gruppo di cloni NC rispetto al
gruppo C, o viceversa. In linea generale si pud comungue affermare che, relativamente
all’assorbimento dei metalli, non sono emerse differenze fondamentali nel comportamento delle
piante chiaramente attribuibili al sito di origine.

Relativamente alla traslocazione di metalli nei tessuti i risultati mostrano una notevole variabilita
del parametro TF in funzione del metallo, del substrato e del clone osservato. In generale le piante
hanno mostrato una maggiore propensione all’accumulo radicale rispetto a quello aereo (TF<I), ma
almeno in un caso tutti i cloni, fatta eccezione per I’NC2, hanno mostrato un comportamento
opposto (TF>1). Solo nel caso del Pb, tutti i cloni hanno mostrato una scarsa attitudine a traslocare
il metallo nella parte aerea (TF<1).

I valori di TF riscontrati nella presente sperimentazione, per lo Zn si sono risultati in linea con
quanto riportato da Amer et al. (2013) che, su Atriplex halimus, in coltura idroponica, hanno
riscontrato 0.55 < TF > 1.06. Mentre per il Pb, i valori trovati sono risultati piu elevati di quelli

riportati da Amer et al. (2013) che hanno rilevato valori estremamente bassi (TF<0,06).
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Kachout et al. (2012), su piante del genere Atriplex cresciute su substrati contaminati a diverse
concentrazioni di Zn e Pb, hanno invece riscontrato valori di TF piu bassi ( <0,3) rispetto a quelli
ottenuti nel presente lavoro.

In uno studio analogo compiuto su specie differenti, Zacchini et al. (2009), su 10 cloni di pioppo e
salice esposti a Cd in coltura idroponica, hanno rilevato che entrambe le specie sono capaci di
traslocare elevate quantita di Cd nei tessuti aerei. Fra i cloni di pioppo il TF e risultato variabile
mentre tra quelli di salice hanno mostrato un comportamento omogeneo.

Dai dati relativi all’accumulo nel tempo dei metalli nei tessuti aerei emerge che per tutti i cloni, su
tutti i substrati, il contenuto totale di Zn, Pb e Cd, e aumentato in maniera evidente tra tgo € t150, CON
un’unica eccezione relativa al clone C2 che, sul substrato CP, ha mostrato una diminuzione nel
contenuto di Zn e Pb.

In uno studio analogo compiuto su specie differenti, Mughini et al. (2013), su 13 cloni di eucalipto
cresciuti su suolo contaminato da metalli, riportano che, le concentrazioni di metalli rilevate nei
cloni sperimentali dopo 8 mesi dal trapianto sono risultate sempre piu elevate di quelle del clone di
controllo, analizzato precedentemente (dopo 6 mesi dal trapianto).

Nella presente sperimentazione, se si fa eccezione per il clone NC2, i valori di metallo accumulati
nei tessuti aerei, sono stati simili tra piante cresciute sul substrato contaminato puro CP e
contaminato ammendato CP+A, nonostante in quest’ultimo le concentrazioni di metallo risultino
notevolmente diluite.

L'elevata propensione all’accumulo di metalli nelle piante che sviluppano maggiore biomassa grazie
alla presenza di ammendanti organici, osservata nel nostro caso per lo Zn e per il Pb, € in linea con
quanto osservato da Pérez Esteban et al. (2013).

Questi autori hanno riscontrato un accumulo di metalli nelle parti aeree di piante cresciute su suoli
minerari ammendati con letame, nelle quali si aveva un maggiore sviluppo di biomassa, simile a
quello rilevato in piante cresciute su substrato non ammendato, nelle quali si aveva un minore
sviluppo di biomassa.

Secondo questi autori, I'elevata produzione di biomassa raggiunta in presenza di letame, ha come
effetto finale un elevato accumulo di metalli nelle piante. Gli ammendanti utilizzati, oltre a svolgere
la funzione di stabilizzare i metalli nel suolo possono dunque supportare il raggiungimento di
elevati accumuli di metalli nelle parti “falciabili/asportabili” delle piante, per rimuovere 1 metalli dal
suolo.

Per quanto riguarda le differenze tra i cloni, € importante quella relativa al clone NC2, che a fine
sperimentazione ha presentato un accumulo di metalli nettamente superiore a tutti gli altri. Per tale
clone la maggiore propensione allo sviluppo di biomassa in presenza di ammendante su CP+A, ha
determinato il notevole aumento nel contenuto totale di Zn, Pb e Cd.
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4.4.6 CONCLUSIONI

L'obiettivo principale di questa sperimentazione € stato valutare la risposta di 6 cloni della specie
Atriplex halimus, selezionati a partire da popolazioni spontanee della Sardegna, per I'applicazione in
fitorisanamento di suoli contaminati da un'elevata concentrazione di metalli.

Sebbene la specie Atriplex halimus sia studiata in attivita di fitorisanamento, attualmente non
esistono studi di selezione clonale con l'obiettivo di confrontare le risposte adattative di diversi
cloni alla crescita su substrati contaminati.

Relativamente all'adattamento e alla sopravvivenza, dalla presente sperimentazione € emerso che,
fra i 6 cloni esaminati, esiste un notevole variabilita nella capacita di propagazione delle talee e
nella sopravvivenza delle piante sui substrati contaminati.

Tali parametri variano a seconda delle caratteristiche intrinseche del clone e non dipendono
dall'area di provenienza (contaminata e non contaminata) o dal substrato sperimentale.

La presenza di ammendanti nei substrati contaminati, non ha apportato un miglioramento nella
sopravvivenza di barbatelle/piante di Atriplex halimus, sebbene abbia influito positivamente sullo
stato sanitario delle piante. Sulle stesse non € stata rilevata la presenza di parassiti mentre sono stati
evidenziati fenomeni di clorosi attribuibili in parte alla tossicita del substrato e in parte alla
necessita di elementi nutrienti.

Relativamente alla produzione di biomassa, a fine sperimentazione si é rilevato che, nel substrato
contaminato ammendato (CP+A) la produzione é risultata simile a quella del substrato non
contaminato (B).

L'introduzione di ammendanti nei substrati contaminati, ha indotto miglioramenti nella produzione
delle parti verdi. Tale effetto si é reso evidente solo nella fase finale delle sperimentazione (tra tgo €
t150) quando si € potuto osservare che, le piante cresciute in CP+A hanno mostrato una performance
migliore rispetto a quelle cresciute nei substrati CP.

Relativamente all'accumulo di metalli le piante hanno mostrato una particolare predisposizione
nell'accumulare Zn rispetto a Pb e a Cd.

Nei substrati contaminati (CP e CP+A), la concentrazione di Zn, Pb e Cd misurata a fine
sperimentazione é risultata significativamente piu elevata che nel substrato non contaminato (B*)
sia nei tessuti epigei sia in quelli radicali.

Nelle parti epigee, relativamente a Zn e Pb, si e osservato un assorbimento simile nelle piante
cresciute in presenza di ammendante (CP+A) e nel substrato non ammendato (CP), nonostante nel
primo le concentrazioni di metallo risultassero notevolmente diluite. Relativamente al Cd, nella
maggior parte dei cloni, e stata rilevata una concentrazione piu elevata in assenza di ammendante.
Nei tessuti radicali invece, e stata osservata notevole variabilita nelle concentrazioni a seconda del
clone e del metallo, inoltre, dai dati ottenuti, non &€ emerso nessun effetto chiaramente attribuibile
alla presenza di ammendanti.
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Dai valori del fattore di traslocazione calcolati & emerso che in generale le piante hanno avuto una
maggiore propensione all’accumulo radicale rispetto a quello aereo (TF<1), benché in alcuni casi si
sia osservato un comportamento opposto (TF>1).

Dai dati relativi alla quantita totale di metalli accumulati nel tempo nei tessuti aerei, & emerso che
per tutti i cloni (eccetto il C2), su tutti i substrati, il contenuto totale di Zn, Pb e Cd, & aumentato in
maniera evidente tra tgy e tiso. Tali valori, sono stati simili tra le piante cresciute sul substrato
contaminato puro (CP) e contaminato ammendato (CP+A), con l'eccezione del clone NC2 che, a
fine sperimentazione ha presentato un accumulo di metalli nettamente superiore a tutti gli altri.

In riferimento all'origine dei cloni, sebbene siano state riscontrate delle differenze nella produzione
di biomassa e nell'accumulo di metalli fra i gruppi di cloni C e i gruppi NC in linea generale si puo
comunque affermare che, non sono emerse differenze fondamentali nel comportamento delle piante
chiaramente attribuibili al sito di origine.

Relativamente alla variabilita fra cloni, di particolare rilievo sono stati i risultati relativi al clone
NC2. Tale clone ha mostrato la maggiore propensione allo sviluppo di biomassa su substrato
contaminato in presenza di ammendante (CP+A) e, a fine sperimentazione si € distinto per il
notevole aumento nel contenuto totale di Zn, Pb e Cd.

