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PREMESSA

L'8" edizione delle Giornate di Studio “Ricerca e applicazione di metodologie
ecotossicologiche: L'ecotossicologia come strumento di gestione degli ambienti
acquatici e terrestri”, si € svolta a Livorno presso la Camera di Commercio, dal 26 al
28 novembre 2018.

L'iniziativa ha riscosso un notevole successo, registrando una affluenza di oltre 200
partecipanti (con una grande rappresentanza di giovani]) e con la presentazione di 34
comunicazioni scientifiche e 52 poster.

Gli argomenti trattati nelle varie sessioni hanno considerato: nuove frontiere
nellindagine ecotossicologica; criticita e sviluppi applicativi dell’ecotossicologia
rispetto alla normativa vigente; I'ecotossicologia nella gestione ambientale e
nell'analisi del rischio ecologico.

Rispetto alle edizioni precedenti, & stato dato ampio spazio alla discussione, partendo
dalla prima giornata con i focus group attrverso la tecnica del mutual survey, fino ad
arrivare alla tavola rotonda propedeutica all’awio delle sessioni.

Di seguito si ripartano i contributi tecnico scientifici i cui autori hanno autorizzato la
pubblicazione come ATTI della 8° edizione delle Giornate di Studio “Ricerca e
applicazione di metodologie ecotossicologiche in ambienti acquatici e matrici
contaminate”.

Cristian Mugnai



LE PIANTE NEL MONITORAGGIO AMBIENTALE: EFFETTI
FITOTOSSICI E GENOTOSSICI DI DIVERSI CONTAMINANTI

by L. Giorgetti °, L. Bellani **, S. Muccifora *, E. Tassi ‘, C. Spano °, S.
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Abstract - Le piante con il loro stile di vita sessile, la loro struttura e fisiologia,
entrano direttamente in contatto con le matrici ambientali, suolo, acqua e aria.
Proprio per queste prerogative, gli studi di monitoraggio ambientale basati sui sistemi
vegetali possono essere maolto indicativi del reale stato di salute del’ambiente. | saggi
biologici sulle piante permettono di analizzare gli effetti di contaminanti a dispersione
naturale o antropica [metalli pesanti, sostanze organiche e aromatiche,
nanoparticelle, etc) e sono molto vantaggiosi, economici, ad alta sensibilita e
correlabili con risultati ottenuti su sistemi animali. Questi saggi, possono considerare
diversi endpoints: parametri fisiologici e morfologici (effetti fitotossici); produzione di
enzimi e molecole legate alla risposta a stress; effetti su attivita mitotica e ciclo
cellulare (effetti citotossici]; danni al DNA da attivita clastogenica e mutagena (effetti
genotossici); danni ultrastrutturali. Inoltre questi test permettono di valutare il danno
acuto o cronico in seguito ad esposizioni piu 0 meno lunghe ai contaminanti.

A conferma dell’efficienza di questo metodo di indagine si riportano studi effettuati nei
nostri laboratori su piante modello di interesse agrario (Vicia faba, V. sativa, Alliurm
cepa, Hordeurn vulgare e Zea mays) esposte a diversi inquinanti e valutate attraverso
un approccio multidisciplinare.

Keywords: monitoraggio ambientale, fitotossicita, genotossicita, contaminanti,
ultrastruttura



Introduzione

Le piante interagiscono direttamente con I'ambiente terrestre e atmosferico, sono
altamente sensibili ai diversi contaminanti e possiedono risposte cellulari simili a
quelle degli organismi animali, ma il loro utilizzo nella sperimentazione dal punto di
vista etico & pil accettabile e piu facilimente realizzabile (Blinova 2004; Arambasic et
al, 1998). Pertanto l'uso delle piante per saggi di tossicita ha acquisito notevole
valore negli ultimi decenni con sperimentazioni effettuate sia /7 vivo che in vitro.

Il processo di germinazione del seme rappresenta I'evento piu critico nella formazione
della futura pianta [Dash e Panda, 2001). Il saggio di fitotossicita rappresenta
'approccio sperimentale piu immediato per valutare l'effetto di un potenziale
contaminante sulla germinazione dei semi e sulla crescita del germoglio (effetto
acuto] e, in tempi pit lunghi, a livello del ciclo vitale della pianta (effetto cronico]
(Martignon, 2009). Le specie modello comunemente utilizzate sono Lepidium
sativurm L., Cucumis sativus L. e Lactuca sativa L. (Baudo et al, 2007). | parametri
(endpoints) analizzabili possono essere molteplici e complessi come percentuale di
germinazione e lunghezza della radice primaria, sviluppo della biomassa, contenuto di
clorofilla o altri pigmenti fotosintetici, attivita enzimatiche e contenuto di metaboliti
secondari, che possono variare in risposta allo stress. Inoltre si possono valutare gli
effetti genotossici dei contaminanti ambientali utilizzando il meristema radicale di
piante maodello come Vicia faba L. e Allium cepa L. Le analisi sono mirate alla
valutazione di possibili alterazioni del ciclo cellulare, e/o dei danni al patrimonio
genetico, questi ultimi rilevati anche dal test del micronucleo (Giorgetti et al., 2011;
Barbafieri e Giorgetti, 2016; Ruffini Castiglione et al., 2015; Cotelle et al., 2015).

