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PREMESSA

Il rischio geochimico legato alla contaminazione da metalli pesanti di suoli e acque può essere associato sia

a cause antropiche che a fattori geogenici, ovvero alla presenza di rocce e sedimenti che ne contengono

quantità superiori rispetto alle concentrazioni medie delle crosta continentale superiore. Ad esempio,

cromo, nickel e cobalto possono essere particolarmente abbondanti nelle rocce ultramafiche e ofiolitiche

(serpentiniti e metabasiti) e negli gneiss, oltre che nei suoli derivanti dai relativi processi pedogenetici.

Inoltre, i fenomeni di alterazione a carico di tali rocce, e in particolare delle fasi minerali che ne

costituiscono le principali paragenesi, possono determinare il rilascio in forma ionica, nelle soluzioni

circolanti, di elevate quantità di tali metalli, determinando anche un rischio di tipo idrogeochimico (Fantoni

et al., 2002; Giammetta et al., 2004; Oze et al., 2004a; Oze et al., 2004b; Oze et al., 2007; Kierczak et al.,

2007; Margiotta et al., 2012).

In tal senso, il settore centro-settentrionale del massiccio del Pollino, compreso tra il Fiume Sinni e la

dorsale della Fagosa, e inserito nell’omonimo Parco Nazionale, rappresenta un importante pilot case a scala

nazionale ed internazionale, in quanto l’intera area si caratterizza per la presenza di litotipi ofiolitiferi

metamorfici e non metamorfici e di rocce cristalline di origine continentale che rappresentano serbatoi

naturali di elementi (quali nickel e cromo) potenzialmente tossici e/o cancerogeni, e quindi pericolosi per la

salute umana. Queste condizioni giustificano, per l’intera area, un’azione di monitoraggio mirata e

prolungata nel tempo, finalizzata alla definizione della tipologia e dell’entità del rischio idrogeochimico e

alla individuazione di possibili interventi di mitigazione dello stesso. Tale azione di monitoraggio è stata

svolta, fino a questo momento, nell’ambito di due distinti progetti di ricerca, entrambi di durata biennale:

“Progetto MASPONE: Monitoraggio ambientale e prevenzione dai rischi naturali del sistema acqua-suolo in

alcune aree del Pollino” (POR BASILICATA 2000/2006), condotto nel biennio 2007-2008, e “Progetto

MonIdroPol - Monitoraggio e Mitigazione del Rischio Idrogeochimico finalizzato alla corretta gestione delle

risorse ambientali nel Parco Nazionale del Pollino” (PO FESR Basilicata 2007-2013), per il biennio 2011-

2012. Le attività di studio e di ricerca condotte nell’ambito dei suddetti progetti hanno consentito una

valutazione della qualità fisico–chimica delle acque sorgive e l’individuazione di alcune criticità ambientali,

rispetto alle quali si è proceduto all’identificazione dei principali processi di interazione acqua-roccia in

grado di definire, nell’area di studio, un rischio geochimico associato alla presenza di metalli pesanti nei

suoli e nelle acque sotterranee.

Alla luce dei risultati ottenuti, si è ritenuto opportuno proseguire le attività di monitoraggio e ricerca al fine

di individuare eventuali ulteriori criticità ambientali in aree del bacino del Sinni non monitorate nel corso

dei precedenti studi, e di effettuare uno studio di maggiore dettaglio nell’area pilota di San Severino

Lucano, che prevedesse la valutazione della biodisponibilità e della mobilità geochimica dei metalli pesanti,



3

con particolare attenzione al cromo (VI), e l’individuazione di bioindicatori e di possibili pattern di

migrazione dei contaminanti dai suoli e dalle acque ai prodotti destinati alla nutrizione umana.

