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12 PREMESSA

Il D.Lgs. 31/2001, modificato e integrato con swesteo D.Lgs. 27/2002, disciplina la qualita delle
acque potabili destinate al consumo umano garaotenth salubrita e la pulizia. Il decreto recepitxe
Direttiva Europea 98/83/CE, del Dicembre 2003, leoguale il limite previsto per I'arsenico vienebalssato
nelle acque potabili da 50 a 10 microgrammi/litr@ (%), in considerazione della sua cancerogenicita e
dell’evidente rischio per la salute umana. Infeith risulta dall’Agenzia Internazionale di Ricerma Cancro
(ILA.R.C.) che classifica I'arsenico come elemecémcerogeno ponendolo in diretta correlazione coltem
patologie oncologiche e in particolare con il tuendel polmone, della vescica, del rene e della cute

L'lItalia ha continuamente fatto ricorso all'istitutiella deroga, che ha innalzato il limite previdéd
D. Lgs. 31/2001 da 10 a 5@ I'* per I'arsenico rendendo potabili per deroga aaieein realta non lo sono.
A febbraio dell’anno 2010 I'ltalia ha richiesto @ma una volta di innalzare i limiti consentiti a p§ I, ma
la Commissione Europea il 28 Ottobre 2010 con dwhoento n. C(2010)7605 ha risposto negativametge al
richiesta di questa ulteriore deroga giudicandoeestmente grave e dannoso per salute pubblicaigsials
ulteriore rinvio a quanto prescritto dal D.Lgs. Z101. In particolare la Commissione Ue cosi si igspr
“...per quanto riguarda il boro e il fluoruro, le pescientifiche permettono deroghe temporanee dino
valori richiesti rispettivamente di 2-3 mg per il boro e di 2,5 mg*iper il fluoruro”. Per quanto riguarda
l'arsenico, le prove scientifiche nei documentii¢atl in riferimento negli orientamenti dell'Organazione
Mondiale della Sanita e nel parere del comitatergdico dei rischi sanitari e ambientali consemtaieroghe
temporanee fino a 20g I, mentre valori di 30, 40 e 5@ I* determinerebbero rischi sanitari superiori, in
particolare talune forme di cancro. Pertanto, Bileseha deciso di autorizzare unicamente deroghgagleri
di arsenico fino a 2Qg I.”. Detto questo I'Unione Europea chiede pertati® @mpetenti istituzioni che:

a) si faccia divieto di uso per consumo umano duaccontenente arsenico e si provveda laddove
occorra a forme alternative di approvvigionamentaodjua potabile per la popolazione;

b) si informi correttamente la popolazione in m@&rit

c) si adottino immediatamente tutti i provvedimemticessari a dearsenificare I'acqua destinata a
€coNsumo umano.

In ltalia 128 Comuni distribuiscono acqua conteaearsenico oltre la soglia di 1@ I': in alcune
zone la concentrazione arriva af@@I™. Tra i comuni 91 sono nel del Lazio, 16 in Toscak@in Trentino-
Alto Adige, 8 in Lombardia e 3 in Umbria, per utaie di circa un milione di persone.

L'identificazione, la caratterizzazione ed il reeup di aree contaminate costituiscono oggi un
problema ambientale di prioritaria importanza nolo & livello nazionale, ma anche globale. Il pesb& dei
terreni contaminati si & evidenziato in tutta la gmavita alla fine degli anni Settanta quandapaté di un
diffuso risveglio della coscienza ambientale, shasananifestati numerosi casi di grave inquinamento.
Tuttavia per quanto riguarda l'arsenico occorrdintigiere tra inquinamento antropico e quello ndg¢ura
Quello antropico € piu facilmente controllabileguanto si tratta di eliminare le fonti di inquinambe diffuse
e puntiformi di questo elemento: si tratterebbdirditarne 'uso nella fabbricazione del vetro, tielustria
del pellame e soprattutto come pesticida. Per guagihiarda I'inquinamento naturale il controlloulig pit
difficile. L’arsenico possiede circa 250 specie enalogiche e in quelle piu importanti e diffusepsesenta
combinato allo zolfo in diversi minerali dando dnig ad associazioni mineralogiche tipiche in cui
cristallizzano molti solfuri tra cui I'arsenopiritéAsFeS), sfalerite (ZnS), pirite (FgSgalena (PbS) che
sottoposti al processo diWeathering” rilasciano I'arsenico in forma solubilguindi mobile che pud
disperdersi nell’'ambiente, nelle acque sotterramm@econseguenti inquinamenti delle falde e dei pozz

Nella Regione Veneto l'arsenico naturale é diffusogran parte del territorio ed &€ dovuto
principalmente ai i processi di alterazione natudglle rocce madri delle aree collinari e montqoste nel
settore piu settentrionale della regione. Nel Bedke € stata riscontrata la presenza di arsenigiacgnenti
di piombo, ferro e zinco; nel Trentino vi sono nuos® aree caratterizzate da solfuri le quali sono
attraversate da alcuni corsi d’acqua rappresenfanti di apporto naturale dell’'arsenico. Attraverso
I'erosione e la degradazione dei suoli e dei miherantenenti arsenico, avviene una prima diffusion
dell’elemento nelle fasce pedemontane venete esizthte dalla presenza di acquiferi che alimentano
falde. A questo evento si aggiunge quello dei cdiestqua: nei fiumi Piave, Brenta e Adige, che @ssino
il trasporto dei sedimenti da monte verso vallerggb le loro piane alluvionali sono stati riscotitedevati
tenori di arsenico. Le particelle sospese e i famgintenenti arsenico raggiungono la laguna di ¥&ne
(figura 12.1). Per ultimo, ulteriori fonti di inquamento e di dispersione vengono dalle aree ceratiée da
fenomeni idrotermali, in cui il sovrasfruttamentegii acquiferi profondi induce la risalita di acgselate
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confinate in profondita all'interno di sedimenti nna e la rimobilizzazione di alcuni elementi, trajuali
l'arsenico.

