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Abstract: Ecophysiological characteristics and cadmium accumulation in Downy Oak (Quercus pubescens Willd.).
Heavy metals provoke environmental pollution with potentially toxic effects on human and plants systems.
Recently, investigations are conducted on plants that may play a relevant role on pollutants absorption or
stabilization, focusing on fast growing tree species in agronomic conditions; little is known on the effects of
contaminants on tree species colonizing abandoned fields to be used in restoration ecology. The effects of Cd
on photosynthetic performance and metal accumulation were investigated in Quercus pubescens Willd. seed-
lings grown in pots containing a mixture of sand, clay, turf and Cd-treatments (0, 25 and 75 mg kg™ dry soil).
The studied photosynthetic parameters (A= net phytosynthesis; Rq.,= day respiration; I'cmp= CO, compensa-
tion point; Vema= maximum carboxylation rate; J..x = electron transport rate; TPU = triose phosphate use;
Gi/C, = ratio of intercellular (C;) to ambient (C.) [CO,] (C/C.); Jma/ Vemax = ratio; (gsmax) = maximum stomatal
conductance; (I;) = stomatal conductance estimated relative to the photosynthetic rate; (F,/F) = maximum
quantum yield of PSII photochemistry; (AF/F'.,) = effective photochemical efficiency) varied progressively
with increasing Cd concentration in the soil, highlighting a negative impact on photosynthetic potential and
PSII functioning. Approximately 10% of added Cd was found to be extractable from the substrate, at the ma-
ximum concentration applied, with about 12 and 0.75 as bioaccumulation and translocation factors, respecti-
vely. Analogously, Cd accumulated up to 34, 30 and 46 mg kg™ in leaves, stem and roots, respectively. While
it is not possible to extrapolate from the present study with seedlings to effects on mature oak trees, there are
clear implications for regeneration in soils contaminated with heavy metals, which may lead to ecosystem
deterioration.
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Introduzione

L’inquinamento del suolo e dell’acqua da metalli
pesanti, a causa delle attivita antropiche, € un proble-
ma di primaria importanza a scala globale (Kabata-
Pendias & Pendias 1989). Il cadmio (Cd) e fra i me-
talli pesanti che suscitano maggiori preoccupazioni
per la sua diffusione e tossicita nell’ambiente. I1 Cd
si diffonde nell’atmosfera a seguito della combustio-
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ne di carburanti di origine fossile oltre che per 1'uso
di lubrificanti e per il consumo dei pneumatici. L’ac-
cumulo e il trasferimento di questo metallo pesante
dal suolo alle piante, utilizzate per le produzioni ali-
mentari, possono avere serie implicazioni per la sa-
lute dell'uomo (Mench 1998). L'uso di fertilizzanti
fosfatici ricchi di Cd ha aumentato sensibilmente la
concentrazione di questo elemento nei suoli agricoli,
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per cui si rileva un apporto medio nel suolo di 75 mg
Cd per kg di P (Jones & Johnston 1989, Nziguheba &
Smolders 2008). Particolarmente grave & l’aumento
della concentrazione di Cd in suoli trattati con fan-
ghi di depurazione di origine industriale, dove si sti-
ma che dopo circa venti anni di apporti si puo verifi-
care un incremento da 1 a 12 mg Cd kg™ suolo, in
funzione della quantita di fanghi applicati. Applica-
zioni di concimi organici con basso tenore di metalli
pesanti hanno determinato in suoli con simili carat-
teristiche un modesto incremento valutabile di circa
0.4 mg Cd kg" suolo (Brooks 1995). I meccanismi
d’accumulo del Cd nel suolo ed il trasferimento di
questo inquinante in altri ecosistemi non sono ancora
del tutto chiari. L’assorbimento di questo metallo
nelle radici avverrebbe attraverso il sistema coinvol-
to nel trasporto dello Zn, altro metallo che le piante
non sono capaci di differenziare dall’analogo Cd
(Chaney & Ryan 1994).

Le specie forestali, a differenza delle principali col-
ture agrarie, hanno un importante ruolo nel ridurre
I'impatto degli inquinanti sulla catena alimentare per
il loro ampio apparato radicale. Molte piante foresta-
li sono ottime candidate per la stabilizzazione di
suoli contaminati, tamponando la traslocazione dei
metalli pesanti e, quindi, contribuendo al recupero
ambientale del territorio (Robinson et al. 2000), oltre
che offrendo la biomassa prodotta per la produzione
d’energia (legna da ardere, pellets, ecc.). L’accumulo
di Cd negli strati superficiali del suolo puo pero
danneggiare la naturale rigenerazione delle specie
arboree, e quindi contribuire al rallentamento del
processo d’espansione della rinnovazione del bosco
su suoli agricoli degradati, anche a concentrazioni
relativamente basse (Hiittermann et al. 1999). 11 Cd
puo essere assimilato dal suolo e accumulato nei tes-
suti vegetali degli alberi, causando alterazioni nel
funzionamento stomatico, riduzione della concentra-
zione della clorofilla e dell’attivita fotosintetica (Das
et al. 1997). Di recente e stato osservato che l'intera-
zione simbiotica della pianta con le micorrize puo fa-
vorire il processo di assorbimento di Cd riducendo
gli effetti tossici provocati dal metallo (Jentschke et
al. 1999). La capacita d’assorbimento del Cd e fun-
zione della “biodisponibilita” del metallo nel suolo,
del tasso traspiratorio della pianta e dell’assorbimen-
to selettivo del metallo da parte della pianta (Char-
donnens et al. 1998).