Dai risultati ottenuti si evince dunque che esiste una possibilita concreta di realizzare una selezione
clonale sulla specie Atriplex halimus, che permetta di ottenere cloni particolarmente adatti alle
diverse tecniche di fitorisanamento.

La specie Atriplex halimus si &€ mostrata un'ottima candidata per la selezione clonale ai fini di una
produzione di filiera e di un organizzazione produttiva mirata. La selezione clonale infatti, potrebbe
consentire di realizzare un sistema di coltivazione con obiettivi produttivi definiti, sia per quanto
riguarda la produzione di biomassa che per quanto riguarda I'accumulo di metalli nei tessuti.
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4.5 ML - Studi preliminari sull'utilizzo della specie Medicago polymorpha per
attivita di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti in
sardegna

4.5.1 INTRODUZIONE

451.1 OBIETTIVI

La sperimentazione di seguito riportata costituisce il primo lavoro realizzato per valutare la
possibilita di utilizzare la leguminosa autoctona isolana Medicago polymorpha var. Pratosardo, per
fitorisanamento in suoli contaminati di origine mineraria.

Lo scopo del lavoro é stato testare la capacita di germinazione, sopravvivenza e lI'adattamento nella
prima fase di sviluppo, della specie, in suoli ad elevata contaminazione da metalli.

La possibilita di usare questa leguminosa in fitorisanamento, oltre che per svolgere funzione di
copertura del terreno, e dettata dalla sua capacita di incrementare il contenuto di azoto nel suolo e
migliorarne la fertilita. A tale scopo, si & verificato se la presenza di Medicago polymorpha
incrementasse la presenza di azoto nel substrato contaminato.

45.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

Per realizzare I'attivita sperimentale, la germinazione e la capacita di sopravvivenza di plantule di
Medicago polymorpha, varieta Pratosardo, € stata testata in un substrato contaminato da metalli. A
tal fine la sperimentazione é stata suddivisa in due fasi: nella prima e stata valutata la capacita di
germinazione dei semi, mentre nella seconda, sulle plantule ottenute dalla germinazione, ¢ stata
valutata la sopravvivenza e la produzione di biomassa.

Per la prima fase i semi di Medicago polymorpha sono stati disposti in vaso e ne é stata osservata la
capacita di germinazione. In seguito, le plantule ottenute dalla fase di germinazione, sono state
monitorate per due mesi e, alla fine della sperimentazione sono state valutate la loro sopravvivenza
e lo sviluppo di biomassa aerea e radicale.

Per valutare tali parametri, la sperimentazione & stata realizzata su substrato contaminato
proveniente da Campo Pisano, CP, (cfr. paragrafo 3.3.1). | risultati osservati su CP sono stati
confrontati con quelli ottenuti su un substrato agricolo non contaminato (U), prelevato nella
stazione sperimentale Agris-DIRVE, San Michele di Ussana (CA).

Il contenuto di azoto nei substrati € stato analizzato sia prima della semina che alla fine della
sperimentazione, per valutare se la presenza di leguminose ne avesse favorito I'aumento.

Sulla biomassa vegetale é stata analizzata la presenza di metalli, per capire se la specie, fosse in
grado di estrarre i metalli dal suolo e accumularli nei propri tessuti.
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4.5.2 CARATTERISTICHE DEI SUBSTRATI

All'inizio della sperimentazione i substrati sono stati caratterizzati secondo quanto descritto nel
capitolo 3, le loro caratteristiche fisico-chimiche sono descritte di seguito.

In Tabella 4.1 e Tabella 4.18 sono descritte le concentrazioni di Cd, Pb e Zn e di nutrienti contenute
nella frazione fine dei substrati (<2 mm). Le principali caratteristiche fisico - chimiche dei substrati
sono invece riportate in Tabella 4.17.

Tabella 4.17. Concentrazioni di Cd, Pb e Zn nei substrati all'inizio della sperimentazione e confronto con i valori di
Concentrazione Soglia di Contaminazione (CSC) previsti dal D.Lgs 152/2006, All.5, Tab.1, Parte V, per Siti ad uso Verde

pubblico e privato e residenziale (a) e per siti ad uso commerciale e industriale (b).

Ussana Campo Pisano CSC (a) CSC (b)
Elemento [mg kg [mg kg [mg kg [mg kg
Cd *nd 72,2£4,3 2 15
Pb *nd 3040,5+77,8 100 1000
Zn 74,2+4,3 12779,2+57,8 150 1500

Nel substrato Ussana non & stata rilevata la presenza di Cd e Pb mentre il contenuto di Zn

*nd = valore inferiore al limite di rilevabilita strumentale.

corrisponde ad una buona dotazione per un suolo agricolo.

Tabella 4.18. Concentrazioni di nutrienti e caratteristiche fisiche dei substrati all'inizio della sperimentazione.

Parametro Campo Pisano Ussana
pH 7.3 7.4
CSC meq/100g *nd 15,5
Cu (mg kg™ 55,4 16,7
Mn (mg kg™) 1316,8 310,3
Ca (%) 15,65 13,58
Mg (%) 6,02 0,47
K (%) 0,03 0,28
P biodisponibile (mg kg™) *nd 6,3
N Totale (%) *nd 0,11 £0,03
C Totale (%) 6,97+0,07 4,28 +0,09
CIN *nd 38,9

*nd = valore inferiore al limite di rilevabilita strumentale.

Come si puo osservare dalla Tabella 4.18 i valori di pH sono molto simili fra i substrati. La capacita

di scambio cationico € risultata buona in U (Sequi, 1990) mentre & risultata inferiore al limite di

rilevabilita in CP.

Per quanto riguarda la presenza di microelementi entrambi i substrati possono essere considerati

ricchi in Cu, Mn, Mg e K (ARPAYV, 2007).

La percentuale di calcio, simile fra i substrati CP e U, puo0 ritenersi molto elevata. Il contenuto di

fosforo biodisponibile, che in CP risulta al di sotto del limite strumentale di rilevabilita, nel
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substrato U puo dirsi molto scarso. Secondo ARPAYV (2007) infatti, pud essere considerata buona
una dotazione maggiore di 21 ppm di fosforo assimilabile, mentre quando il valore ¢ inferiore a 7
ppm, e considerata molto scarsa.

Il contenuto di azoto, inferiore al limite di rilevabilita strumentale sul substrato CP ,nel substrato U
ha presentato un tenore medio per suoli agricoli (ARPAV, 2007), da ritenersi sufficiente nel caso il
substrato debba ospitare una leguminosa azotofissatrice, in virtu degli incrementi di N che questa vi
apportera. Il rapporto tra contenuto di azoto e quello di carbonio totale (Tabella 4.18), pari a
C/N>11, é da considerarsi non ottimale (Sequi, 1989; Arpav, 2007).

4.5.3 GERMINAZIONE E SOPRAVVIVENZA

A partire dalla semina (ts) durante il primo mese della sperimentazione, e stata osservata la capacita
germinativa della specie sui substrati sperimentali, attraverso il monitoraggio settimanale. A partire
da questo momento (tgs) e fino al termine della sperimentazione (tf), e stata valutata la
sopravvivenza delle plantule.

In Errore. L'origine riferimento non e stata trovata. € rappresentata la percentuale di
germinazione rilevata su ogni substrato.

100 -
90 1 Germinazione
80
70 -
60
. ——U
40 - ——CP
30 -
20
10
0

erminazione (%)

G

ts tgl tg2 tg3

Tempo

Figura 4.36. Percentuale di germinazione di Medicago polymorpha nei substrati sperimentali.

Il processo di germinazione € iniziato durante la prima settimana dopo la semina, dopo 3 settimane
dalla semina non sono state osservate ulteriori germinazioni e il periodo della germinazione é stato
dichiarato concluso (tgs).

La percentuale piu elevata di germinazione ¢ stata osservata nel substrato contaminato (CP), pari a
56,6%, mentre nel substrato di riferimento (U) é stata pari a 36,6 %. Tali valori, da ritenersi molto
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bassi in normali attivita agronomiche, fanno presupporre che la germinazione non e stata
compromessa dalla presenza di metalli.

Il risultato si discosta da quanto osservato da altri lavori sulle leguminose dai quali € emersa una
un’influenza della presenza dei metalli sulla germinazione.

Nei substrati contaminati da metalli la germinazione dei semi puo risultare compromessa mediante
due diversi effetti: la tossicita dei metalli e I'inibizione dell'assorbimento idrico (Kranner e Colville,
2011).

Sulla specie Medicago sativa L., Peralta et al. (2001), in coltura idroponica, in soluzioni contenenti
10 ppm di Cd, hanno riscontrato che la germinazione dei semi risulta ridotta del 50% rispetto ad una
soluzione non contaminata.