Figura 12.1 — Fonti naturali di arsenico e le stegipali linee di distribuzione
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(da D'Aprile et al., 2006)

Nel lavoro di Degetto et al., 2001, si rivela unantinuita tra la concentrazione di arsenico
riscontrata nei sedimenti e quella riscontrata tegieni circumlagunari (figura 12.2); inoltre leadisi di
correlazione tra 'arsenico e altri elementi gqualizn e il Pb inquinanti di origine antropica dini@o che
I'arsenico & correlato unicamente con gli elemeetia matrice minerale chimici. In questo casotiVét
inquinante di Porto Marghera pare abbia scarsomisg con I'inquinamento da arsenico. A questo psitp
in figura si riportano le mappe, ottenute con aamdn rimescolate, dei livelli di inquinamento dsenico
della laguna di Venezia e della gronda lagunares@uivelli rappresentano anche una sequenza teaigo
per cui lo strato 45-60 cm pud essere consideragachio” di almeno 90-100 anni quando non esisteva
ancora l'insediamento industriale di Porto Marghgrertanto la presenza di arsenico a quella prdfond
esclude la sua origine antropica.
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Figura 12.2 — Stratigrafia della presenza di acseni
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(da Degetto et al., 2001)

Al di la dell'origine dell'inquinamento da arsenicella laguna di Venezia, del suo interland e di
altre zone del Veneto, la sua contaminazione éttigdedibattito e di studio da diverso tempo pesgibili
rischi di carattere sanitario ed ambientale. Pemtp riguarda specificamente il suolo, in diverseeadel
veneziano sono state riscontrate concentrazionisaiperano il valore di concentrazione limite aatske
stabiliti dalla legge per suoli ad uso verde putibk residenziale. In tali casi € previsto, conevigto dalle
correnti nome di legge, 'obbligo di bonifica eripristino del sito qualora il limite accettabile&a superato.
Essendo nella maggior parte dei casi la contanonazda arsenico prevalentemente di livello medesba
ma distribuita su superfici ampie, vi € la necésslit sviluppare ed applicare nuove tecnologie radtive
alla rimozione del suolo ed al conferimento in difta che risulta assai costoso. Il ricorso alla
fitodepurazione sembra essere la piu adatta aiqoest ed € stata recentemente adottata e sostenuta
finanziariamente dalla Regione Veneto. In questicatmuove la presente ricerca che si propone di
indentificare quelle caratteristiche morfologichefisiometaboliche necessarie per una specie vegetal
candidata alla fitodepurazione.Rennisetum clandestinuénuna pianta perenne con elevatissima velocita di
crescita che rallenta solo nei mesi invernali, bsorapparato radicale molto esteso, adattabile strindimi:
attualmente viene utilizzata in programmi di fitpdeazione (Panuccio M.R., Dip. BIOMAA, Universita
Mediterranea Reggio Calabria, comunicazione petepnaa le sue caratteristiche di resistenza alsitita
dell'arsenico, di assorbimento e traslocazioneediefizioni epigee dell’arsenico e le sue eventoprieta
di detossificazione non sono ancora note. Il prieskwvoro si propone di acquisire queste conoscahfiee
di un uso estensivo di questa specie vegetaleogrammi di fitodepurazione.
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13 INTRODUZIONE

I meccanismi di tolleranza o di resistenza ai ntiepsanti messi in atto dalle piante si possono
ricondurre sostanzialmente a due comportamenti. gdeho la pianta riduce I'assorbimento del metallo,
meccanismo di esclusione; nel secondo attua unasgifitazione all'interno delle cellule attravergo
sequestro delle sostanze tossiche. Berry (1986)dsaificato tre diverse strategie di tolleranzanatalli: 1)
esclusioneassorbimento limitato a livello radicale, opplireitato traslocazione dalle radici alle foglie; 2)
detossificazionecompartimentalizzazione dei metalli a livello sabulare, oppure blocco dei metalli stessi
nelle pareti cellulari attraverso legami chimic);t8lleranza di tipo biochimicovie metaboliche altamente
specializzate e adattamenti di tipo enzimatico.

Le piante in grado di colonizzare suoli contamimktimetalli pesanti, danno origine a popolazioni
cosiddette “metallofite”, adattate dal punto dit&iscologico e fisiologico (Ernest, 1974; 2003)secle quali
si nutre grande interesse per il loro possibilkzaty nelle tecnologie di risanamento dei siti ingadi.

13.1L ARSENICO

Figura 13.1 — Simbolo dell'arsenico in alchimia

13.1.1 NoTizIE

L'arsenico era noto agli antichi persiani con ihmdiZarnik, ma il nome attuale deriva dal greco
Arsenikon L'arsenico € un elemento chimico classificato eorfmetalloide”, in quanto presenta
caratteristiche comuni sia ai metalli che ai nortaitie Per molti secoli & stato utilizzato come emb per
'uomo, ma trova applicazione in molti campi chenma dall’utilizzazione come pesticidi in agricokur
all'impiego sottoforma di arseniuro di gallio nerauiti integrati come semiconduttore, alla produm di
leghe metalliche. L’arsenico e molti dei suoi cosip@ono potentissimi veleni che colpiscono il esish
digestivo e il sistema nervoso, sono anche caneeiogssendo implicati nell'insorgenza del carcinoma
renale, della vescica, del carcinoma mammarioadta neoplasie. L'esposizione cronica all’arsenidoice
le difese antiossidanti dell’'organismo, provocaesir ossidativo; interferisce con i meccanismi
endocrinologici alterando i profili ormonali. Hawe anche un’ampia applicazione in campo medico, pe
combattere malattie quali le malattie veneree @ sggo in corso studi per I'uso dell'arsenico, sfittma di
triossido di arsenico, contro la leucemia (Au et aD03; Zhen e Zhu, 2008). Non € mai stato provato
direttamente che l'arsenico sia un elemento esalen@ielsen, 1998), sebbene si sia visto che fEcdosi
di arsenico possono apportare benefici sulla deestggli animali, mentre invece, nelle piante, Bomai
stata evidenziata alcuna azione positiva (Laslal.e004).

Il limite massimo di assunzione dell’arsenico ditbdal’O.M.S., & di 5Qug I, ma le quantita di
arsenico che vengono rilasciate da sedimenti eichhtiche possono superare questo limite nellguacche
vengono utilizzate per uso potabile e possono guéwire gravi danni agli ecosistemi e alla salut@ana.

13.1.2 ARSENICO NEL SUOLO

L'arsenico € un elemento ubiquitario, presenteanelbsta terrestre a concentrazioni dell’'ordine dei
5 — 6 mg kg (Yan-Chu, 1994). Nella litosfera, oltre 200 mirlec@ntengono arsenico, in genere combinato
con solfiti, e le forme pit comuni sono: arsendpirfFeAsS), cobaltite (CoAsS), realgar (AsS) e liteo
(NiAs) (Reimann e Caritat, 1998).