In Italia, 'espansione di formazioni forestali in
suoli ex agricoli e/o contaminati puo contribuire a re-
cuperare paesaggi degradati a funzioni e servizi tipi-
ci degli ecosistemi naturali. Tuttavia, le piante espo-
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ste ad alte concentrazioni di Cd possono mostrare ef-
fetti di tossicita, come clorosi fogliare, inibizione del-
la crescita, riduzione dell’assorbimento d’acqua e di
nutrienti, alterazione dell’attivita enzimatica, limita-
zione degli scambi gassosi, senza per questo limitare
I'assorbimento del metallo nei vari compartimenti
della pianta (Sanita di Toppi & Gabbrielli 1999, Pie-
trini et al. 2003, Cocozza et al. 2008, Zacchini et al.
2009, Cocozza et al. 2011). L’obiettivo del presente
studio e stato di valutare la risposta di semenzali di
roverella (Quercus pubescens Willd.), specie che spes-
so invade suoli agricoli abbandonati e che puo avere
un ruolo in programmi di recupero ambientale di
aree degradate, a 3 diverse concentrazioni di Cd (0,
25 e 75 mg kg') somministrate al substrato di cresci-
ta, in termini di fotosintesi e di distribuzione di Cd
nella pianta.

Materiali e metodi

Trattamento delle piante

L’esperimento e stato condotto in serra, presso il
Dipartimento di Bioscienze e Territorio dell'Univer-
sita degli Studi del Molise a Pesche (IS - 41°36"25”56
N e 14°16'42”60 E, circa 600 m a.s.l.). Il 15 marzo
2007, 21 semenzali di roverella di 1 anno (di cui 15
usati per le misure; i semenzali erano lunghi 10-15
cm), di provenienza certificata dal Vivaio di Campo-
chiaro (Regione Molise), sono stati trapiantati in vasi
di 6.5 L contenenti un substrato misto di sabbia:argil-
la:torba (30:50:20 in peso), con pH compreso tra6 e 7.
I vasi erano stati predisposti con un anticipo di 2 set-
timane, per consentire una stabilizzazione del tratta-
mento, aggiungendo il Cd al suolo in forma di solfa-
to - CdSO, 8/3 H,O - in soluzione (questo sale & stato
scelto poiché utilizzato frequentemente in esperi-
menti con Cd), in tre diverse concentrazioni (tratta-
menti), 0 mg Cd kg™ (controllo), 25 e 75 mg Cd kg™
p-s. substrato. Le concentrazioni di Cd somministrate
sono state definite simulando condizioni di forte
contaminazione e considerando i tempi sperimentali
(Kim et al. 2003), in modo da indurre nelle piante ef-
fetti e, quindi, risposte identificabili nei parametri
misurati. I semenzali sono stati fertilizzati dopo circa
10 giorni dal trapianto con un fertilizzante (Osmoco-
te) a lento rilascio, per soddisfare il fabbisogno di
micro e macroelementi. I contenitori sono stati alle-
stiti secondo un disegno completamente randomiz-
zato, rinnovato ogni settimana. A inizio esperimento
tutti i vasi sono stati portati alla “capacita di campo”.
I vasi sono stati pesati con scadenza settimanale per
determinare la quantita di acqua consumata, da for-
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nire con gli adacquamenti, che sono stati regolari du-
rante tutto il periodo di crescita delle piante, in
modo da limitare la lisciviazione di nutrienti e nor-
malizzare le relazioni idriche. I semenzali sono stati
analizzati per la definizione di parametri fisiologici
(curve A/C;, fluorescenza della clorofilla) e campio-
nati per la determinazione del contenuto di Cd nei
tessuti al termine di 15 settimane di trattamento. La
durata dell’esperimento ¢ stata definita consideran-
do i tempi di crescita della specie oggetto di studio.