Gli stessi autori, hanno osservato che per quanto riguarda lo Zn, la germinazione non risulta ridotta
in nessuna fra le soluzioni sperimentali testate.

In esperimenti condotti in vaso sulla specie Lupinus albus L., Fumagalli et al. (2014) hanno
confrontato i risultati di germinazione su un substrato contaminato da metalli ed uno di controllo,
non contaminato. Questi autori hanno riscontrato che, concentrazioni nel suolo di 500 mg kg™ Zn
danneggiano la germinazione di Lupinus albus e che, a concentrazioni Zn nel suolo > di 1500 mg
kg, la germinazione risulta completamente inibita.

Relativamente alla sopravvivenza delle piante, misurata dopo 8 settimane, si & osservato un valore
del 100% in entrambi i substrati, (nessuna delle piante € morta). Da quanto osservato emerge
dunque che la specie Medicago polymorpha var. Pratosardo & capace di germinare e sopravvivere
su substrati ad elevata contaminazione di metalli.

Il risultato si discosta notevolmente da quanto ottenuto per specie differenti di leguminose da Yang
et al. (2003), che su Sesbania rostrata e S. sesban, cresciute per 20 settimane in substrato minerario
contaminato da elevate concentrazioni di Zn, Pb e Cd, hanno osservato una percentuale di
sopravvivenza molto bassa (18 % in S rostrata e 6,3% in S. sesban).

4.5.4 ACCRESCIMENTI E BIOMASSA

Al fine di valutare la capacita della specie Medicago polymorpha a crescere sui substrati
contaminati sperimentali, & stato studiato l'accrescimento della parte aerea e radicale.

La crescita avvenuta sul substrato contaminato (CP) e stata confrontata con quella su substrato di
controllo (V).

La crescita della parte aerea e dell'apparato radicale sono state quantificate attraverso la misura
della lunghezza e del peso dei tessuti epigei e radicali rispettivamente, a fine sperimentazione,
ovvero dopo due mesi dalla fine della germinazione.

In Figura 4.37 é rappresentata la lunghezza e il peso dei germogli e delle radici rilevate alla fine
della sperimentazione sui substrati U e CP.
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Figura 4.37. Lunghezza aerea e radicale (A) e biomassa aerea e radicale(B): valori rilevati a fine sperimentazione. Le barre
indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano, per ciascun parametro, l'esistenza di differenze
statisticamente non significative fra i substrati.

L'altezza delle piante e la lunghezza delle radici sono risultate significativamente differenti nei due
substrati sperimentali e maggiori nelle piante cresciute nel substrato non contaminato (U) rispetto a
quello contaminato CP (Figura 4.37 A).

Anche i pesi della biomassa aerea e di quella radicale (pesi secchi), sono risultati significativamente
differenti nei due substrati. | pesi medi delle parti aeree e delle radici, delle piante cresciute nel
substrato contaminato (CP), sono risultati inferiori rispetto a quelli delle piante cresciute nel
substrato non contaminato (U), rispettivamente di circa un terzo (parti aeree) e di circa la meta
(radici).

Da quanto esposto emerge dunque che la crescita di Medicago polymorpha risulta inibita sul
substrato minerario. Non risulta chiaro se tale inibizione dipenda dalla tossicita del substrato o dalla
particolare scarsita di alcuni elementi nutrienti (N e P).

Relativamente all’effetto sullo sviluppo, dovuto alla presenza dei metalli studiati nel presente lavoro
(Zn, Pb e Cd), la letteratura di settore, su specie differenti di leguminose, riporta risultati
contrastanti.

Fumagalli et al. (2014), sulla specie Lupinus albus L., cresciuta su un substrato contaminato da
metalli confrontato con uno di controllo non contaminato (in vaso), hanno osservato una limitazione
della crescita dovuta ad elevate concentrazioni di Zn. Gli stessi autori hanno rilevato che la crescita
di Lupinus albus non ¢ inibita dalla presenza di Cd.

Sulla specie Medicago sativa L., Peralta et al. (2001), in coltura idroponica, in soluzioni contenenti
Cd, hanno osservato che, la lunghezza delle radici aumenta a basse concentrazioni e si riduce a
concentrazioni elevate del metallo (>20 mg L™), secondo un fenomeno chiamato “ormesi". Gli
stessi autori, hanno osservato che per quanto riguarda lo Zn, la lunghezza radicale non risulta ridotta
in nessuna fra le soluzioni sperimentali testate, inclusa quella massima (40 ppm).

Da quanto osservato nella presente sperimentazione &€ emerso che la specie Medicago polymorpha
var. Pratosardo e capace di accrescersi su substrati ad elevata contaminazione di metalli.
L'accrescimento é risultato ridotto nel substrato contaminato, ma non € risultato chiaro se tale
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inibizione dipendesse dalla tossicita del substrato o dalla particolare scarsita di alcuni elementi
nutrienti (N e P). Al fine di valutare piu in dettaglio le potenzialita della specie in fitorisanamento
sarebbe interessante valutare eventuali effetti positivi nell’utilizzo di ammendanti per 1’apporto di
elementi nutrienti.

45,5 CONTENUTI DI AZOTO NEI SUBSTRATI E NEI TESSUTI VEGETALI
Al fine di valutare se la presenza di Medicago polymorpha incrementasse la presenza di azoto nel
substrato contaminato, é stato rilevato il contenuto di questo elemento sui substrati sperimentali
all'inizio e alla fine della sperimentazione.
Al termine della sperimentazione l'analisi del contenuto di azoto totale & stata realizzata su
campioni di suolo prelevati dai vasi in cui erano cresciute le piante di Medicago polymorpha.
In Figura 4.36 € rappresentato il contenuto di azoto nei substrati all'inizio e al termine della
sperimentazione e nei tessuti vegetali.
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Figura 4.38. Contenuto di azoto rilevato nei substrati all'inizio e al termine della sperimentazione (A) e nei tessuti vegetali a
fine sperimentazione (B). Lettere uguali indicano, per ciascun parametro, I'esistenza di differenze statisticamente non
significative fra i substrati.

Il contenuto di azoto nelle piante cresciute su substrato contaminato (CP) é risultato piu basso, pari
circa al 70%, di quello contenuto nelle piante cresciute su substrato U.

Per quanto riguarda il substrato, all'inizio della sperimentazione non e stato possibile quantificare la
presenza di azoto nel substrato contaminato (CP), in quanto la concentrazione e risultata inferiore al
limite di rilevabilita strumentale che corrisponde a 0,01% (Cfr Tabella 4.19.)

Alla fine della sperimentazione & stato possibile osservare che la concentrazione di azoto nel
substrato CP €& aumentata. La concentrazione di azoto rilevata su CP, e risultata comunque
significativamente piu bassa rispetto a quella del substrato non contaminato (U).

Da quanto esposto si pud osservare che la presenza di Medicago polymorpha, in questa fase
sperimentale, ha incrementato il contenuto di azoto nel substrato. Questo risultato si differenzia da

quanto osservato su un’altra specie di leguminosa da Fumagalli et al. (2014) che, dopo 6 mesi di
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coltivazione di Lupinus albus, non hanno riscontrato incrementi di azoto né su un suolo
contaminato da metalli né su un suolo di confronto non contaminato.

Relativamente alla fissazione dell’azoto nella presente sperimentazione, il risultato ottenuto mostra
che nei substrati deve esserci stata la presenza di rizobatteri. E’ importante ricordare infatti che
affinché il fenomeno possa avvenire € necessaria la simbiosi tra pianta e rizobatteri. Questi ultimi
intervengono oltre che nell’azotofissazione anche nella mobilizzazione del fosforo del suolo,
rendendolo biodisponibile. L’importanza dei rizobatteri associati alle piante leguminose in
fitorisanamento viene sottolineata da Hao et al. (2014).

456 CLOROFILLA E CAROTENOIDI

Con il fine di indagare sulla tolleranza della specie Medicago polymorpha ad elevate concentrazioni
di metalli nel substrato, é stato valutato il contenuto di pigmenti fotosintetici.

L'analisi dei pigmenti fotosintetici presenti nelle foglie, e stata realizzata confrontando fra loro i
risultati ottenuti nei substrati di accrescimento. A tal fine € stato valutato il contenuto dei singoli tipi
di clorofilla, ovvero clorofilla a (C,) e clorofilla b (Cp) e il contenuto di clorofille totali, che
corrisponde alla somma dei due tipi descritti (Caap).

Un'altra analisi sui pigmenti e stata realizzata per valutare il contenuto di caroteni e xantofille
(Cx+c), chiamati anche carotenoidi.