Nel suolo I'arsenico & presente principalmente camsenico inorganico e, in misura minore, Si
trova legato a sostanza organica. In generaleyali ben areati, la forma prevalente & I'arseniaggV),
sottoforma di HAsO,, mentre in condizioni riducenti prevale I'arsenitds(lll), molto spesso in forma
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indissociata, BHAsO; (Porter e Peterson, 1977; Haswell et al., 1985;e@rikHossner, 1995). La forte affinita
dell'arseniato con le matrici inorganiche e in fatare con gli ossidi e idrossidi di ferro, comfaota
presenza arseniato libero nella fase acquosa dkl alconcentrazioni assai esigue.

Come riportato da Wenzel et al. (2002), suoli nontaminati, 0 con una lieve contaminazione da
arsenico, hanno una concentrazione di arseniatoap&B8 nM, mentre in suoli altamente contaminati &
presente a concentrazioni maggiori di 248 (Zhao et al.,, 2008). L'arseniato, comunque, viene
efficientemente assimilato dalla pianta in quaetsendo chimicamente analogo all'anione fosfaitizas
gli stessi carriers per entrare nelle cellule ralilie questo ha per effetto una diminuzione dellatg di
arseniato libero nella fase acquosa del suolo.

La contaminazione da arsenico nell'ambiente € doeuprocessi di mineralizzazione naturale, ma
soprattutto a processi di natura antropica qualsol di erbicidi, insetticidi e prodotti di consemione del
legno, e dall'accumulo di sottoprodotti dell'indaatmineraria e fonderie.

Negli ultimi decenni nel Sud-Est Asiatico (West Bah Bangladesh e Vietnam), gli effetti tossici
dell'arsenico si sono rivelati in modo preoccupact@pendo milioni di persone. La lisciviazionerdcce e
matrici litiche ricche di arsenico libera il metalthe si accumula nei fiumi, nelle sorgenti e nelbgue
sotterranee che alimentano i pozzi. Queste acqugov® utilizzate per uso potabile con gravi consege
per la salute umana (Nordstrom, 2002). La stesgaaagiene anche utilizzata per irrigare vaste aggiezole
destinate prevalentemente alla coltura del riso eéheparticolarmente efficiente nell’'assorbimento
dell'arsenico in suoli sommersi, ed € in grado citanularne notevoli quantita nei grani (Williamsagt,
2007; Zhu et al., 2008). Quindi, per le popolaziasiatiche, il rischio di esposizione al metallelévato, in
quanto pud avvenire sia attraverso I'acqua potadideper I'ingestione di colture erbacee inquinatsia
anche per la carne e derivati, quando il bestiaimeevalimentato con foraggi inquinati (Meharg e ttégr
Whitaker, 2002).

13.1.3 EFFETTO DELLA RIZOSFERA SULLA SPECIAZIONE DELL ’'ARSENICO

| processi biologici e chimici che hanno luogo aetizosfera sono in grado di influenzare la
speciazione dell’arsenico, modificandone la biodispilita. Sebbene I'arseniato sia la specie domtmaei
suoli aerobici, si possono creare dei micrositiesiobici dove € presente in prevalenza arsenitpaiticolare
laddove le comunita batteriche sono molto attivee®nsumo di ossigeno € elevato (Zhao et al., 2088
dunque possibile che piante, cresciute in suololaier, possano allo stesso tempo assorbire arsenito
arseniato.

Le piante acquatiche, trovandosi in condizioni bossia, hanno la capacita di rilasciare ossigeno
accumulato nell’aerenchima radicale ossidando.ainmtodo, il ferro ridotto. Sulla superficie radieasi
formano, pertanto, dei depositi costituiti da ossidferro, soprattutto come ferridrite. Gli ossidi ferro
hanno un’elevatissima affinitd per I'arseniato especie acquatiche conthalaris arundinacea, Typha
latifolia e Oryza sativae stato dimostrato che il 70-80% di arsenicottofmrma di arseniato precipitato con
ferridrite sulla superficie delle radici (Hansel &t, 2002; Blute et al., 2004; Liu et al., 2006ome
conseguenza di tale adsorbimento, la concentrazibaesenico nella rizosfera risultava essere dabdle 9
volte maggiore rispetto alla quantita di metallegente nel suolo circostante. Tale processo, sendato
comporta I'arricchimento di arsenico in prossimdalla zona di assorbimento della pianta, dall'altro
costituisce un possibile meccanismo di sequestit@idenico, che diventa meno mobile e, di consegae
meno disponibile per I'assorbimento radicale (Litak, 2004a). Un'ulteriore conferma sperimentaléaéa
dai risultati di uno studio condotto su radici idiorda Chen et al. (2005), in cui viene chiarameiteostrato
che la presenza degli ossidi di ferro diminuisesdorbimento di arseniato da parte delle piantehpoiiene
da questi catturato per adsorbimento.

13.1.4 ARSENICO NELLA PIANTA

La tossicita dell'arsenico dipende dalla specienite che esso puo assumere. Pertanto le diverse
forme di arsenico presenti nel suolo e nella piamsaumono un aspetto importante per valutarneskdita.

In figura 13.2 sono riportate le diverse specieienico rinvenute nelle piante terrestri. L’arsernviene

generalmente assimilato dalle piante superiorianBdrma inorganica di arseniato, As(V), o di argeni
As(lll). L'arseniato, come precedentemente ripartagntra nella pianta utilizzando gli stessi casridel

fosfato (Asher e Reay, 1979; Meharg et al., 198#)averso un meccanismo di cotrasporto con i pipto

cui 2H" sono coinvolti per ogni anione;PlO; 0 HbASO, che entra (Ullrich-Eberius et al., 1989).