Curve A/C;

Le curve di risposta della fotosintesi alla concentra-
zione intercellulare di CO, (A/C:) sono state misurate
con analizzatore portatile all’infrarosso (IRGA - LI-
6400, Li-Cor, USA) in 5 piante per trattamento su fo-
glie completamente espanse e con simile disposizio-
ne sul fusto. L'IRGA era equipaggiato con un modu-
lo di controllo della CO, e una sorgente di luce a dio-
di emettenti luce blu-rosso (LI-6400-02B). Le curve
A/C; sono state determinate misurando la risposta
della fotosintesi netta (As.) al variare della concen-
trazione intercellulare di CO, (C;). Le pressioni par-
ziali esterne di CO, (C,) sono state somministrate in
passi successivi; il tasso d’assimilazione di CO, é sta-
to prima misurato impostando la concentrazione di
riferimento di CO, leggermente superiore a quella
ambientale (40 Pa) e quindi a 30, 20, 10, 5, 40, 40, 60 e
80 Pa, con irradianza (Q) mantenuta a valori saturan-
ti di PAR (radiazione fotosinteticamente attiva) di
600 pmol m” s? (in serra). All'interno della cuvette,
I'umidita relativa & stata regolata e mantenuta duran-
te le misure a 60-70%. La temperatura fogliare media
durante le misure é stata mantenuta a 28 °C median-
te raffreddamento termoelettrico, ed il deficit di
pressione di vapore fra foglia ed aria a 1.3 kPa. Le
misure sono state registrate automaticamente a ogni
C. una volta che la fotosintesi rimaneva in equilibrio
per almeno 3 minuti. Le misure sono iniziate dopo
che la conduttanza stomatica (g;) aveva raggiunto i
valori massimi; g € rimasta elevata durante tutto il
periodo di misura. L’effetto dell’eterogeneita stoma-
tica sugli scambi gassosi & stato considerato insignifi-
cante, poiché gran parte della lamina fogliare occu-
pava l'area della cuvette (6 cm®) durante la misura.

Le curve A/C; sono state analizzate mediante il soft-
ware PHoTosyNTHESIS AssisTANT (Dundee  Scientific,
UK). I software analizza le curve A/C; basandosi sul
modello di Farquhar et al. (1980). Dalle curve A/C
sono stati stimati 3 parametri biochimici che riassu-
mono potenzialmente i limiti della fotosintesi: Vmax
(massimo tasso di carbossilazione), Jm.x (tasso di tra-
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sporto elettronico a luce saturante) e TPU (tasso d'u-
tilizzo del trioso fosfato per la sintesi di saccarosio
ed amido).

La limitazione stomatica relativa per la fotosintesi
(Iy), quale stima della proporzione di riduzione della
fotosintesi attribuibile alla diffusione di CO, fra I'at-
mosfera e i siti di carbossilazione, ¢ stata calcolata
dalle curve A/C; come I, = (1 - A/A,)-100, dove A il
tasso netto di fotosintesi a C, (36 Pa) di crescita e A, il
tasso fotosintetico quando C; (36 Pa) equivale C,. In
queste condizioni, A, rappresenta il tasso di fotosin-
tesi senza limitazioni di tipo diffusivo al trasferimen-
to di CO, dall’atmosfera ai siti di carbossilazione. Per
questo calcolo, la conduttanza del mesofillo e stata
considerata infinitamente grande. Il rapporto fra
concentrazione intercellulare ed ambientale di CO,
(Gi/C,), la fotosintesi a saturazione (As,:) e la condut-
tanza stomatica massima (gsmax) sono stati determi-
nati dalle curve A/C; a luce saturante (per le condi-
zioni di serra) e pressione parziale di CO, ambiente
(circa 400 umol mol™).

La respirazione alla luce (mitocondriale) o CO; ri-
lasciata alla luce tramite processi diversi dalla fotore-
spirazione e stata indicata come Ri,. Il punto di
compensazione alla CO, (I'comp) € stato calcolato come
il punto in cui la funzione del modello intercetta 1’as-
se delle x (A =0).

Fluorescenza della clorofilla

Sulle stesse foglie usate per le curve A/C; e stata
misurata 'emissione della fluorescenza clorofilliana
dopo 30 minuti di acclimatazione al buio ed in piena
luce (serra), tramite un sistema portatile (PAM-2000,
Walz, Germania). Sulle foglie in precedenza ambien-
tate al buio sono state determinate, la fluorescenza di
fondo (F,), la fluorescenza massima (F,), e I'efficien-
za fotochimica potenziale del fotosistema II (PSII):
F./Fy = (F — F,)/Fn. La fluorescenza stabile determi-
nata prima dell'impulso di luce (F;) & stata misurata
in condizioni di luce simili a quelle osservate duran-
te la misura della fotosintesi (600 pmol m~” s™), ed &
stata ottenuta la massima fluorescenza alla luce (F,.).
L’efficienza fotochimica effettiva (o resa quantica)
del PSII e stata calcolata come: AF/F'v, = (F'1n - F )/F .

Accumulo di Cd

Dopo aver effettuato le misure ecofisiologiche, le
piante sono state raccolte e suddivise in radici, fusto
e foglie. Le radici sono state accuratamente lavate in
acqua distillata e poi asciugate. Infine, e stato cam-
pionato il substrato di ciascuno dei 3 trattamenti (pitt
la prova in bianco senza pianta). La determinazione
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del Cd, nei campioni di substrato ed in quelli dei se-
menzali, € stata effettuata seguendo le metodiche in-
dicate dalla Societa Italiana di Scienze del Suolo (MI-
PAF 1999). La parte vegetale, prima della digestione
chimica, e stata fatta essiccare in stufa ventilata a 70
°C fino a peso costante. Successivamente & stata ma-
cinata per migliorare il processo di digestione. Inve-
ce, i campioni di substrato sono stati essiccati all’aria,
macinati e setacciati con setaccio a maglie di 2 mm.