Il nostro gruppo di ricerca e da anni attivo nelluso delle piante per monitorare
contaminanti di varia natura in diverse matrici ambientali.

Materiali e metodi

-Saggi di fitatossicita: gli endpaoints considerati sono la percentuale di germinazione e
la lunghezza della radice dopo 72 ore di trattamento.

-Saggi di genotossicita: effettuati tramite analisi citologica dell’apice radicale mediante
colorazione di Feulgen e valutazione dell'indice mitotico, delle aberrazioni citologiche e
dell’eventuale presenza di micronuclei.

-Studi ultrastrutturali: mirati alla caratterizzazione dei contaminanti, ad esempio
nanaoparticelle [NP)] di biossido di titanio (TiOz) per valutarne la forma e le dimensioni,
alla determinazione delle modalita di internalizzazione e all'identificazione di eventuali
alterazioni dell'ultrastruttura.

-Analisi delle attivita enzimatiche: determinazione degli enzimi coinvolti nello stress
ossidativo derivato dall’esposizione ai diversi tipi di contaminanti mediante approccio
istochimico e saggi biochimici.

Risultati
In Tabella 1 sono riportate le specie vegetali, i contaminanti e le matrici ambientali

valutate con gli approcci sopra riportati a rappresentare alcuni esempi degli studi
effettuati negli ultimi anni dal nostro gruppo di ricerca.



Tabella 1.

Piante utilizzate Contaminanti:  |[Matrici Pubblicazioni
ambientali:
Vicia faba, Allium cepa, Organici e Acque reflue  (Giorgetti et al. 2011.
Lactuca sativa inorganici Di Gregorio et al. 2015.
Vicia faba PAHs Suolo (ex situ  |Ruffini Castiglione et al. 2016.
bioremediation
in biopila)
Vicia faba Boro Suolo Barbafieri & Giorgetti 2016.
Vicia sativa L. CuBr: Acqua Bellani et al. 2014.
Muccifora & Bellani 2013
Vicia faba minor NP di TiO=2 Acqua Ruffini Castiglione et al. 2011.
\Zea mays Ruffini Castiglione et al. 20186.
Vicia narbonensis NP di TiO= Acqua Ruffini Castiglione et al. 2015.
Helianthus annuus NP di CeO2 Suolo (+B) Tassi et al. 2017.
Raphanus sativus Nanotubi di Acqua Bellani et al. 2016.
Halloysite
Pisum sativum NP di TiO=2 Suolo (+fango) |Giorgetti et al. 2019.
Discussione

| saggi effettuati hanno permesso di analizzare gli effetti di contaminanti a dispersione
naturale o antropica come metalli pesanti, sostanze organiche, aromatiche, NP in
diversi sistemi vegetali.

In particolare gli studi piu complessi e piu recenti sono stati effettuati su contaminanti
emergenti costituiti da NP di TiO= che sono tra le piu diffuse e utilizzate in molti settori
industriali (cosmetici, prodotti autopulenti, filtri solari, vernici, industria alimentare,
farmaceutica) e in campo medico. L'approccio sperimentale multidisciplinare da noi
impiegato e basato sul test di fitotossicita e sull’analisi citogenetica e test del
micronucleo (Fig. 1], sull'analisi al microscopio elettronico a trasmissione (Fig. 2] e
sull'analisi di variazioni di attivita enzimatiche con approccio biochimico e istochimico.
Queste analisi hanno evidenziato che le NP di TiO= possono causare tossicita a diversi
livelli, a seconda delle loro dimensioni e forma e della matrice ambientale in cui sono
presenti.

Conclusioni

Considerando l'importanza delle piante negli studi di ecotossicologia possiama
concludere che i test di fitotossicita e genotossicita forniscono informazioni
immediate e importanti per la valutazione degli effetti di contaminanti ambientali.
L’'approccio multidisciplinare permette di valutare molti parametri sia ambientali che
biologici favorendo una maggiore comprensione dei meccanismi cellulari implicati
nella risposta della pianta alle diverse sostanze e delle interazioni contaminante-
matrice - pianta.



Fig. 1. Test di fito-genotossicita in Vicia faba L.

Nel caso degli studi effettuati sulle NP i nostri risultati suggeriscono una riflessione
sulla possibile tossicita di NP e di nanomateriali largamente usati e che, immessi
nellambiente, possono accumularsi nelle diverse matrici raggiungendo la catena
alimentare e quindi procurando danni agli organismi viventi.

TiO2NP 2
Da 20 a 80 nm

Fig. 2. Analisi al microscopio elettronico di NP di TiO= isolate ed in cellule di radici di
Pisum sativurn L. (frecce).
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