L'arsenito invece, é la forma di arsenico predomiaan ambienti riducenti, quali ad esempio le
risaie, dove risulta facilmente mobile e dispombger le piante (Xu et al., 2008). In questi amtjen
'ammontare di arsenito nella soluzione di suoloivala 0,01 a 3M, risultando quindi maggiore rispetto
alle concentrazioni di arseniato tipiche di un suzbn contaminato (Zhao et al., 2008).
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Figura 13.2 — Specie di arsenico presenti in piaaperiori
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(da Meharg e Hartley-Whitaker, 2002)

L'assorbimento di arsenito da parte delle pianigesiori avviene attraverso le acquagliceroporine,
una subfamiglia delle acquaporine, i cui canalopssno caratterizzati da pori di dimensione magygidire
permettono il passaggio di molecole neutre comeliterolo. A conferma di tale meccanismo e,
diversamente dall’arseniato, I'assorbimento di @iteee inibito dalla presenza di glicerolo e antiite, ma
non dalla presenza di fosfato (Meharg e Jardine82Ma et al., 2008). Un meccanismo alternativoatost
evidenziato in alcuni lieviti nei i quali I'aggiuatdi glucosio inibiva dell'80% I'assorbimento disanito,
suggerendo il coinvolgimento di una esoso-permelasiriconosceva e trasportava l'arsenito in assdnza
glucosio (Liu et al., 2004b; Bhattacharjee e Ro280,7). L'arsenito viene assorbito rapidamenteedaltlici.

La V.« € comparabile a quella dell'arseniato in assenfasfiato, ma con una Kmaggiore e quindi una
minore affinita rispetto alla corrispettiva formssaata.
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Figura 13.3 — Organicazione dell’arsenico*
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* Composti organici dell’arsenico prodotti in battelghe e piante superiori.
(da Meharg e Hartley-Whitaker, 2002)

Per quanto riguarda le specie organiche dell’acsere forme piu comuni nei suoli sono l'acido
monometilarsonico (MMA) e 'acido dimetilarsinic®A). La loro presenza € dovuta all’'uso, protrat
tempo, di pesticidi ed erbicidi a base di arsenigpure vengono sintetizzati dai microrganismisiello ed
alghe (figura 13.3). Entrambi gli acidi organiciMA e DMA vengono assorbiti dalle piante, ma in modo
meno efficiente rispetto alle specie inorganich€atsenito e dell’arseniato.

In particolare, uno studio condotto da Raab ef28107) su 46 diverse specie di piante, esposte per
24 ore a 13.3M di arseniato, MMA e DMA, ha dimostrato che le gtigh di MMA e DMA assorbite non
superavano rispettivamente il 50% e il 20% dell’amtare totale di arseniato assorbito.

I meccanismi alla base dell’'assorbimento delle igperganiche dell’arsenico non sono ancora stati
chiariti e richiedono ulteriori studi, al fine ditenere delle informazioni piu precise sul metabub e
I'assimilazione di tali specie.

13.1.5 DESTINO METABOLICO DELL 'ARSENICO NELLE PIANTE : RIDUZIONE DI ARSENIATO
AD ARSENITO E COMPARTIMENTAZIONE VACUOLARE

La forma prevalente di arsenico nei tessuti vegetglella trivalente dell’arsenito anche quando le
piante vengono esposte al solo arseniato. Quegtifisa che I'arseniato viene ridotto ad arsenitdnderno
della pianta. La percentuale di arsenito sul totdilearsenico presente nella pianta &€ specie-spacdi
compresa in un intervallo che varia dal 92 al 100%.

La prima tappa del metabolismo dell’arsenico ngliente comporta il passaggio da una forma
tossica, quale I'As(V), ad una forma ancora pitsics che € I'As(lll). L'arseniato esplica la suaoae
negativa nel citoplasma, sostituendo il gruppodtstiel’ATP, e dando luogo a forme instabili ADR-ghe
alterano il flusso energetico cellulare (MehargQ4)P Tuttavia, a seguito della rapida riduzioneAadll) nel
citosol, I'As(V) diminuisce la sua concentrazionestda non risultare piu tossico (Bertolero et H.87).
L'arsenito, invece, reagisce con i gruppi sulfidril(-SH) di enzimi e con le proteine provocando
un’inibizione di tutte le funzioni cellulari (Ullch-Eberius et al., 1989). Specie non-tollerantaedknico,
guando esposte al metallo, mostrano sintomi chaovdall’inibizione della crescita radicale, findaaimorte
(Macnair e Cumbes, 1987; Meharg e Macnair, 199fipftés e Hutchinson, 1991; Carbonell-Barrachina et
al., 1995).

Molto probabilmente, come sostenuto da numerogedie, la reazione di riduzione da arseniato ad
arsenito € di natura enzimatica. Bleeker et al0§20hanno evidenziato, nell’'estratto radicaleHdilcus
lanatus che la capacita riducente di questa pianta eapgrtemente di natura enzimatica. Tuttavia, in un
esperimento condottim vitro, si € visto che la riduzione dell’arseniato pudemire utilizzando la via di
ossido riduzione del glutatione (Delnomdedieu et H)94), & improbabile perd che questo rappresenti
meccanismo principale di riduzione dell’arseniatoguanto si tratta di una reazione molto lenta cbe
giustifica la velocita di formazione dell’arsenitei tessuti vegetali. Sono necessari ulterioriigbed chiarire
in quale modo avvenga la riduzione dell'arseniatb agisenito nel citosol e quale sia l'effettivo mol
dell’enzima arseniato-reduttasi.
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Nella reazione di riduzione intracellulare dellangto si ha anche la formazione di composti
reattivi dell'ossigeno (ROS) (Hartley-Whitaker ét, 2001). E stato osservato in numerose specietatig
che tali composti, prodotti in genere dal metalatissecondario, risultano tossici e inducono nabate dei
meccanismi di risposta che comprendono, da unldatintesi di enzimi antiossidanti quali la supsids-
dismutasi, la catalasi e la glutatione-S-transfemglall’altro, la formazione di composti antiadmnti di
natura non enzimatica, come il glutatione e I'abatw (Alscher, 1989; Mylona et al., 1998; Dat et 2000;
Hartley-Whitaker et al., 2001; HaluSkova et al.1@p

L'arsenito presente nel citoplasma cellulare, pomglessarsi con i composti tiolici del citosol, in
particolare con glutatione (GSH) e soprattutto [eofitochelatine che formano con il metallo un legapiu
stabile rispetto a quello con il GSH. | metodi &@ilper determinare i complessi che 'arsenicarfa con i
gruppi tiolici sono tuttora allo studio in quantssendo delle molecole instabili & difficile edgasenza
impedire I'alterazione o la sintesi di nuove speatad’'arsenico. Raab et al. (2005) con la tecniéd_8-ICP-
MS/ES-MS, hanno trovato che meno del 60% dell'acserestratto da radici e foglie di girasole era
complessato con gruppi tiolici, mentre, Pickeringale (2000) e Dhankher et al. (2002) hanno viste, ¢n
Brassica juncea A. thaliang un’altissima percentuale (96-100%) di arsenictioforma di arsenito era
legato alle fitochelatine con una coordinazionetmstabile formata da tre residui solforici.