Per la digestione, e stato utilizzato 1 g di ciascun
campione, che é stato trattato in un primo momento
con 2 ml di H,O, per degradare la sostanza organica
presente, e lasciato a riposo per circa 20 minuti.
Dopo il raffreddamento, e stata aggiunta una miscela
acida (acqua regia) costituita da 9 ml di HCl e 3 ml di
HNO; (3:1 in volume). La digestione dei campioni &
stata effettuata utilizzando un mineralizzatore (DK,
Hearting DiGesTer) con piastra riscaldante a riflusso, e
portata ad una temperatura di 140 °C (per i campioni
di substrato) e di 80 °C (per i campioni vegetali), per
la digestione. Il mineralizzato e stato filtrato con fo-
gli di nitrocellulosa in matracci conici ERLENMEYER da
50 ml e poi portato a volume con acqua deionizzata.
La prova in bianco ¢ stata effettuata con le medesime
modalita omettendo il campione. Per la preparazione
della curva di taratura del Cd, sono stati preparati
degli standard (1 e 0.5 ppm). Il contenuto dei metalli
e stato determinato per spettrofotometria in assorbi-
mento atomico (PU9200X) con atomizzazione a fiam-
ma aria-acetilene (FAAS).

Il contenuto di Cd estraibile (in acqua regia) nel
substrato in mg kg™ & stato determinato tramite la se-
guente formula (eqn. 1):

CE=(A-B)DVm'

dove CE e il contenuto del metallo pesante espresso
inmg kg’l; A ¢ la concentrazione del metallo nella so-
luzione in mg L"; B ¢ la concentrazione del metallo
nella soluzione della prova in bianco in mg L™; D ¢ il
fattore di diluizione (D = 1); V e il volume finale
espresso in ml (50 ml); m € la massa del campione
espresso in grammi.

I fattori di bioaccumulo (BC) e traslocazione (TF)
per il Cd (Baker et al. 1994) sono stati calcolati come
segue (eqn. 2, eqn. 3):

[Cd|mgkg™" p.s. pianta

BC= "
[Cd]mg kg™ estraibile p.s. substrato

[Cd]mg kg™ p.s. foglie
[Cd|mg kg™ p.s. radici
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Statistica

I dati mostrati sono medie di 5 repliche per tratta-
mento. Il modello lineare generalizzato del program-
ma StaTisTICA® (StatSoft, USA) e stato applicato per
stimare statisticamente gli effetti delle differenti con-
centrazioni di Cd. Le medie per trattamento sono
state comparate attraverso la procedura dei minimi
quadrati (LSD). I confronti statistici sono stati consi-
derati significativi ad un livello di P <0.05.

Risultati e discussione

Curve A/C;

Dopo 15 settimane di trattamento con Cd, sono sta-
ti osservati cambiamenti significativamente negativi
per molti parametri correlati con il potenziale foto-
sintetico ed il funzionamento del PSII (Tab. 1). I1 Cd
€ un inibitore consistente della fotosintesi (Greger et
al. 1994). Krupa et al. (1993) hanno osservato inibi-
zione della fotosintesi in piante di Phaseolus vulgaris
L., per I'aumento delle resistenze stomatiche e meso-
fillari all'ingresso di CO.. E stata osservata una rela-
zione lineare fra assimilazione netta ed inibizione
della traspirazione nella soia da Huang et al. (1974).
Questi autori suggeriscono un effetto negativo del
Cd sull’apertura stomatica. La chiusura stomatica
prolungata e la diminuzione dell’espansione cellula-
re possono essere responsabili della senescenza con
elevate concentrazioni di Cd.