Un elevato contenuto in clorofille serve, in linea generale, ad indicare lo stato di benessere della
pianta, elevate concentrazioni di caroteni e xantofille possono invece indicare la presenza di
processi di stress. Anche un basso valore del rapporto fra il contenuto di clorofilla e quello di
caroteni e xantofille (C,+p/Cxsc) puo risultare particolarmente indicativo nell’individuazione di stati
di stress.

In Figura 4.39 vengono riportati i dati relativi al contenuto di pigmenti fotosintetici riscontrati nelle
piante a fine sperimentazione.
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Figura 4.39. Contenuto di pigmenti fotosintetici nelle piante. .Lettere uguali indicano, per ciascun parametro, I'esistenza di
differenze statisticamente non significative nello stesso substrato.
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Il contenuto di Clorofilla a (C,) e clorofille totali (C,+Cy) € risultato significativamente differente
fra le piante cresciute sul substrato di controllo (U) e quelle cresciute nel substrato contaminato
(CP). Il contenuto di caroteni e xantofille (Cx.c) invece, non mostra differenze significative fra le
piante del substrato U e quelle del substrato CP, analogamente a quanto riscontrato nel rapporto tra
il contenuto totale di clorofille e quello di caroteni (C;+Cp/Cxsc).

Per quanto riguarda il contenuto di Clorofilla totale (C, + Cy) e di clorofilla a (C,), il risultato pud
dirsi in accordo con quanto osservato da Mondal et al. (2015) che, su plantule di Vigna radiata
cresciute su substrato irrorato con soluzioni contenenti concentrazioni crescenti di Hg, hanno
riscontrato che i contenuti di questi pigmenti sono significativamente maggiori nelle piante non
trattate rispetto a quelle trattate.

A differenza di quanto rilevato nella presente sperimentazione, gli stessi autori hanno osservato che
i contenuti di clorofilla b (Cp) differiscono significativamente fra le piante trattate e quelle non
trattate e che il contenuto di pigmenti fotosintetici decresce all'aumentare dei livelli di Hg nel
substrato.

Anche Dey e Mondal (2016), su Cicer arietinum, hanno osservato che il contenuto di Clorofilla
totale (C, + Cyp), di clorofilla a (C,), di clorofilla b (Cp) e di carotenoidi (Cy.c), decresce
all'aumentare della concentrazione di metalli (Cr e Pb) nelle soluzioni distribuite al substrato di
accrescimento (in placche Petri).

Le analisi mostrano dunque che le piante cresciute sul substrato non contaminato presentano livelli
maggiori di clorofilla, indice di un migliore attivita fotosintetica rispetto a quelle cresciute sul
substrato contaminato. Cio nonostante, se si utilizza come indicatore il rapporto fra clorofille e
carotenoidi (Ca+p/Cxsc), emerge che queste ultime non hanno evidenziato particolari segni di stress.
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4.5.7 ACCUMULO DI METALLI

Al fine di valutare la capacita della specie Medicago polymorpha a traslocare metalli nei propri
tessuti dai substrati contaminati, e stata studiata la concentrazione di metalli nelle piante cresciute
sui substrati sperimentali.

Le concentrazioni medie di Zn, Pb e Cd, rilevate nelle piante a fine sperimentazione, sono
rappresentate in Figura 4.40.
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Figura 4.40. Concentrazioni di Cd, Pb, Zn nelle piante al termine della sperimentazione.

Nelle piante di medica polimorfa cresciuta su substrato CP, sono stati raggiunte elevate
concentrazioni di metalli e le piante hanno mostrato una particolare predisposizione nell'accumulare
Zn rispetto a Pb e a Cd. La concentrazione media di Zn rilevata @ stata pari a 7268 mg kg, quella
di Pb 1227 mg kg™ e quella di Cd circa 117 mg kg™.

Le concentrazioni di Zn riscontrate nella presente sperimentazione, possono dirsi in linea con quelle
rilevate nei tessuti aerei della specie Medicago sativa da Peralta et al. (2001), in coltura idroponica
(pari a circa 4000 mg kg™) mentre risultano nettamente inferiori a quelli rilevati nelle radici
(>22000 mg kg™) dagli stessi autori.

Per quanto riguarda il Cd, i valori riscontrati nella presente sperimentazione sono nettamente
inferiori a quelli riscontrati da Peralta et al. (2001) che hanno riportato circa 4000 e 7000 ppm
rispettivamente nelle parti aeree e radicali.

Fumagalli et al. (2014), sulla specie Lupinus albus L., cresciuta su substrati contaminati da
soluzioni a concentrazioni crescenti di metalli (in vaso), hanno osservato una elevata propensione
all'assorbimento radicale di Cd (circa 1600 mg kg™ e di Zn (circa 3500 mg kg™). I valori di metalli
di rilevati da questi autori nelle parti aeree di Lupinus albus sono invece nettamente inferiori a
quelli riscontrati sull'intera pianta nella presente sperimentazione.
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Da guanto esposto si osserva che la specie Medicago polymorpha var. Pratosardo, cresciuta su suoli
ad elevata contaminazione da metalli, & in grado di estrarre metalli dal substrato ed accumularne
elevate concentrazioni nei propri tessuti.

4.5.8 CONCLUSIONI

Lo scopo della sperimentazione e stato quello testare la capacita di germinazione, sopravvivenza e
I'adattamento nella prima fase di sviluppo, della specie Medicago polymorpha var. Pratosardo, in
suoli ad elevata contaminazione da metalli.

Relativamente alla germinazione, il lavoro ha mostrato che nonostante si siano ottenuti valori del
parametro molto bassi (56% su CP) rispetto a quelli attesi per le normali attivita agronomiche, é
stato possibile verificare che la germinazione non é stata compromessa dalla presenza di metalli nel
substrato, la stessa € stata infatti superiore sul substrato contaminato rispetto a quello non
contaminato.

Tutte le piante germinate sono arrivate a fine sperimentazione, la sopravvivenza a 8 settimane e
stata dunque del 100% in entrambi i substrati. E’ emerso dunque che la specie Medicago
polymorpha var. Pratosardo €& capace di germinare e sopravvivere su substrati ad elevata
contaminazione di metalli.

Relativamente all'accrescimento si e potuto verificare che le piante sul substrato contaminato sono
cresciute meno di quelle del substrato non contaminato. Cid nonostante non é stato possibile
appurare se tale differenza dipendesse dalla tossicita del substrato o dalla particolare scarsita di
alcuni elementi nutrienti (N e P). Al fine di valutare piu in dettaglio le potenzialita della specie in
fitorisanamento sarebbe dunque interessante valutare eventuali effetti positivi nell’utilizzo di
ammendanti per ’apporto di elementi nutrienti.

Relativamente alla fissazione dell’azoto, si e verificato che sul suolo contaminato dove a inizio
sperimentazione la presenza dell’elemento non era rilevabile, in quanto al di sotto del limite di
rilevabilita strumentale, a fine sperimentazione € stato misurato un aumento apprezzabile nelle
concentrazioni dell’elemento. La possibilitd di usare questa leguminosa in fitorisanamento, &
dunque auspicabile oltre che per svolgere funzione di copertura del terreno, anche per sua capacita
di incrementare il contenuto di azoto nel suolo e migliorarne la fertilita.

Le analisi relative al contenuto di clorofille e dei carotenoidi che le piante, su entrambi i substrati,
non hanno evidenziato particolari segni di stress. Dall’analisi delle concentrazioni dei metalli nei
tessuti si & potuto osservare che la specie Medicago polymorpha var. Pratosardo, cresciuta su suoli
ad elevata contaminazione da metalli, € in grado di estrarre metalli dal substrato ed accumularne
elevate concentrazioni nei propri tessuti senza mostrare evidenti segni di stress a causa della loro
presenza.
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4.6 M2 - Studi sulla germinazione e I'adattamento della specie Medicago
polymorpha su suoli contaminati da metalli pesanti in Sardegna

4.6.1 INTRODUZIONE

46.1.1 OBIETTIVI

Sulla base dei risultati ottenuti nella sperimentazione M1, in M2 si & voluta approfondire
ulteriormente la conoscenza sulla leguminosa autoctona isolana Medicago polymorpha var.
Pratosardo al fine della sua introduzione in attivita di fitorisanamento di suoli ad elevata
contaminazione da metalli pesanti.

A questo scopo, e stata testata la sua capacita di germinazione, sopravvivenza e sviluppo fino a
fioritura, su substrato contaminato.

Un altro obiettivo di questa sperimentazione e stato studiare se l'introduzione di ammendanti
potesse migliorare la performance della specie in ambito di fitorisanamento. A tale scopo la matrice
mineraria contaminata é stata ammendata ed é stata valutata lI'influenza degli ammendanti sulla
germinazione, la sopravvivenza e sullo sviluppo di biomassa aerea e radicale.