Le fitochelatine sono derivati del glutatione ef@mano in seguito a una transpeptidasi gel
glutamylcystein-dipeptide operata dall’enzima dositio fitochelatina sintasi (PCS) (Schmdoger et 2000;
Vatamaniuk et al., 2000). Rappresentano una pidemtéglia di peptidi, con una struttura generagles{u-
Cys)-Gly, dove n & generalmente compreso tra 2 e taviatsono state trovate fitochelatine con un m @ar
12 e delle varianti rappresentate g¢&5{u-Cys)-Ser e {-Glu-Cys)- p-Ala (Cobbett, 2000).

L’'azione della fitochelatina sintasi & indotta dafiresenza di metalli, soprattutto dai cationi’,Ag
Ccd”, C#*, H*, P e dagli ossianioni di arseniato e selenato. Ari@rsenito, presente nel citosol a
concentrazioni elevate in seguito alla riduzion#atseniato, induce la biosintesi di PCS. La prridue di
fitochelatine rappresenta uno dei meccanismi goadcdi detossificazione per gli organismi vegetalghe e
alcuni funghi, in quanto il metallo immobilizzatisulta meno tossico rispetto allo ione libero.

| complessi As-PC e As-(G$)sono instabili a pH alcalino o neutro, ma sorabifitin ambiente
acido, tipico dei vacuoli (~ 5.5) (Schmdger et 2000; Sneller et al., 2000). Inoltre il basso p#f whcuolo
previene I'eventuale ri-ossidazione dell'arsengogonsente I'accumulo di alte concentrazioni di plassi
As-PC, nelle piante tolleranti. Le piante sensitali’arsenico invece, pur avendo la possibilita di
compartimentare Il'arsenico nei vacuoli, risentomomiediatamente degli effetti tossici dell’arseniato
assorbito in quanto non riescono ad attuare urassifitazione efficiente.

Le proteine che effettuano il trasporto del compdettochelatina-metallo pesante, all'interno dei
vacuoli, appartengono alla famiglia dei trasporia#BC (I trasportatori di transmembrana ABC utiano
I'energia dell'idrolisi dell'’ATP per trasportarerigasostanze attraverso le membrane cellulari). Iideiti &
stato identificato un trasportatore di membranaamiato Ycflp (yeast cadmium factor), che conferisce
resistenza a una varieta di metalli pesanti, in@dagdmio e arsenico, ed € membro della famigliprdieine
MRP (multidrug resistance-associated protein), snb-famiglia dei trasportatori ABC (Li et al., 1997
Ghosh et al., 1999). Nel microrganisn8accharomyces pombe,complessi Cd-PC si avvalgono del
trasportatore di vacuolo HMT1, sempre appartenatitefamiglia ABC. Presumibilmente, il trasportator
HMT1 é presente anche nelle piante superiori, ma &id oggi non esiste alcuna prova sperimentale. So
Bleeker et al. (2006), hanno dimostrato, in un gepEnto su cellule radicali dHolcus lanatus,che il
complesso As(lll)-(GS) era trasportato prontamente nei vacuoli radicaintte una Mg-ATPasi con il
coinvolgimento di un trasportatore ABC. Nella Figur3.4 sono riportati le trasformazioni dell’argene i
suoi movimenti di entrata ed uscita da una cehutalello.
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Figura 13.4 — Metabolismo dell'arsenico proposto/Alealigenes faecalis
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13.1.6 MECCANISMI DI TRASLOCAZIONE DELL 'ARSENICO ALL 'INTERNO DELLA PIANTA
13.1.6.1 Trasporto xilematico

A differenza del fosfato, I'arsenico non viene toaato efficientemente alla parte aerea. Infatti, i
Arabidopsis thalianasi € osservato che circa il 73% di fosforo assorhiriva alle foglie contro il 2.6%
dell'arsenico (Quaghebeur e Rengel, 2004). La tiddtraslocazione dell'arsenico €& probabilmente
conseguenza della rapida riduzione nelle celluldicedi, dell’arseniato ad arsenito, e successiva
complessazione dell'arsenito nei vacuoli. Il traspalell’arseniato nello xilema non segue la stagaadel
fosfato diversamente da quanto avviene nelle esHadicali. Infatti, piante con ridotta funzionalitel gene
pholche codifica per il caricamento xilematico delf&ts, confrontate con piante nelle quali il ggte2
veniva invece sovraespresso, hanno evidenziatsabél trasporto di fosfato era influenzato, menton si
registrava nessuna differenza a carico dell'arseni@uaghebeur e Rengel, 2004). Rimangono ancora da
individuare i meccanismi molecolari che governdrgassaggio dell’arseniato nello xilema.

Dalle analisi di speciazione dell'arsenico, coneladi campioni di xilema raccolti da piante di
diversa specie, in vari esperimenti, € risultat® db forme inorganiche sono di gran lunga le piu
rappresentate e l'arsenito supera percentualmemgehiato. La presenza dell’acido dimetilarsin{EiviA)

e stata rinvenuta nello xilema di cocomeBu¢umis sativu&.) e pomodorol{icopersicum esclulentuin),
in una percentuale dell'ordine del 4% dell'arsertiz@le (Mihucz et al., 2005; Xu et al., 2007).

Le diverse specie vegetali variano notevolmentaiatido la mobilita, e quindi la presenza
dell'arsenico all'interno dello xilema. Il rapporta arsenico nello xilema e arsenico nelle ragliéh genere,
minore dell’'unita nelle piante non-accumulatricintre in specie iperaccumulatrici comeHteris vittata si
riscontra un’elevata concentrazione di arseniconélema e, di conseguenza, nelle foglie rispatte radici

13.1.6.2 Trasporto floematico

Il trasporto dell'arsenico dalle foglie alle radmer via floematica € un processo ancora poco noto.
Per analogia con altri metalli pesanti, ad eseriigiadmio, si potrebbe ipotizzare un trasportocfotima di
complesso tiolico; infatti iPArabidopsis thalianaChen et al., 2006; Li et al., 2008)in Brassica napus
(Mendoza-Cdzatl et al., 2008) si & osservato wptao floematico del cadmio sottoforma di Cd-GSde
PC. Per quanto riguarda I'arsenico per0, va comsideche i complessi As(lI)-PC o As(l)-GS, noan®
stabili a pH subalcalino e quindi non sarebbermifitivalle condizioni del succo floematico che iengrale
ha un pH intorno a 7,5.