Le attività di ricerca vengono condotte presso l’Istituto di Metodologie per l’Analisi Ambientale del

Consiglio Nazionale delle Ricerche (IMAA-CNR) di Tito Scalo (Potenza) sotto la responsabilità tecnico-

scientifica del dott. Vito Summa ed in collaborazione con il Dipartimento Ambiente, Territorio, Politiche

della Sostenibilità della Regione Basilicata, l’Istituto Nazionale Infortuni sul Lavoro, Dipartimento

Innovazioni Tecnologiche e Sicurezza degli Impianti, Prodotti e Insediamenti Antropici (INAIL/DIT) di Roma e

il Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura, Centro di ricerca per lo studio delle relazioni

tra pianta e suolo (CRA-RPS) di Roma, sotto il coordinamento della dott.ssa Elena Sturchio, con

l’Associazione Italiana per lo Studio delle Argillle (AISA), come membro dell’Association Internationale Pour

l’Etude des Argiles (AIPEA) e con il dott. Achille Palma dell’Agenzia Regionale per la Protezione Ambientale

di Basilicata (ARPAB)

1. INQUADRAMENTO DELL’AREA PILOTA E STATO DELL’ARTE

L’area oggetto di studio ricade nel settore centro-settentrionale del Parco Nazionale del Pollino, e dal punto

di vista geologico si caratterizza per la presenza di terreni alloctoni del Complesso Liguride, costituiti dai

litotipi ofiolitiferi non metamorfici riconducibili all’Unità del Flysch calabro-lucano, e dai terreni ofiolitiferi

metamorfici dell’Unità del Frido, in cui è possibile riconoscere la subunità a prevalenti argilloscisti e quella a

prevalenti calcescisti (Critelli e LePera, 1998). Le rocce ofiolitiche inglobate sono costituite essenzialmente

da corpi lentiformi di peridotiti cataclastiche serpentinizzate con colorazione variabile del verde al nero, e

da corpi di metabasiti affioranti in scaglie tettoniche talora associate all’originaria copertura sedimentaria.

Nell’area di studio si rinvengono anche rocce cristalline di origine continentale, rappresentate da gneiss

granatiferi, gneis albitici, gneiss anfibolici e anfiboliti. Tutti i litotipi sopra descritti rappresentano, come

abbondantemente indicato in letteratura scientifica, potenziali serbatoi naturali di metalli, in quantità tali

da poter essere considerati tossici e cancerogeni, e dunque pericolosi per la salute umana (Kabata-Pendias

e Pendias, 1992; Vardaki e Kelepertis, 1999; Baffi, 2002; Fantoni et al., 2002; Giammetta et al., 2004; Oze et

al., 2004a; Oze et al., 2004b; Kierczak et al., 2007; Margiotta et al., 2012). Nell’area di studio affiorano

anche depositi pleistocenici del Bacino di S.Arcangelo, costituiti prevalentemente da sabbie e conglomerati

poligenici ben cementati con clasti ben arrotondati, in sovrapposizione ai depositi calciclastici e silicoclastici

tortoniani della Formazione di Perosa e ai terreni ofiolitiferi dell’Unità del Frido (Vezzani, 1966; Cavalcante

et al., 2009). Anche questi conglomerati pleistocenici, come evidenziato dagli studi condotti nell’ambito del

progetto “MonIdroPol - Monitoraggio e Mitigazione del Rischio Idrogeochimico finalizzato alla corretta

gestione delle risorse ambientali nel Parco Nazionale del Pollino” sono, talora, in grado di rilasciare nelle
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acque circolanti quantità significative di cromo esavalente, a causa di una significativa componente clastica

serpentinitica. Per questo motivo, nel presente progetto si è provveduto alla individuazione, in sinistra

orografica del fiume Sinni e nel bacino del Serrapotamo, di ulteriori sorgenti ricadenti in analoghi litotipi

conglomeratici e ad un primo campionamento delle stesse, al fine di effettuare una valutazione preliminare

della qualità di tale risorsa idrica.