4.6.1.2 PROCEDURA SPERIMENTALE

Il lavoro sperimentale € stato suddiviso in due fasi.

Nella prima fase semi di Medicago polymorpha sono stati fatti germinare in un substrato
contaminato puro (CP) e contaminato ammendato (CP+A). La germinazione avvenuta su questi
substrati é stata confrontata con quella su substrato proveniente da un suolo agricolo ottimale (U).
La germinazione e avvenuta in plateaux di polistirolo appositi per la semina, disponendo 50 semi in
ciascun substrato. Questa prima fase e durata quatto settimane dal momento della semina (ts) a
quello di fine della germinazione (tgs).

Tra la fine della prima fase corrispondente con la fine della germinazione (tgs) e I’inizio della
seconda fase, corrispondente col trapianto (t,), le piante sono rimaste a vegetare nel substrato di
germinazione per 1 mese.

Nella seconda fase, un campione di piante ottenuto dalla prima fase, in numero di 10 piante per ogni
substrato, € stato trapiantato in vaso e monitorato fino a fioritura. Questa seconda fase ha avuto una
durata di due mesi, intercorsi tra il momento del trapianto in vaso (tn) e quello della fioritura (tf).
Per quanto riguarda i substrati, come descritto nel paragrafo 3.5-M2, il substrato ottimale U
proviene da un suolo agricolo non contaminato (U), prelevato nella stazione sperimentale Agris-
DIRVE, San Michele di Ussana (CA).

Il substrato CP, e costituito esclusivamente dalla matrice di Campo Pisano.

Il substrato CP+A é costituito dalla matrice di Campo Pisano miscelata a compost, sabbia e ghiaia
nelle seguenti proporzioni in volume: 3:1:1 rispettivamente di Campo Pisano, compost, inerti (cfr
par. 3.5-M2).
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Nella prima fase sperimentale, sulla specie medicago polymorpha é stata valutata la performance
germinativa, mentre nella fase successiva € stata valutata la sopravvivenza, il numero di piante
giunte a fioritura e lo sviluppo di biomassa aerea e radicale.

4.6.2 CARATTERISTICHE DEI SUBSTRATI

| substrati utilizzati nella sperimentazione corrispondono a CP e CP+A utilizzati nella
sperimentazione A4 (Cfr. par. 4.4.2) e ad U utilizzato nella sperimentazione M1 (Cfr par. 4.5.2). Le
caratteristiche chimico fisiche sono pertanto le stesse descritte per le sperimentazioni A4 e M1 e per
i dettagli si rimanda ad esse.

4.6.3 GERMINAZIONE E SOPRAVVIVENZA

46.3.1 GERMINAZIONE

Al fine di valutare la capacita germinativa di Medicago polymorpha sui substrati, a partire dalla
semina (ts), e stata monitorata settimanalmente la germinazione.

Sulle piante cosi ottenute € stata valutata la sopravvivenza prima che avvenisse il trapianto in vaso
(tm). Sulle piante trapiantate in vaso infine, e stata rilevata la sopravvivenza al termine della
sperimentazione (tf).

Alla fine della sperimentazione si e verificato inoltre se le piante cresciute sui substrati contaminati
fossero in grado di giungere a fioritura.

In Figura 4.39 é rappresentata la percentuale di germinazione rilevata su ogni substrato.

100 +
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

— U

[ | CP+A

B CP

Gernunazione (%)

ts tgl tg2 tg3 ted

Tempo

Figura 4.41. Germinazione dei semi: percentuali rilevate in ogni substrato, in relazione al tempo.
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La percentuale di semi germinati & stata molto simile nei tre substrati e ha rispettato il seguente
ordine decrescente: 98% in U, 97% in CP, 94% in CP+A.

Nei tre substrati & osservato un diverso trend di germinazione, in quanto piu rapida nel substrato di
origine agricola e lenta nel substrato contaminato ammendato. Nel substrato U infatti, al termine
della prima settimana dopo la semina, aveva germinato il 90% dei semi, mentre in CP aveva
germinato solo il 15% e in CP+A nessun seme. Nei substrati contaminati, a 3 settimane dalla
semina, la germinazione aveva interessato il 90% dei semi in CP e solo il 50% in presenza di
compost. La germinazione € stata completata in tutti i substrati dopo 4 settimane dalla semina.

I risultati ottenuti riguardo la germinazione, indicano che questa attivita non & risultata
compromessa dalla presenza di metalli. In presenza di ammendante, la germinazione & avvenuta
lentamente rispetto al substrato di controllo (U) e a quello contaminato non ammendato (CP), ma ha
raggiunto elevate percentuali nell'arco di un mese.

I risultati ottenuti per la germinazione si discostano da quanto osservato sulla specie Medicago
sativa L., da Peralta et al. (2001), che, in coltura idroponica, in soluzioni contenenti 10 ppm di Cd,
hanno riscontrato che la germinazione dei semi risulta ridotta del 50% rispetto ad una soluzione non
contaminata. Allo stesso tempo, per quanto riguarda lo Zn, questi autori hanno osservato che, la
germinazione non risulta ridotta in nessuna fra le soluzioni sperimentali testate.

I risultati ottenuti nella presente sperimentazione discordano anche da quanto riportato da Fumagalli
et al. (2014) che, in esperimenti condotti in vaso sulla specie Lupinus albus L., hanno confrontato i
risultati di germinazione su un substrato contaminato da metalli ed uno di controllo, non
contaminato. Questi autori hanno infatti riscontrato che, elevate concentrazioni di Zn nel suolo (500
> di 1500 mg kg'™*) possono danneggiare la germinazione fino a inibirla completamente.

Per quanto riguarda la sopravvivenza, prima del trapianto nei vasi (tm), nei substrati U e CP non ¢
stata registrata nessuna mortalitd mentre in CP+A la sopravvivenza e stata pari al 98%.

Sulle piante cresciute in vaso, al termine della sperimentazione (tf), sulle 10 piante trapiantate su
ogni substrato, sono sopravvissute tutte quelle che cresciute sul substrato U (100%), mentre in
ciascuno dei substrati contaminati (CP e CP+A) é stata osservata una notevole mortalita, a fine
sperimentazione sono sopravvissute solo 3 piante su 10 (30%).

Relativamente alla sopravvivenza, il risultato ottenuto puo dirsi in accordo con quanto osservato da
Yang et al. (2003), su Sesbania rostrata e S. sesban, cresciute per 20 settimane in substrato
minerario contaminato da elevate concentrazioni di Zn, Pb e Cd. Tali autori infatti, sulle specie
esaminate, hanno osservato una percentuale di sopravvivenza molto bassa (18 % in S rostrata e
6,3% in S. sesban).

Da quanto osservato emerge dunque che la specie Medicago polymorpha var. Pratosardo é risultata
capace di germinare e sopravvivere su substrati ad elevata contaminazione di metalli.

Nei substrati contaminati, nel lungo periodo, la specie ha mostrato un basso tasso di sopravvivenza
e nessuna pianta ha mostrato segni di induzione fiorale, mentre tutte le piante cresciute nel substrato
non contaminato U hanno raggiunto la fase riproduttiva.
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L'apporto di ammendante non ha interferito nella percentuale di germinazione ma ha influito sui
tempi di germinazione aumentandoli. Per quanto riguarda la sopravvivenza, si pu0 dire che
I'ammendante non ha apportato miglioramenti.

4.6.4 PRODUZIONE DI BIOMASSA

Al fine di valutare la capacita della specie Medicago polymorpha a crescere sui substrati
contaminati sperimentali € stato studiato I'accrescimento della parte aerea e radicale confrontandolo
con quello delle piante cresciute su substrato di controllo (U).

La crescita della parte aerea e dell'apparato radicale sono state quantificate prima del trapianto (tm)
e alla fine della sperimentazione (tf).

Piu precisamente, al momento tm, sulle piante destinate al trapianto, sono state rilevate le lunghezze
delle parti aeree e di quelle radicali. Alla fine della sperimentazione, sulle piante presenti su ogni
substrato contaminato (3 su 10 iniziali) sono stati rilevati le lunghezze e i pesi della biomassa aerea
e di quella radicale. | dati ottenuti sono stati confrontati con quelli rilevati su un campione (3 piante)
prelevato dal substrato di origine agricola (U).

In Figura 4.42 e rappresentata la lunghezza della parte aerea e delle radici rilevate prima del
trapianto sui substrati e alla fine della sperimentazione.
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Figura 4.42. Altezze della parte aerea (A) e lunghezza degli apparati radicali (B): valori medi riscontrati nel tempo in
relazione ai diversi substrati. Le barre indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di
differenze statisticamente non significative tra i substrati durante lo stesso campionamento. Le lettere a e B, indicano, per
ciacun substrato, I'esistenza di differenze statisticamente significative nel tempo.