13.1.7 EFFETTO DELLE MICORRIZE SULLA DISPONIBILITA DELL 'ARSENICO

La micorrizzazione coinvolge in condizioni naturplii del 90% delle specie vegetali. Le piante
riescono ad instaurare simbiosi con le micorrizehanin suoli inquinati da arsenico e numerosi shatino
dimostrato che l'infezione da micorrize ne riducatioeffetti negativi. L'infezione comporta, in gamolare,
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la soppressione del sistema ad alta affinita defafo diminuendo, di conseguenza, I'assorbimento
dell'arseniato che si avvale di questo sistemaepénare nelle radici (Gonzalez-Chavez et al., 200@)itre,

le micorrize possono aumentare la resistenza sdlfaco delle piante ospiti mediante efflusso deaits,
caso riscontrato con il fungo micorriziddymenoscyphus ericaé’aumento dell’acquisizione del fosforo
operato dalle micorrize poi, rappresenta di pearséniglioramento dello stato nutrizionale dellantéache
comporta un aumento della crescita (Liu et al.,5208hmed et al., 2006; Chen et al.,, 2007). E’ stato
riportato in diversi esperimenti che la presenzamtgorrize diminuisce la traslocazione dell'arsenic
all'interno della pianta, dalle radici alle foglijttavia il meccanismo & ancora poco chiaro (Glezza
Chavez et al., 2002; Chen et al., 2007; Ultra .e28i07).

13.1.8 ESEMPI DI PIANTE TOLLERANTI ALL ’ARSENICO

Sebbene l'arsenico sia un elemento altamente $isito, alcune piante sono capaci di colonizzare
siti inquinati, come ad esempio le miniere pertf@gone di oro, rame, piombo, stagno o zinco (GINe
1995). In particolare, molte delle piante rinvenirtesiti contaminati da arsenico (popolazioni miédtake)
sembrano possedere livelli di tolleranza moltoraii confronti dell’arseniato As(V), rispetto afi@nte della
stessa specie che vivono in siti non contaminaip@azioni non metallifere) (De Koe e Jacques, 1993
Macnair e Cumbes, 1987; Rocovich e West, 1975)tollaranza all’arseniato si basa principalmentdasul
riduzione dell’assorbimento di arseniato, in segailla soppressione del sistema di trasporto d#afo ad
alta affinita (Bleeker et al., 2003; Meharg, 19®B¥harg e Macnair, 1992).

Generalmente la disponibilita del fosfato nel sublbassa, dell’'ordine di 40M nella fase acquosa
del suolo, di conseguenza nelle piante € attigistema di trasporto del fosfato ad alta affintié,anei suoli
inquinati con arsenico, per la stretta somigliacizimica fra i due ioni, pud trasportare anche aegen

Le piante tolleranti, pur rallentando I'ingressdl'deseniato, tramite la soppressione del sistetha a
alta affinita, riescono tuttavia ad accumulare woliequantita di arsenico all’interno, senza mosravidenti
sintomi di tossicita, a dimostrazione di un mecsant di detossificazione interna, che consenteqilisstro
dell'arsenico. Tra le specie arsenico-tollerartordiamoAgrostis capillarisL., Deschampsia cespitoga.)
Beauv. eHolcus lanatus

Nella popolazione della specie vegetalelcus lanatus pianta graminacea nativa del continente
Europeo, esiste un polimorfismo genetico per cuegbtipi cosiddetti “tolleranti”, selezionati natimente
nei suoli inquinati da arsenico, riducono I'assordnto dell’arseniato sopprimendo il sistema ad affiaita
del fosfato (HAUS), attivo a basse concentraziofiosfato esterno (Clarkson et al., 1978) per @rskniato
potra essere assorbito solo attraverso il sistebassa affinita. Negli ecotipi non-tolleranti, Baniato non &
in grado di sopprimere il sistema ad alta affiqigx cui sara assorbito indistintamente da entrarsistemi
del trasporto sia a bassa e sia ad alta affinéagBesto motivo la soppressione del sistema acdhfihita, a
livello genetico, rappresenta il meccanismo che gimagente determina la tolleranza all'arsenico alell
specie tolleranti anche se a questo si affiancsistama di detossificazione interna.

13.1.9 LA PTERIS VITTATA : UNA FELCE IPERACCUMULATRICE DI ARSENICO

Nonostante molte piante si siano rivelate in grddeollerare I'arsenico, poche sono in grado di
iperaccumularlo e, soprattutto, di effettuarne waalocazione dalle radici alle foglie.

Pteris vittataé@ una specie appartenente alla famiglia delle d@teeae, comunemente chiamata
Chinese Brake Fern. E’ in grado di accumulare acsefino a 10000 mg k§ di peso secco delle fronde,
prima di mostrare sintomi di tossicita e di raggjere, addirittura, concentrazioni di circa 22000 kgg di
peso secco (Wang et al., 2002). Questo ecceziti@decumulatore naturale € stato scoperto recemteme
(Ma et al., 2001), ed ha aperto grandi prospetivefitorisanamento di siti contaminati da arseniaoche
per le caratteristiche positive della pianta. lifatcapace di crescere velocemente, € dotataalhatevole
biomassa aerea ed € in grado di sviluppare umsastadicale molto esteso, con un elevato svilupgeh]
la cui densita e lunghezza viene indotta nei stallfarsenico quando € presente ad elevata corzote
(Gupta e Devi, 1994; Bondada e Ma, 2003).

Pteris vittataé tipica dei luoghi caldi e soleggiati, essendigioaria dell'Asia, Africa e Australia,
non puo venire quindi impiegata nei climi freddi. ltalia si trova nel Sud: Salernitano, Calabrigjli@a e
Ischia, anche a Roma, lungo il Tevere, mentrernkt@yiu a nord dove € stata rinvenuta € Genova.

Studi recenti hanno permesso di identificare nuf@lei iperaccumulatrici di arsenico, tra cui la
felce tropicalePityrogramma calomelano@/isoottivsethet al, 2002), e altre appartenenti al genere Pteris:
Pteris cretica Pteris longifoliae Pteris umbrosgZhaoet al, 2002). Ulteriori ricerche sono in atto al fine d
individuare altre iperaccumulatrici adattabili @retsi climi.