Nei semenzali di roverella e stata osservata una di-
minuzione consistente e graduale, in funzione del-
I'aumento della concentrazione di Cd nel substrato
di crescita, per A (35 e 67%, rispettivamente per il
trattamento con 25 e 75 mg Cd kg™ p.s. substrato, ri-
spetto al controllo). I valori di R4,y sono rimasti, inve-
ce, pressoché invariati. Sia Vemax che Jma hanno subito
una diminuzione progressiva in funzione dell’au-
mento della concentrazione di Cd nel substrato (21 e
46%, e 29 e 56%, rispettivamente per il trattamento
con 25 e 75 mg Cd kg™ p.s. substrato, rispetto al con-
trollo). L’analogo andamento in riduzione di V.. e
Jmax, in funzione dell’aumento della dose di Cd som-
ministrata, ha mostrato una buona correlazione fra i
due parametri delle curve A/C; (Fig. 1, Tab. 1). Tale
andamento di Vimax € Jmex indica uno stretto accoppia-
mento fra I'attivita dei tilacoidi e le proteine solubili
(Wullschleger 1993). Le foglie di roverella hanno
perso, durante le fasi sperimentali, I'attitudine di ot-
timizzare l'allocazione di risorse (N) per mantenere
un equilibrio fra capacita enzimatica (Rubisco) ed
idoneita alla cattura della luce (clorofilla - Thompson
et al. 1992). I valori di TPU non hanno subito forti di-
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Tab. 1 - Parametri fotosintetici in Quercus pubescens Willd. dopo 15 settimane di esposizione a trattamento
con Cd (0 mg kg™, 25 e 75 mg kg™ p.s. substrato). (As.): fotosintesi netta a saturazione; (Ry.,): respirazione mi-
tocondriale; (I'comp): punto di compensazione alla CO,; (Vima): massimo tasso di carbossilazione; (Jima): tasso
di trasporto elettronico a luce saturante; (TPU): tasso d'utilizzo del trioso fosfato; (Ci/C.): rapporto fra con-
centrazione intercellulare e ambientale di COy; (Jmax/Vemax): ratio; (gsmax): conduttanza stomatica massima;
(Iy): limitazione stomatica relativa alla fotosintesi; (F,/Fy): efficienza fotochimica potenziale; (AF/F',,): efficien-
za fotochimica effettiva. I valori sono la media di 5 campioni per trattamento e sono stati analizzati indipen-
dentemente mediante ANOVA ad una via. (ns): non significativo; (ns'): P = 0.0639); (*): P < 0.05; (**): P <
0.001; (***): P < 0.0001. Lettere differenti riportate a fianco dei valori medi indicano differenze significative a

P <0.05.
Parametri Trattamento Cd (mg kg™ p.s. substrato)
fotosintetici 0 25 75 Plevel
Asat (umol CO, m s'l) 11.54° 7.53° 3.76¢ i
Rasy (umol CO, m?s™) 2.142 2.48 2.38 ns
Teomp (nmol photons m?s™) 7.81° 9.71° 12.41°¢ x
Vemax (umol CO, m™ s™) 44.24° 34.88° 23.94°¢ wx
Jmax (umol electrons m™s™) 133.32° 94.71° 58.82°¢ o
TPU (umol CO, m?s™) 7.32 6.91 6.44 ns
G /C, 0.79° 0.77° 0.72° *
Jmax! Vemax 2.99° 2.71% 2.46° *
gsmax (mol m”s™) 0.29° 0.17° 0.09°¢ o
lg (%) 33.89° 40.48° 45.86°¢ w*
Fy/Fu 0.83 0.76 0.65 ns'
A FJF 0.82° 0.74° 0.54° *

minuzioni in seguito al trattamento con Cd. Come
nel caso di A, gsmax ha subito una diminuzione
consistente (P = 0.0602) con I"'aumentare delle dosi di
Cd (41 e 69%, rispettivamente per il trattamento con
25 e 75 mg Cd kg™ p.s. suolo, rispetto al controllo),
mentre il valore di C;/C, & diminuito poco. I valori di
I, viceversa, hanno subito un aumento consistente
con il trattamento di Cd (19 e 35%, rispettivamente

per il trattamento con 25 e 75 mg Cd kg™ p.s. suolo,
rispetto al controllo). Limitazioni biochimiche ed
anatomiche possono essere entrambe coinvolte nel
ridurre la diffusione interna di CO,, e quindi la capa-
cita fotosintetica (e.g., Marchi et al. 2008), influenzan-
do la relazione fra limiti strutturali e funzionali del
processo fotosintetico.

I cationi bivalenti hanno un ruolo importante an-

2N . Fig. 1 - Relazione dei parametri fotosin-
180 - tetici Vemax (Massimo tasso di carbossila-
— zione) e Jmax (tasso di trasporto elettroni-
y= 3@1733)(962;'064 co a luce saturante) in semenzali di
w01 ' Quercus pubescens Willd. sottoposti a
e 120 4 trattamento con Cd (0 mg kg™, 25 e 75
S mg kg™ p.s. substrato).
S 004 gkg' p )
& 80
-
60 -
40 -
20 A
0 ' 1 ' ' :
0 10 20 30 40 50 60

V... (mmol m?s™)
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che nell’attivazione della Rubisco (Tukendorf 1993).
L’esposizione prolungata al Cd in piante d’orzo ha
influenzato la funzionalita delle clorofille, con nega-
tive conseguenze per lo sviluppo dei cloroplasti in
foglie giovani e con l'inibizione della fotosintesi in
foglie mature (Stiborova et al. 1986); inoltre & stato
osservato che la diminuzione dell’area fogliare nelle
piante trattate non era dovuta solo alla minore di-
mensione delle cellule, ma anche alla riduzione degli
spazi intercellulari. Krupa et al. (1993) hanno eviden-
ziato che il Cd influenza principalmente i pigmenti
fotosintetici (sopratutto clorofilla totale, meno i caro-
tenoidi), prima delle funzioni fotosintetiche, risul-
tando in un’inibizione del PSII in mais. Utilizzando
la procedura di valutazione delle curve A/C; messa a
punto da Sharkey et al. (2007), interpolando i dati
con il metodo dei minimi quadrati, & stata stimata la
conduttanza del mesofillo (g.) delle piantine di rove-
rella esposte ad eccesso di Cd. Il trattamento con Cd
ha provocato una riduzione consistente di gn, che &
passata da circa 5 pmol m™ s* Pa™ nel controllo, a
1.41 € 0.74 pmol m” s™ Pa”, nelle piantine trattate con
25 e 75 mg Cd kg™ p.s. suolo, rispettivamente.