L'altezza delle piante e la lunghezza delle radici misurate a fine sperimentazione sono risultate
significativamente differenti tra i substrati sperimentali. Le piante cresciute nel substrato non
contaminato (U) sono cresciute maggiormente che nei substrati contaminati (CP e CP+A).
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In Figura 4.43 é rappresentata la biomassa della parte aerea e delle radici rilevata alla fine della
sperimentazione.

(A)Biomassa aerea (B)Biomassa radicale
10 - 0,1 - 20 - 0,2:%
a
9 0,09 - 18
8 - 0,08 - 16
0,15 |
e 0,07 - 14 -
= 6 a 0,06 - b b g 124
= g
g 5- 0,05 - & 10 0,1 - b
o 4 - 0,04 - o4 8
3 0,03 6 b
0,05 -|
2 0,02 4 -
1 0,01 - 2
0 - L 0 - . | 0 +— - 0 +— —— —
B CP+A cp B CP+A cp
Substrati Substrati

Figura 4.43. Biomassa della parte aerea (A) e radicale (B), valori medi riscontrati in relazione ai diversi substrati. Le barre
indicano la deviazione standard dalla media. Lettere uguali indicano I'esistenza di differenze statisticamente non significative
tra i substrati.

La quantita di biomassa prodotta nelle piante crescite sul substrato di controllo (U), e risultata molto
pit elevata di quella prodotta dalle piante cresciute nei substrati contaminati (CP e CP+A).

Da quanto osservato emerge che il substrato contaminato ha limitato I'accrescimento delle piante
I’introduzione dell'ammendante non ha apportato beneficio allo sviluppo delle piante.

Il risultato ottenuto puo dirsi in accordo con quanto osservato da diversi autori su diverse specie di
leguminose. Fumagalli et al. (2014), sulla specie Lupinus albus L., cresciuta su un substrato
contaminato da metalli confrontato con uno di controllo non contaminato (in vaso), hanno osservato
una limitazione della crescita alla fine della sperimentazione (45-55 giorni dalla germinazione)
dovuta ad elevate concentrazioni di Zn. Gli stessi autori hanno rilevato che la crescita di Lupinus
albus risulta inibita dalla presenza di Cd.

Da quanto esposto emerge dunque che, la specie Medicago polymorpha, & capace di vegetare su
substrati ad elevata contaminazione da metalli, ma il suo sviluppo risulta notevolmente ridotto,
anche in presenza degli ammendanti.

In CP e CP+A per esempio la biomassa secca e quella fresca sono molto simili, a differenza di
quanto avviene in U. Il contenuto idrico dei tessuti infatti, nelle piante U ¢ risultato dell’ordine del
90%, mentre nelle piante cresciute nei substrati contaminati € risultato intorno al 30%.
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4.6.5 CONCLUSIONI

Da quanto finora osservato riguardo la crescita di medica polimorfa su substrato contaminato, si
puo sostenere che la specie ha mostrato buona capacita di germinazione, ma un adattamento
limitato all'avanzare del ciclo vitale.

Il substrato di accrescimento ha sicuramente costituito il fattore limitante per la specie, ma non
necessariamente a causa della sola presenza dei metalli. Un importante fattore che ha agito
sinergicamente alla tossicita da metalli & stata la scarsa disponibilita di nutrienti. La scarsita di
nutrienti infatti costituisce un fattore limitante per lo sviluppo delle piante e per Il'instaurarsi di
simbiosi azotofissatrice. Nel substrato contaminato, I'ammendante non ha fornito un sufficiente
quantitativo di nutrienti.

Per esplorare la possibilita di introdurre Medicago polymorpha in fitorisanamento di suoli
contaminati da metalli, si ritiene necessario approfondire lo studio mediante I'introduzione di
inoculi batterici e incremento di nutrienti (P e N) nel substrato.
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CAPITOLO 5

CONCLUSIONI

L'obiettivo principale della tesi e stato valutare la possibilita di utilizzare la specie Atriplex halimus
per il fitorisanamento di suoli ad elevata contaminazione da metalli in Sardegna. Per raggiungere
tale obiettivo, sono state sviluppate le sperimentazioni Al, A2, A3, A4, all'interno delle quali sono
stati perseguiti diversi obiettivi specifici.

Un'altro obiettivo, e stato quello di valutare la possibilita di utilizzare la specie Medicago
polymorpha (famiglia Fabaceae) nel fitorisanamento di suoli contaminati da metalli. A tale scopo
sono state sviluppate le sperimentazioni M1 e M2.

Di seguito vengono riassunti i principali risultati emersi durante l'intero lavoro, separatamente per le
specie Atriplex halimus e Medicago polymorpha.

5.1 Specie Atriplex halimus

Le attivita sperimentali realizzate sulla specie Atriplex halimus possono essere riassunte brevemente
come di seguito.

e In ogni sperimentazione sono state studiate le capacita di sopravvivenza e di adattamento, la
produzione di biomassa e I'accumulo di metalli nei tessuti da parte della specie, cresciuta su
substrati contaminati.

e Mediante l'introduzione di ammendanti sono state create diverse combinazioni di substrati e
si e valutato se tale introduzione potesse consentire di raggiungere una migliore performance
produttiva della specie in ambito di fitorisanamento.

e Sono state testate diverse soluzioni di impianto e di produzione del materiale vegetale che
permettessero di ottenere di elevati standard di produzione per la specie Atriplex halimus in
fitorisanamento, compatibilmente con un contenimento dei costi.

e E stata studiata la potenzialita di fitorisanamento e di produzione di biomassa della specie
Atriplex halimus mediante una selezione clonale, nell'ottica di una coltivazione produttiva
mirata al risanamento di suoli contaminati da metalli.

Secondo quanto emerso dai risultati ottenuti nelle diverse sperimentazioni eseguite nel presente
lavoro, si € potuto valutare positivamente la possibilita di utilizzare la specie Atriplex halimus nel
risanamento di suoli minerari in Sardegna. Nel seguito del presente paragrafo vengono discussi i
diversi aspetti.
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ADATTAMENTO E SOPRAVVIVENZA

La specie Atriplex halimus ha mostrato un’ottima capacita di adattarsi e crescere su substrati
contaminati da elevate concentrazioni di metalli, senza evidenziare rilevanti effetti dovuti alla
tossicita degli stessi.

La sopravvivenza delle piante sui suoli contaminati e stata elevata sia nel caso di impianto di
materiale vegetale adulto (sperimentazione A1), sia nel caso di impianto di barbatelle
(sperimentazione A2, A3).

ACCRESCIMENTI E SVILUPPO DI BIOMASSA

La specie Atriplex halimus ha mostrato un'importante capacitd di accrescersi sui substrati
contaminati da elevate concentrazioni di metalli ed in particolare in presenza di ammendanti
organici.

Nella sperimentazione Al, in cui non sono stati introdotti ammendanti organici, non e stato
possibile rilevare statisticamente un accrescimento della biomassa nei substrati contaminati
ammendati con materiale inerte.

Nel caso in cui I'impianto & avvenuto mediante talea (sperimentazione A2), la specie ha mostrato
una discreta capacita a sviluppare germogli e ad emettere radici sui substrati ad elevata
contaminazione.

L'accrescimento e lo sviluppo di biomassa & stato particolarmente evidente in presenza di
ammendanti organici, tale effetto e stato osservato nelle sperimentazioni A3 e A4.

La selezione clonale (sperimentazione A4) ha permesso di individuare I'esistenza di differenze nella
produzione di biomassa fra cloni. In presenza di ammendante infatti, & stata osservata una maggiore
propensione allo sviluppo di biomassa da parte di alcuni cloni rispetto ad altri e fra questi, di
particolare rilievo sono stati i risultati relativi al clone NC2.

SOLUZIONI DI IMPIANTO

Dopo aver verificato la capacita di piante adulte di Atriplex halimus (sperimentazione Al) a
sopravvivere e crescere su suoli contaminati, & stata dimostrata anche la possibilita di impianto di
talee (sperimentazione A2) e di barbatelle (sperimentazioni A3, A4).

Tutte le soluzioni di impianto testate, si sono dimostrate efficaci e, in vista di una coltivazione per
fitorisanamento, potrebbero consentire una notevole riduzione dei costi, sia in fase di produzione
delle piante sia in fase di impianto.

La coltivazione di talee capaci di radicare in campo (sperimentazione AZ2), necessita di
procedimenti molto semplificati nella produzione del materiale vegetale, rispetto al caso della
coltivazione di piante complete. L'impianto di talee inoltre, pud essere applicato con maggiore
facilita nei casi in cui le condizioni del piano di coltivazione si mostrino difficili, come in presenza
di pendenze elevate o nei casi in cui risulti molto difficoltoso intervenire con i mezzi meccanici per
la preparazione del terreno pre - impianto.