Il metabolismo di detossificazione dell'arsenico P vittata risulta diverso dalle piante non
iperaccumulatrici, che si servono principalmenttadeomplessazione dell’arsenico con le fitochekatper
neutralizzare gli effetti tossici del metallo.Pteris vittatg invece, solo una piccola percentuale di arsesiico
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trova legato a composti tiolici (~ 1-3% dell’'arsemitotale) (Zhao et al., 2003; Raab et al., 20@4a&ng et
al., 2004), mentre la maggior parte (60-90%), isviene sottoforma di arsenito inorganico, probabiite
accumulato nei vacuoli (Lombi et al., 2002; Pickgret al., 2006).

In realtda, complessare I'arsenico con le fitochedgt alle concentrazioni in cui I'arsenico é
assimilato da questa felce, diventerebbe per latpian meccanismo troppo dispendioso dal puntastia v
energetico. Infatti, il rapporto stechiometrico 8sé di 1:3, quindi la quantita di zolfo richiestarp
complessare i 2500 mg kdi arsenico presente nelle fronde, sarebbe troppa rispetto alla quantita di
zolfo normalmente accumulata dalla pianta (Zhaal.e2002). La maggior parte dell'arsenico assonigne
traslocato all'apparato fogliare entro le prime s#itimane di crescita e la sua concentrazione atanoem
l'eta (Tu et al., 2002).

Inizialmente, l'arseniato viene ridotto ad arsendo livello radicale e, successivamente al
caricamento dell’arsenito nello xilema, avviendrkslocazione del metallo dalle radici alle foglg et al.
(2008) hanno dimostrato che circa il 93-98% di mix® era presente nello xilema come arsenito,
indipendentemente se la fonte fosse As(V) o As(Bgmbra che il confinamento dell’arsenico nei adicu
delle cellule radicali e la traslocazione la saaltvcazione nelle parti aeree della pianta, rappt#® i punti
chiave della capacita di accumuloRlivittata(figura 13.5).

Figura 13.5 — Il destino dell’arsenico in pianteriperaccumulatrici (a) e iperaccumulatrici (b)
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L'arsenico € presente nel suolo sotto due disfimtme, I'As(V) e I'As(lll), reciprocamente scambiéilin
funzione principalmente del potenziale di ossidazidne e della reazione (pH) del suolo. Le due &orm
possono essere acquisite indipendentemente ddlideceadicali delle piante dai sistemi di traspodei
fosfati e dell’acido silicico in virtu della loro ffnita con i rispettivi trasportatori. L’ecceziolitz
dell'arsenico rispetto ad altri metalli risiedeqneste sue proprieta che sono anche la causapaiiedella
sua pericolosita. Nello spazio metabolico I'As(\¢he difficilmente in questa forma pud essere teo
nella parte epigea della pianta, in entrambe lecispgiene rapidamente convertito in As(lll) tramite
dall'arseniato riduttasi od altre vie ancora scange. L'As(Ill) nelle specie non iperaccumulatrisara
stoccato principalmente nel vacuolo dopo essette samplessato con le fitochelatine; successivaaent
quando il vacuolo avra raggiunta la saturazionea sstruso all’esterno; nelle specie iperaccuniaiatr
'As(Ill) verra rapidamente traslocato nella pasterea della pianta in grande quantita; mentreivataente
debole sara il flusso verso il vacuolo e versade®. Attualmente non sono ancora stati carattatiialcuni
importanti trasportatori che governano il flussouscita verso I'esterno e verso le strutture xilboha
dell’As(lll).

(da Zhao, 2008)
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13.1.10 I NFLUENZA METABOLICA DELL ’ARSENICO SUI CAMMINI METABOLICI

Le variazioni morfofunzionali indotte dall'arsenisalle piante non hanno avuto la stessa attenzione
di quelle studiate in campo medico e le notizidetteratura sono assai scarse. Era comunque natmltiia
anni che i metalli pesanti provocavano un complessillentamento della crescita sia della parteasia di
quella radicale tanto da coniare il termifigle shoot and little root"che si puo applicare anche all'arsenico.
E stato riscontrata infatti una riduzione dellaghezza delle radici, 'altezza della pianta ed dimainuzione
del peso secco in piante di riso (Yamane, 1989;dibet al. 2002) e di fagiolo (Carbonell-Barrachetaal.,
1998) trattate con arsenico e che in linea gendeakenito era piu tossico dell'arseniato (Martragé 1992;
D’llio et al. 2002).

Recentemente €& stato riscontrato che I'arseniafargenito agiscono in modo differenziato sul
metabolismo (Wang et al., 2010). In piante di &sstato osservato che I'arsenito agisce principaiensui
meccanismi riguardanti I'assorbimento del potassiodel fosfato, mentre I'arseniato colpiva quello
dell'azoto. L'effetto era proporzionale alla contre@ione dell’arsenico nei tessuti e nel caso idel irtessuti
radicali erano piu colpiti di quelli fogliari peffetto di una maggiore concentrazione di arsenieiderradici
rispetto alle foglie. Sempre nel riso era risca@tnana sotto regolazione dei geni correlati colambelismo
del potassio e del fosforo provocata dall'arsemmtmisura 2-3 volte superiore a quella indotta’'dedeniato.
Erano sensibilmente sottoespressi i geni codificaet i due trasportatori del fosfato ad alta aféinla
fosfatasi acida e i trasportatori del potassioi tisttalizzati nei tessuti radicali. Come consegaenna
generale caduta dei contenuti in fosforo e potassioriscontrabile sia nelle radici e sia nellelilagUn
comportamento opposto era osservato per i genreafieal metabolismo dell’azoto che subivano una
sottoregolazione da parte dell'arseniato tre veliperiore rispetto all'arsenito. Erano sottoespregeni
codificanti per la nitrato riduttasi, la nitrito dittasi, la glutamatosintasi, la glutaminasintetasi i
trasportatori del nitrato e dellammonio ad altfrata.

Sintomi di clorosi per effetto dell’arsenico sorntatsriscontrati in sorgo e riso (Shaibur et al0g0
Shaibur et al., 2008).