La diminuzione progressiva di Asy Vemax € Jmax, che
si verificava con 'aumentare delle dosi di Cd nel
substrato di crescita conferma quanto riscontrato in
esperimenti condotti su talee di cloni di Populus spp.
(Eridano ed 1-214) in vaso (Tognetti R, com. pers.), in
cui si osservava un danno metabolico sostanziale alla
fotosintesi. Nonostante cio, il valore di Jmax/Vema € 1i-
masto relativamente costante, indicando che la capa-
cita per una ripartizione ottimale delle risorse nelle
diverse funzioni fotosintetiche non e stata alterata
dal trattamento con Cd. I valori pressoché stabili di
Ci/C, con l'eccesso di Cd pero indicano che 'attivita
di carbossilazione e la conduttanza del mesofillo
sono stati solo parzialmente influenzati dal tratta-
mento. L’aumento di [omp suggerisce un aumento
della fotorespirazione associato all’aumento delle
dosi di Cd nel substrato. Tale meccanismo potrebbe
rappresentare un modo per evitare la fotoinibizione,
dissipando l'eccesso di ATP e NADPH, producendo
CO; interna (mantenendo l'attivita della Rubisco), e
consumando ossidanti (come H,0,) mediante catali-
si. L’effetto negativo del Cd sul potenziale fotosinte-
tico si € manifestato anche a carico del cattivo funzio-
namento stomatico, con un aumento di /; ed una di-
minuzione di gimax. In ogni caso 'effetto negativo
dei trattamenti sugli scambi gassosi potrebbe rallen-
tare lo sviluppo dei semenzali di roverella su suoli
contaminati da Cd. I risultati ottenuti suggeriscono
I'opportunita di proseguire la sperimentazione in
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ambiente controllato, valutando piut approfondita-
mente la risposta delle piante ai vari trattamenti, an-
che utilizzando diversi genotipi. In seguito, la speri-
mentazione in campo potrebbe consentire di verifica-
re la persistenza delle risposte nel lungo periodo.

Fluorescenza della clorofilla

I valori di F,/F,, hanno subito variazioni meno mar-
cate rispetto ai parametri delle curve A/C; (8 e 22%,
rispettivamente per il trattamento con 25 e 75 mg Cd
kg' p.s. substrato, rispetto al controllo), mentre per
AF/F', la diminuzione ¢ stata relativamente pit1 con-
sistente (10 e 34%, rispettivamente per 25 e 75 mg
kg" p.s. substrato, rispetto al controllo). La relativa
resilienza dell’efficienza massima del PSII (F,/F,) e
della resa quantica reale (AF/F'.,) associate al tratta-
mento con Cd potrebbe indicare che il fotosistema
della roverella non ¢ stato danneggiato irrimediabil-
mente dalle dosi di Cd utilizzate.

Pietrini et al. (2003) hanno osservato una diminu-
zione progressiva di Aqie Vemax (entre Ji.. presenta-
va valori pressoché costanti) in piante di Phragmites
australis (Cav.) Trin. Ex Steudel cresciute per 3 setti-
mane in soluzione idroponica a concentrazioni di 50
uM di Cd, aggiunto alla soluzione sotto forma di
CdSO,. Gli stessi autori riportano una sensibile dimi-
nuzione dei valori di AF/F’,, e valori costanti di F,/F,,
con I'aumentare delle concentrazioni di Cd, mostran-
do che i cloroplasti riuscivano ad assorbire 0.83 nmol
Cd mg clorofilla™ (le foglie 8.5 nmol Cd mg clorofil-
la™), senza alcuna alterazione della struttura del clo-
roplasto e dell’efficienza del PSII. Pietrini et al.
(2003) osservano anche che l'attivita antiossidante
era stimolata dal Cd, per 'aumento di glutatione,
suggerendo un importante ruolo protettivo del glu-
tatione sulla fotosintesi. L’apparato fogliare non mo-
strava sintomi di necrosi, clorosi e di leaf rolling, in
funzione dell’aumento delle concentrazioni. Cosio et
al. (2006) riportano sintomi visivi di clorosi e di ne-
crosi in Salix viminalis L. in soluzione idroponica a
concentrazioni di Cd 50 uM, rispettivamente dopo 5
e 14 settimane di trattamento.