L'utilizzo di barbatelle (sperimentazioni A3, A4) puo consentire la riduzione dei tempi di
produzione del materiale vegetale, evitando che lo stesso stanzi in vivaio prima dell'impianto.
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ACCUMULO METALLI

La specie ha mostrato un'importante capacita di assorbire metalli e una particolare predisposizione
nell'accumulare Zn rispetto a Pb e a Cd.

Per tutti i metalli le concentrazioni nei tessuti hanno mostrato un aumento nel tempo e, nella
maggior parte dei casi, valori piu elevati nei tessuti radicali rispetto a quelli aerei.

Per quanto riguarda la ripartizione dei metalli nei tessuti della parte aerea, per lo Zn e stata
osservata una maggiore concentrazione nelle parti verdi rispetto ai tessuti legnosi, mentre la
ripartizione di Pb e di Cd fra i tessuti aerei (verdi e legnosi) non ha mostrato un andamento
omogeneo.

Nelle sperimentazioni A3 e A4, si e potuta constatare I'importante influenza che I'introduzione di
ammendante organico (compost) ha avuto nell'accumulo epigeo di metalli. Nei tessuti aerei, si &
osservata infatti un’ottima propensione all’accumulo di Zn e Pb nelle piante che, grazie alla
presenza di ammendanti organici, hanno sviluppato maggiore biomassa.

Sempre nelle parti epigee e relativamente a Zn e Pb, si € osservato un assorbimento simile fra le
piante cresciute nel substrato non ammendato (CP) e quelle cresciute in presenza di ammendante
organico (CP+A), nonostante in quest'ultimo le concentrazioni di metallo risultassero notevolmente
diluite.

Per quanto riguarda il Cd, le concentrazioni sono risultate basse sia nei tessuti aerei che in quelli
radicali e la presenza di ammendanti non ha avuto importante influenza sul suo accumulo nei tessuti
vegetali.

Relativamente alla variabilita fra cloni (sperimentazione A4), di particolare rilievo sono stati i
risultati relativi al clone NC2. Tale clone, su substrato contaminato, grazie alla maggiore
propensione allo sviluppo di biomassa aerea che ha mostrato in presenza di ammendante organico
(CP+A), si e distinto per la maggiore capacita di accumulare metalli.

ATTITUDINE DELLA SPECIE AL FITORISANAMENTO

Dai valori del fattore di traslocazione calcolati (sperimentazioni Al, A3, A4) e emerso che in
generale le piante hanno avuto una maggiore propensione all’accumulo radicale rispetto a quello
aereo (TF<1) ma in diversi casi, nella sperimentazione A4, é stato osservato un comportamento
opposto (TF>1).

Secondo i risultati relativi al TF, la specie Atriplex halimus, potrebbe dirsi adatta a svolgere sia
fitostabilizzazione che fitoestrazione.

Le specie adatte alla fitostabilizzazione dovrebbero essere quelle in cui la capacita di concentrare
metalli presenti un rapporto <1 tra le parti aeree e le radici (Mendez e Maier, 2008) mentre per
svolgere fitoestrazione dovrebbero essere capaci di accumulare elevate concentrazioni di metalli
nelle parti asportabili (Kidd et al., 2015) e/o TF o BCF>1 (Van der ent et al., 2013).

E opportuno specificare perd che tale distinzione pud essere superata se si tiene conto della elevata
capacita di accumulare metalli nei tessuti asportabili, da parte di specie che producono un'elevata
quantita di biomassa. Le piante che producono un'elevata quantita di biomassa e che accumulano
moderati livelli di metalli nei loro tessuti, sono infatti consigliate per svolgere fitorisanamento,
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proprio perché la bassa concentrazione di contaminanti nei tessuti puo essere compensata
dall'elevata quantita di biomassa aerea (Van Oosten e Maggio, 2015).

CAPACITA DI FITOESTRAZIONE

A partire dalla quantita di biomassa asportabile e dalla concentrazione di metallo nei tessuti, &
possibile stimare la quantita di metallo fitoestraibile annualmente (Chen et al., 2012).

Relativamente alla produzione di biomassa, a tutt'oggi non sono presenti dati per la specie Atriplex
halimus ottenuti da coltivazioni su suoli contaminati.

Per quanto riguarda la produzione totale annua di biomassa si puo applicare il calcolo estimativo
basato su dati estrapolati dalla bibliografia, secondo quanto gia realizzato da altri autori su diverse
specie testate per fitorisanamento (Dickinson et al., 1994; French et al. 2006; Lewandowski et al.,
2006; Citterio et al., 2003).

Per la specie Atriplex halimus, secondo quanto riportato da Walker e Lutts (2014), la specie € in
grado di produrre 10 t ha™ anno™ di biomassa aerea senza l'apporto di input, mentre in caso di
elevata salinita del suolo, i migliori risultati nella produzione di biomassa si attestano intorno a 15-
20 tha™* anno™ (Falasca et al., 2014).

Utilizzando i dati di biomassa estrapolati dalla bibliografia e quelli di concentrazione epigea di
metalli ottenuti in presenza di ammendante organico nelle sperimentazioni A3 e A4, si ottengono i
risultati esposti in tabella 5.1.

Relativamente alla sperimentazione A4, si é fatto riferimento al clone NC2, che ha dimostrato la
migliore performance per fitorisanamento.

Tabella 5.1. Stima di metallo estraibile in funzione della concentrazione nei tessuti e della produzione annua di biomassa per
ettaro.

Concentrazione metallo Biomassa aerea | Biomassa aerea
Metallo | Sperimentazione nella biomassa aerea 1 1 3 1
a1 10 t ha™ anno 15t ha™ anno
(mg kg™)
Metallo estraibile | Metallo estraibile
(ghatanno™) (g hatanno™)
Zn A3 253,7 2537 3805,5
Zn A4 (clone NC2) 608,9 6089 9133,5
Pb A3 15,9 159 238,5
Pb A4 (clone NC2) 32 320 480
Cd A3 0,8 8 12
Cd A4 (clone NC2) 2,9 29 43,5

Il risultato ottenuto pud essere utilizzato per valutare in prima approssimazione la capacita di
fitoestrazione della specie sui suoli sperimentali. In caso di una raccolta ciclica della biomassa
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aerea, con i dati della tabella 5.1 € possibile stimare in prima approssimazione il numero di cicli
necessari a riportare un sito sotto il limite normativo di contaminazione (Robinson et al., 2012,
Dickinson et al., 1994).

A tal fine si precisa che, tale calcolo é valido solo se si assume che la concentrazione di metallo nei
tessuti e la produzione di biomassa restino costanti per ogni ciclo e non varino nel tempo. Questa
assunzione, fine solo ad una stima ipotetica, va naturalmente valutata con cautela in accordo con
French et al. (2012).

Nei substrati utilizzati nella sperimentazione A3 e A4, che si ricorda essere altamente contaminati
(sterili di discarica mineraria) si renderebbero necessari oltre 1000 cicli (nell'ipotesi che la quantita
di suolo esplorato dalle radici sia di 1 t m™ di suolo). Tempi cosi lunghi fanno comprendere che,
non € possibile decontaminare totalmente tali siti mediante l'applicazione di tecniche di
fitorisanamento.

A risultati analoghi sono giunti Conesa et al. (2012), secondo i quali la riuscita del fitorisanamento
per la rimozione dei contaminanti fino a livelli di legge, non € possibile su suoli con elevata
contaminazione da metalli come quelli presenti in molte aree minerarie.

Cio nonostante, in assenza di altre tecniche che permettano il risanamento di tali suoli nei limiti
della fattibilita economica, I'applicazione delle tecniche di fitorisanamento, in particolare con la
specie Atriplex halimus, utilizzata nel presente lavoro, puo risultare comunque vantaggiosa per
diverse ragioni.

La coltivazione della specie permette infatti, grazie alla copertura vegetale dei suoli altamente
contaminati, di ridurre la diffusione dei contaminanti e di migliorare le condizioni fisico - chimiche
del suolo. Mediante la produzione di biomassa ai fini della produzione energetica e del recupero dei
metalli, tale coltivazione puo inoltre rendere possibile uno sfruttamento economico delle aree
altamente contaminate diversamente inutilizzabili.

PRODUZIONE DI BIOMASSA

Diversi studi hanno valutato la possibilita di usare coltivazioni energetiche per fitorisanamento
(French et al. 2006; Mleczek et al. 2010; Schreurs et al. 2011; Syc et al., 2012; Jiang. et al. 2015).
Fra le diverse possibilita, in caso di contaminazione da metalli, puo risultare appropriata la
produzione di energia mediante il processo di combustione insieme al recupero di metalli depositati
nelle ceneri (Kidd et al., 2015; Van der Ent et al., 2013)

Secondo Ali et al., (2013) inoltre, si prevede che la fitoestrazione diventi nel futuro una attivita
commerciale redditizia nel campo della phytoremediation e del phytomining di metalli pesanti. Nel
caso in esame, considerato il basso valore dei metalli estratti e la quantita estraibile, il recupero dei
metalli e da ritenersi certamente un aspetto secondario dell'attivita, mentre particolarmente rilevante
puo risultare l'utilizzo della biomassa a fini energetici.