La zona di San Severino Lucano è stata individuata come area pilota in corrispondenza della quale

effettuare uno studio geochimico e biologico di dettaglio, finalizzato alla definizione della mobilità

geochimica dei metalli correlati alle diverse fasi minerali ed organiche presenti nei suoli e alla

individuazione di bioindicatori e di possibili pattern di migrazione dei contaminanti dai suoli e dalle acque ai

prodotti destinati alla nutrizione umana. Tale area si caratterizza, infatti, per la presenza di rocce

serpentinitiche cataclastiche intensamente fratturate, interstratificate con metabasiti lenticolari e

tettonicamente sovrapposte ad argilloscisti e calcescisti dell’Unità del Frido. Questi ultimi terreni

costituiscono un limite di permeabilità rispetto all’acquifero serpentinitico di San Severino Lucano,

caratterizzato da una permeabilità piuttosto elevata per porosità secondaria, legata all’intensa

fratturazione (Maggiore et al., 1993). Lungo il contatto tra le due litologie sopra descritte, comunemente

obliterato da suolo agrario e da una coltre detritica ed eluvio-colluviale, sono allineate diverse sorgenti

(Fosso Arcangelo, Fonte Pagnottella, Fontana Giudea, Fontana di Mezzo, Fontana Matarazzo), molte delle

quali utilizzate a scopi potabili e/o irrigui, o come fonte di approvvigionamento idrico per vicine aree pic-

nic. In corrispondenza di tali sorgenti, che presentano tenori in cromo (VI) costantemente superiori alla

concentrazione soglia di contaminazione fissata dalla vigente normativa in materia di acque sotterranee

destinate al consumo umano (D.Lgs. 152/2006), è anche presente un’orticoltura ben sviluppata, su suoli

che presentano a loro volta concentrazioni elevate di nickel e cromo, derivando prevalentemente

dall’alterazione di rocce serpentinitiche. A tale background naturale, si somma l’effetto legato all’utilizzo,

durante il periodo estivo, dell’acqua delle vicine sorgenti per l’irrigazione delle colture.

Sono stati, inoltre, predisposti dei modelli di simulazione in laboratorio dei processi di interazione acqua-

suolo, finalizzata alla valutazione della biodisponibilità e della mobilità geochimica di alcuni metalli pesanti

e, in particolare, del cromo, tenendo anche conto delle possibili variabili in grado di influenzare, in situ, le

caratteristiche composizionali dei suoli, quali le pratiche agricole di concimazione e l’irrigazione delle

colture con le acque delle vicine sorgenti, contaminate da cromo esavalente.

Sono stati predisposti anche modelli di simulazione in vivo in laboratorio per l’esecuzione di test finalizzati

alla valutazione della tossicità dei contaminanti presenti nei suoli o nelle acque su piante lasciate crescere

direttamente sulla matrice solida o irrigate con la matrice acquosa. Studiare gli effetti tossici dei

contaminanti sulle piante è molto importante proprio per il ruolo ecologico che esse ricoprono: essendo

alla base della catena trofica, un potenziale accumulo di sostanze tossiche nei loro tessuti può diventare
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una potenziale minaccia per la salute animale ed umana. I test di tossicità vengono condotti su organismi

modello e consistono nel rilevamento dei cambiamenti a livello biochimico, molecolare, cellulare, tissutale

o a livello di popolazione, che causano l’alterazione o compromissione di una o più funzioni come

sopravvivenza, crescita, riproduzione, motilità, fotosintesi, comportamento (Maffiotti et al., 1997).

Al momento sono stati condotti test in vivo di fitotossicità e genotossicità su cellule meristematiche della

radice primaria delle piantine di Vicia faba cresciute su suoli e acque contaminate. Vicia faba viene

utilizzata come bioindicatore perché possiede grandi cromosomi suscettibili allo studio delle aberrazioni

cromosomiche durante la divisione cellulare mitotica nelle cellule somatiche e dei micronuclei in cellule

dell’apice radicale. Questa pianta è ampiamente utilizzata negli studi citologici e di genotossicità così come

negli esperimenti di fisiologia (Kanaya et al., 1994).