Accumulo di Cd

Un effetto significativo del trattamento con Cd e
stato osservato sulle concentrazioni del metallo nei
diversi comparti della pianta (Tab. 2). La concentra-
zione di Cd & aumentata in modo progressivo nei
tessuti dei semenzali di roverella all’aumentare della
concentrazione del Cd. L’accumulo di Cd e stato par-
ticolarmente evidente nelle radici. In genere, le pian-
te arboree non sono capaci d’escludere i metalli pe-
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Tab. 2 - Concentrazione di Cd (su peso secco) nei
comparti di semenzali di Quercus pubescens Willd.
dopo 15 settimane di esposizione a trattamento con
Cd (0 mg kg™, 25 e 75 mg kg™ p.s. substrato). I valori
sono la media di 5 campioni per trattamento e sono
stati analizzati indipendentemente mediante ANO-
VA ad una via. (ns): non significativo; (ns'): P com-
preso fra 0.06 e 0.07); (*): P <0.05.

Accumulo Trattamento Cd
cd (mg kg™ p.s. substrato)

(mg kg™) 25 75 P level
Foglie 19.5 34.1 *
Fusto 24.6 29.7 ns'
Radici 33.3 45.6 ns'
Totale 774 109.4 ns'

santi presenti nel suolo dalle radici, anche se vengo-
no raggiunti livelli tossici (Kahle 1993). Un sensibile
accumulo di Cd (4 mg kg™) & stato osservato nelle ra-
dici fini di semenzali di faggio, sebbene le concentra-
zioni nel substrato (1.4 mg kg") fossero inferiori a
quelle riscontrate nelle radici (Breckle & Kahle 1992).
Kelly et al. (1979) riportano alti livelli di Cd in radici
di Liriodendron tulipifera L. (1167 mg kg™) e Pinus tae-
da L. (1233 mg kg™) senza riduzione significativa dei
tassi d’accrescimento radicale. Sebbene le concentra-
zioni di Cd fossero tendenzialmente inferiori nelle
foglie che nel fusto a 25 mg Cd kg p.s. substrato, a
25 mg Cd kg p.s. substrato le concentrazioni di Cd
erano superiori nelle foglie. Tale comportamento po-
trebbe essere il risultato di danni subiti dai meccani-
smi preposti alla resistenza nel fusto e nelle radici.
La struttura dell’apparato radicale mostrava un au-
mento di radici secondarie in funzione dell’aumento
della concentrazione di Cd nel substrato (dati non

Tab. 3 - Fattori di estrazione, bioaccumulo e trasloca-
zione di Cd in semenzali di Quercus pubescens Willd.
dopo 15 settimane di esposizione a trattamento con
Cd (0 mg kg™, 25 e 75 mg kg™ p.s. substrato). I valori
sono la media di 5 campioni per trattamento e sono
stati analizzati indipendentemente mediante ANO-
VA ad una via. (ns): non significativo; (*): P < 0.05.

Disponibilita Trattamento Cd
cd (mg kg™ p.s. substrato)
(mg kg™ 25 75 Plevel
CE 4.3 9.5 *
BC 18 11.5 *
TF 0.59 0.75 *
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mostrati). Breckle & Kahle (1992) hanno osservato
cambiamenti dell’architettura dell’apparato radicale
dopo due mesi di esposizione (radici pitt ramificate e
dense, con un pil elevato numero di radici seconda-
rie, e inibizione della formazione di peli radicali) in
giovani piantine di faggio cresciute in vaso con sub-
strati contenenti 44 mg kg™ p.s. di Cd(NO;),. L’attec-
chimento dei semenzali di roverella, quindi, potreb-
be essere compromesso da uno sviluppo radicale
anomalo.

Questa ricerca ha evidenziato una buona biodispo-
nibilita del Cd nel substrato utilizzato (Tab. 3). La
proporzione di Cd estraibile (CE) rispetto al totale
applicato ¢ stata del 17 e 13% circa per il trattamento
con 25 e 75 mg Cd kg™ p.s. substrato, rispettivamen-
te. Le proporzioni riscontrate in questo studio sono
state simili a quelle riportate in altri lavori su semen-
zali di specie forestali (17-20%) da Burton et al.
(1984) in Picea sitchensis (Bong.) Carriere e Kim et al.
(2003) in Pinus sylvestris L. Cio indicherebbe che po-
trebbe instaurarsi un equilibrio fra Cd solubile ed il
substrato nel suo complesso in un periodo di 15 set-
timane (durata dell’esperimento, rispetto a 14 e 11
settimane dei lavori citati, anche nel caso di pH rela-
tivamente piu alto). Dixon (1988) riporta che 50-30%
del Cd totale addizionato ¢ stato estratto da un suolo
sabbioso-limoso trattato con 10 e 100 mg Cd kg™ p.s.
suolo (come nel presente caso i valori di CE erano
maggiori nel trattamento con quantitativi di Cd ag-
giunto pil elevati), sebbene il pH del suolo fosse 6.
Oltre che il pH, anche il basso contenuto di sostanza
organica nel substrato utilizzato per 1’esperimento
sulla roverella puo aver contribuito all’aumento del-
la mobilita del Cd. In effetti, lo studio di Dixon
(1988), su Quercus rubra L., riporta contenuti di so-
stanza organica particolarmente bassi (1.5%), in con-
fronto agli studi di Kim et al. (2003 - 15%) e Burton et
al. (1984 - 45%).