I valori di produzione di biomassa riportati in letteratura per la specie Atriplex halimus, su suoli non
contaminati, si assestano fra 10 e 20 t ha™ anno™ (Walker e Lutts, 2014; Falasca et al., 2014) e
possono dirsi in linea con le quantita prodotte da altre colture ampiamente utilizzate per la
produzione energetica.
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Per quanto riguarda la produzione delle principali colture energetiche legnose, quella di pioppo puo
raggiungere 24 t ha™* anno™, quella dell'Eucaliptus & mediamente di 10 - 17 t ha™ anno™, quella del
salice di 5- 10 t ha™ anno™ (Searle et al., 2014).

L'energia ottenibile dalla combustione di Atriplex halimus, secondo Walker e Lutts (2014) risulta
fra 17,2 e 12,8 MJ kg™, rispettivamente in fusti e foglie mentre secondo Weise et al. (2005), il
potere calorifico varia tra 13 e 15 MJ kg'l a seconda del periodo. Questi valori sono prossimi a
quelli ottenibili dalla combustione di salice, da cui & possibile ricavare 16 - 18 MJ kg™ (Schreurs et
al., 2011; Syc et al., 2012).

Dalle stime fatte emerge dunque che la specie puo essere utilizzata con successo per la produzione
di biomassa a fini energetici su suoli ad elevata contaminazione di metalli.

176

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



5.2 Medicago polymorpha

Nello studio della specie Medicago polymorpha, é stata utilizzata una varieta autoctona (Var.
Pratosardo) e sono stati approfonditi gli aspetti descritti di seguito.

e Si e studiata la capacita di germinazione, sopravvivenza e adattamento di Medicago
polymorpha, in suoli ad elevata contaminazione da metalli.

e Si e valutata la capacita di Medicago polymorpha a incrementare il contenuto di azoto in un
substrato contaminato da metalli (sperimentazione M1).

o E stata studiata la capacita della specie di raggiungere la fioritura su substrato contaminato
da metalli in presenza di ammendanti.

GERMINAZIONE E SOPRAVVIVENZA

I risultati ottenuti nel presente lavoro, mostrano che la specie ha una buona capacita di
germinazione e, nel primo periodo successivo all'emergenza, di sopravvivere su substrato
contaminato. La sopravvivenza si & per0 ridotta all'avanzare del ciclo vitale e sul substrato
contaminato la specie non é risultata in grado di giungere a fioritura.

SVILUPPO DELLA BIOMASSA

Sui substrati contaminati, le piante sono cresciute meno di quelle del substrato non contaminato.
Cio nonostante non & stato possibile appurare se tale differenza dipendesse dalla tossicita del
substrato o dalla particolare scarsita di alcuni elementi nutrienti (N e P).

ACCUMULO DI METALLI

Dall’analisi delle concentrazioni dei metalli nei tessuti si € potuto osservare che la specie Medicago
polymorpha var. Pratosardo, cresciuta su suoli ad elevata contaminazione da metalli, & in grado di
estrarre metalli dal substrato ed accumularne elevate concentrazioni nei propri tessuti senza
mostrare evidenti segni di stress a causa della loro presenza.

FISSAZIONE DELL'AZOTO

Relativamente alla fissazione dell’azoto, nella sperimentazione M1 sul suolo contaminato, a fine
sperimentazione ¢ stato misurato un aumento apprezzabile nelle concentrazioni dell’elemento. La
possibilita di usare questa leguminosa in fitorisanamento, € dunque auspicabile oltre che per
svolgere funzione di copertura del terreno, anche per sua capacita di incrementare il contenuto di
azoto nel suolo e migliorarne la fertilita.

177

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



5.3 Considerazioni conclusive

Il presente lavoro ha permesso di valutare positivamente la possibilita di utilizzare la specie Atriplex
halimus nel risanamento di suoli minerari in Sardegna.
La specie ha infatti mostrato capacita di adattarsi e crescere su substrati contaminati da elevate
concentrazioni di metalli, senza evidenziare rilevanti effetti dovuti alla tossicita degli stessi.
La sopravvivenza delle piante sui suoli contaminati e stata elevata sia nel caso di impianto di
materiale vegetale adulto, sia nel caso di impianto di barbatelle.
Per guanto riguarda I'impianto Atriplex halimus, é stata dimostrata la possibilita di impiantare la
specie anche mediante la coltivazione diretta di talee su substrato minerario contaminato da
un'elevata concentrazione di metalli. Le soluzioni di impianto testate (con barbatelle e talee), si
sono dimostrate efficaci e, in vista di una coltivazione, potrebbero consentire una notevole
riduzione dei costi, sia in fase di produzione delle piante sia in fase di impianto.
L'utilizzo di barbatelle consente infatti la riduzione dei tempi di produzione del materiale vegetale,
evitando che lo stesso stanzi in vivaio prima dell'impianto, mentre la coltivazione di talee capaci di
radicare in campo, richiede procedimenti molto semplificati nella produzione del materiale
vegetale, rispetto al caso della coltivazione di piante complete.
L'impianto di talee inoltre, puo essere applicato con maggiore facilita nei casi in cui le condizioni
del piano di coltivazione siano particolarmente difficili, come in presenza di pendenze elevate o nei
casi in cui risulti molto difficoltoso intervenire con i mezzi meccanici per la preparazione pre -
impianto del terreno.
Dalle sperimentazioni realizzate nel presente lavoro & emerso che, la specie Atriplex halimus e
un’ottima candidata ai fini del fitorisanamento sia dal punto di vista della fitostabilizzazione dei
metalli nel suolo, che dal punto di vista della fitoestrazione.
Un utilizzo ai fini della totale decontaminazione di suoli minerari contenenti elevate concentrazioni
di metalli, non si dimostra fattibile a causa dell'elevato numero di anni necessari a raggiungere
concentrazioni inferiori al limite normativo. Cio nonostante, in assenza di altre tecniche che
permettano il risanamento di tali suoli nei limiti della fattibilita economica, I'applicazione delle
tecniche di fitorisanamento, in particolare con la specie Atriplex halimus, utilizzata nel presente
lavoro, puo risultare comunque vantaggiosa per diverse ragioni.
La coltivazione della specie permette infatti, grazie alla copertura vegetale dei suoli altamente
contaminati, di ridurre la diffusione dei contaminanti e di migliorare le condizioni fisico - chimiche
del suolo. Mediante la produzione di biomassa ai fini della produzione energetica e del recupero dei
metalli, tale coltivazione pu0 inoltre rendere possibile uno sfruttamento economico delle aree
altamente contaminate diversamente inutilizzabili.
Nel presente lavoro si € inoltre, valutata la possibilita di utilizzare la specie Medicago polymorpha
(famiglia Fabaceae) nel fitorisanamento di suoli contaminati da metalli.
L'utilizzo di leguminose in processi di fitorisanamento consente infatti di soddisfare la duplice
esigenza di fornire azoto al terreno e proteggere il suolo mediante una copertura vegetale duratura.
La loro capacita di migliorare le disponibilita di azoto nel terreno consente allo stesso tempo la
riduzione dei costi di distribuzione e incorporazione di fertilizzanti azotati.

178

Sistemi di fitorisanamento di suoli contaminati da metalli pesanti con specie ad elevata produzione di biomassa in

ambiente mediterraneo. Tesi Dottorato, Marta Canu.



I risultati ottenuti hanno mostrato che la specie ha una buona capacita di germinazione e, nel primo
periodo successivo all'emergenza, di sopravvivere su substrato contaminato. La sopravvivenza si &
pero ridotta all'avanzare del ciclo vitale e sul substrato contaminato la specie non € risultata in grado
di giungere a fioritura.

Per valutare concretamente la possibilita di introdurre la specie Medicago polymorpha in
fitorisanamento si ritiene necessario, oltre ad un adeguata preventiva fertilizzazione, approfondire lo
studio utilizzando anche appropriati simbionti azotofissatori.

Per comprendere meglio le potenzialita dell'utilizzo della specie Atriplex halimus nel
fitorisanamento in condizioni reali, alla luce delle maturate esperienze sulla specie, si auspicano
ulteriori studi mediante la sua coltivazione in campo. Considerata inoltre la variabilita clonale
riscontrata nella specie su suoli contaminati, si ritiene di notevole interesse approfondire lo studio
sulla selezione di cloni con specifiche attitudini produttive in ambito di fitorisanamento.
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