13.2 PENNISETUM CLANDESTINUM

Il Pennisetum clandestinuénuna specie erbacea tropicale che & conoscintdigersi nomi comuni
tra i quali il pit frequente “erba kikuyu” di deezione africana in quanto nativo della regione c$ta la
Tribu Kikuyu. E’ utilizzato sia come pascoli soptato in Sud America (Ataroff e Narajo, 2009) s@mre
tappeto erboso in Australia e Sud Africa (Bartoalgt2008). E’ una specie aggressiva e con ragriescita,
tanto che é stata classificata come potenzialeacdiudanni economici o ecologici nelle isole Haveagltre
isole del Pacifico (Daehler et al., 2004). La dizsone di questa specie (Chiovenda, 1903) si gferial
lavoro di Hochstetter da qui il nome compldéennisetum clandestinuidochst ex Chiov. Appartiene al
generePennisetumRich, FamigliaPoaceae Ordine Cyperales Pianta rizomatosa, stolonifera, perenne,
altezza da 30 a 40 cm con massimo a 70 cm, gbrstaholto ramificati formano fitti tappeti erbosiliaello
del terreno. | germogli sterili hanno fusti brevioglie lunghe, i germogli fertili sono in posiziempiu bassa
rispetto ai sterili e presentano foglie piu piccdla guaina fogliare si presenta di colore giakmede intenso
con ligula densa di peli. La foglia € una laminaetre che arriva fino a 30 cm di lunghezza e 7 mm d
spessore, chiusa in eta giovane e completamentéaapanaturazione, glabra o con pochi peli e profil
seghettati. L'infiorescenza € ridotta a 2-4 spigheaccolte nel fodero superiore della foglia. peghette,
lunghe 1-2 cm, comprendono due fiori: uno sterilasso e uno bisessuale in alto. La cariossigeesenta
marrone scuro ed ha dimensioni di 2,5 mm di lungaez1,5 mm di larghezza.

La kikuyu é stata variamente utilizzata; ad esengpstato scoperto che I'associazione kikuyu/riso
un ottimo alimento per i bovini al pascolo. E’ staiscontrato un aumento della produzione di latguanto
la dieta € maggiormente bilanciata per effetto’agflorto di azoto proveniente dalla kikuyu che nsgiede
quantita rilevanti (Trevaskis et al., 2004). Vieuntlizzata per tappeti erbosi grazie alla sua tesza
meccanica: il sistema stolonifero e rizomatosoadkikuyu offre un’ottima resistenza al calpestiécéRche
in tal senso indicano che basse e dosi di feréititz azotato somministrate frequentemente sonmatéecipe
agronomiche piu indicate per il mantenimento ottendel tappeto erboso (Barton et al., 2008). Etosta
utilizzato anche come essenza da pascolo grazieraradle sue proprieta di resistenza meccanicae, all
capacita di intercettazione delle acque meteoricteconsolidamento dei suoli negli alti pascolielé&nde
(Ataroff e Narajo, 2009). E’ anche utilizzato codieta per I'allevamento degli agnelli per la sugedibilita
e per l'attivazione dei processi di fermentazionminale e il conseguente apporto di proteine mictt
alla dieta (Kozlosky et al., 2009). La resistenlta salinita € stata studiata in relazione ad alpamametri
fisiometabolici come l'accrescimento dell’apparasalicale in condizioni di stress salino ed alcumzimi
riguardanti il metabolismo del carbonio; i risuitatdicano che la kikuyu & particolarmente resistealla
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salinita ed anche all'acidita che tollera senzavigperdite per la produzione di biomassa: lo stuglistato
finalizzato al recupero delle numerose aree delr®adel Mediterraneo afflitte dalla salinita (Muscet al.,
2003; Sidari et al., 2004). Vi & un crescente ggse per la kikuyu in quanto, grazie alle sue teistiche di

resistenza agli stress e di elevata produttiviggradidato a risolvere le esigenze di pascolo aesiptropicali
(Herrero et al., 2000a e 2000b)
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14 SCOPO DEL LAVORO

Il successo della fitodepurazione risiede nelleppeta delle piante di assorbire e traslocare nella
parte aerea le sostanze inquinanti presenti néb sumell’acqua e, nel contempo, devono esserstesgi
all'azione tossica degli inquinati. Oltre questepieta le piante debbono possedere alcune imgbrtan
caratteristiche: veloce accrescimento al fine diizeare grandi quantita di biomassa con un eleregiporto
tra inquinante assorbito e unita di peso, apparmticale molto esteso per esplorare la massimatitguan
possibile di suolo, potenzialita vegetativa esfgmamolti mesi all'anno. IPennisetum clandestinusembra
possedere queste caratteristiche: si distingudapeelocita di crescita e il suo potenziale invaspoiché
sviluppa una fitta rete di radici rizomatose ed #enana grande quantita di stoloni che formanoappéto
erboso molto fitto, raggiunge un'altezza media aasg tra 15 e 40 centimetri. Queste notizie now gano
accompagnate da conoscenze in merito alle suefispecproprieta in merito agli inquinanti. Lo scodel
lavoro é quello di verificare il livello di resistea all’arsenico e di valutare con quale efficiefaesenico sia
assorbito dall’apparato radicale e traslocato pellanparte epigea. Si effettueranno misure di wetep
dell'arseniato, la forma dell'arsenico piu rapprésgéa nel suolo, al fine di stimare i parametrietici del
trasporto dell’arseniato. | parametri cinetici dedsporto forniscono molte informazioni sui sistedii
regolazione dell'assorbimento ionico da parte delliici. Verranno anche effettuati esperimentiliesgnza
dell'ione fosfato che, in altre specie vegetalgtéto visto essere un inibitore del trasporto dedBniato. In
fine si verifichera se iPennisetum clandestinusia in grado di metabolizzare I'arseniato cometatos
riscontrato in altre specie vegetali tramite la soaversione in arsenico (lll). L'arsenico (lll)ndolto piu
tossico dell’arseniato e pud essere rilasciatcedaltlici: € una forma di detossificazione attuaaattune
specie vegetali che presuppone la presenza negli sgetabolici cellulari di meccanismi di ossidariébne
predisposti per la riduzione dell’arseniato. Quesidi permetteranno di comprendere il comportamelet
Pennisetum clandestinuda qui denominato kikuyu) in presenza di arseniatutandone i limiti e le
capacita: premesse per realizzazione di efficieistemi di fitodepurazione grazie all’utilizzaziodespecie
vegetali con specifiche caratteristiche.
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