Sebbene i valori di CE siano piu che raddoppiati
nell’aggiungere 25 0 75 mg Cd kg™ p.s. substrato, un
tale incremento non e stato osservato per le concen-
trazioni di Cd trovate nei tessuti dei semenzali di ro-
verella. Sembrerebbe, quindi, che la roverella riduca
I'assorbimento di Cd ad alte concentrazioni di Cd
nel substrato. Arduini et al. (1996) riportano un simi-
le andamento in Pinus pinaster Aiton, Pinus domestica
L. e Fraxinus ornus L., cresciuti in soluzione nutritiva
con concentrazioni crescenti di Cd (0.01-0.6 mg Cd
1), suggerendo la presenza di un meccanismo di re-
golazione per ridurre l'assorbimento di Cd, come
I"accumulo nella corteccia radicale e/o messa in atto
di una barriera fisica a livello di capsula radicale. II
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movimento del Cd durante il processo di distribu-
zione interno alla pianta e regolato dai tessuti vasco-
lari, e in genere la maggior parte viene confinata nel-
le radici. La traslocazione del Cd verso le foglie di-
penderebbe, quindi, sia dalle capacita di assorbimen-
to sia dal flusso traspiratorio.

Per quanto riguarda la capacita d’intercettazione
dell’inquinante, il valore di BC e diminuito all’au-
mento della concentrazione di Cd somministrata
(Tab. 3). Cosio et al. (2006) riportano che in piante di
Salix viminalis L., cresciute in soluzione idroponica a
concentrazioni crescenti di Cd per 6 settimane, era-
no: (i) per le foglie di 519 e di 260 mg kg™ (rispettiva-
mente per il trattamento 50 pM e 100 uM); (ii) e per
le radici 4048 e 798 mg kg (rispettivamente per il
trattamento 50 pM e 100 uM). Cosio et al. (2005) han-
no osservato lo stesso andamento in due ecotipi di
Thlaspi caerulescens J. & C. Presl., in soluzione idropo-
nica a concentrazioni crescenti di Cd per tre mesi. In
particolare, i due ecotipi nel trattamento piu alto
(100 pM), mostravano alti valori di BC nelle foglie (>
5000 mg kg'). Analogamente, Zhao et al. (2006) in
Arabidopsis halleri L. hanno trovato valori alti di BC
nelle foglie (> di 1000 mg kg™), trattate con 5 uM di
Cd in soluzione idroponica per 3 settimane. I valori
di TF sono risultati per entrambi i trattamenti infe-
riori a 1 (Tab. 3), per cui la roverella potrebbe essere
considerata una candidata per le tecniche di fitosta-
bilizzazione (Baker et al. 1994). I valori di TF sono
stati tendenzialmente pit alti nel trattamento a mag-
giore concentrazione di Cd, confermando l'elevata
mobilita del metallo e quindi la sua disponibilita al-
I’assorbimento da parte delle piante. In ogni caso,
valori di TF inferiori a 1 denotano una strategia che
favorisce l'esclusione del Cd rispetto all’accumulo
del metallo.

Conclusioni

In questa ricerca sono stati evidenziati i possibili
meccanismi d’alterazione della resistenza al Cd, a li-
vello di scambio gassoso, su semenzali di roverella
(vedi Hagemeyer et al. 1993a, 1993b). I semenzali di
roverella, hanno mostrato un abbassamento della ca-
pacita fotosintetica all’aumentare delle concentrazio-
ni di Cd mentre lo PSII non e stato danneggiato irri-
mediabilmente dalle dosi di Cd utilizzate. I bassi fat-
tori di traslocazione del metallo nella parte aerea
suggeriscono che questa specie e capace di attecchire
fin dai primi stadi di sviluppo in suoli contaminati, e
di stabilizzare i metalli prevalentemente attorno alla
rizosfera. L'effetto negativo dei trattamenti sugli
scambi gassosi potrebbe pero rallentare lo sviluppo
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dei semenzali di roverella su suoli eccessivamente
contaminati da Cd.

Nel realizzare una messa in opera di un impianto
per la fitostabilizzazione e consigliabile scegliere le
specie vegetali piu resistenti, perché devono coprire
permanentemente il terreno, e siti marginali, dove i
costi di recupero con movimento terra sarebbero
proibitivi. Alla luce di questi primi risultati, la rove-
rella puo essere considerata una candidata alla fito-
stabilizzazione. In ogni caso, in ambiente mediterra-
neo collinare la roverella potrebbe mostrare vantag-
gi, sia per la capacita di resistere a stress multipli
(idrico, termico, ecc.) sia per la funzione paesaggisti-
ca (filari alberati, alberi fuori foresta, fasce tampone).
Sebbene non sia possibile estrapolare riguardo agli
effetti su piante adulte dal presente esperimento, le
implicazioni per la fase di ricolonizzazione sono
chiare.
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