Il Test di Fitotossicità (primary root length-test) fornisce una stima sugli effetti tossici che una sostanza può

avere su una pianta, e che possono tradursi in danni temporanei o a lungo termine, attraverso l’analisi dello

stato di crescita e della morfologia delle plantule. La fitotossicità di un’inquinante (in questo caso Cromo

(VI)) è espressa i termini di riduzione della lunghezza della radice primaria delle piante di Vicia faba

cresciute in suoli contaminati rispetto al controllo negativo (piante cresciute su suolo non inquinato). La

lunghezza della radice primaria è determinata mediante misurazione con un calibro (mm) e l'errore dello

strumento è pertanto di ±1mm (An, 2004).

Molti contaminanti ambientali, sia di origine naturale che antropica, sono potenzialmente genotossici,

ovvero sono in grado di interagire con il materiale genetico, modificandolo. Il metabolismo cellulare delle

sostanze genotossiche è un fenomeno relativamente complesso e la mancanza di una detossificazione

completa può portare alla formazione di metaboliti elettrofili altamente reattivi, che possono attaccare i

centri nucleofili di macromolecole come DNA, lipidi e proteine. L’interazione tra sostanze genotossiche e

DNA si manifesta primariamente attraverso alterazioni strutturali del DNA che, se non sono riparate,

possono portare alla fissazione di anomalie del materiale genetico. L’identificazione e la quantificazione

delle diverse alterazioni possono essere utilizzate come biomarker in organismi esposti ad ambienti

contaminati.

La maggior parte della letteratura scientifica riferita allo studio della mutagenicità e clastogenicità in suoli

contaminati valuta l’induzione di mutazioni geniche, rotture del DNA/danni al DNA primario, danni

citogenetici dovuti all’alterazione dell’integrità cromosomica e induzione di micronuclei (Lah et al. 2008)

Per la valutazione si ricorre spesso all’utilizzo di piante sia per il loro ruolo negli ecosistemi, ma anche

perché risultano facili da maneggiare, sono sensibili e possiedono cromosomi grandi e facili da analizzare.

Alcuni test che vedono l’impiego di piante sono stati validati e standardizzati e tra questi il test dei

micronuclei con Vicia faba (Kanaya et al., 1994; Ma, 1982).

La valutazione dell'attività mutagena è condotta utilizzando il test dei Micronuclei in Vicia faba var. minor,

secondo opportuno protocollo. I micronuclei sono corpuscoli Feulgen-positivi che originano da
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frammentazione di uno o più cromosomi e/o da anomala segregazione di tali frammenti o di un intero

cromosoma durante la mitosi, i quali tendono a migrare indipendentemente dal resto dei cromosomi e

danno luogo a corpuscoli extranucleari, osservabili al microscopio ottico mediante ingrandimento 40X.

Tale metodica è in grado di rilevare danni al DNA cromosomico, quali un non corretto svolgimento del

processo mitotico, indotto dalla presenza di sostanze mutagene nel campione da esaminare. Stima, quindi,

la presenza di anomalie del materiale genetico che possono essere ereditate e possono portare ad effetti a

lungo termine.

L'effetto genotossico è calcolato come frequenza percentuale di cellule micronucleate sul totale delle

cellule osservate (% MNC); tale frequenza è poi confrontata con quella riscontrata nel controllo negativo.

2. ATTIVITA’ DI CAMPIONAMENTO

A seguito di una serie di sopralluoghi effettuati nella zona di San Severino Lucano e nelle aree limitrofe

dell’alta valle del torrente Frido, e sulla base di quanto emerso dalle attività di studio condotte nella

medesima aree nel corso di progetti di ricerca pregressi, è stato individuato un sito pilota ricadente in

prossimità dell’abitato, caratterizzato dalla presenza di orticolture impostate su terreni serpentinitici ed

irrigate con acque sorgive ricche in cromo (fig.1).

Fig.1 – Sito pilota nei pressi di San Severino Lucano.

In tale sito, ritenuto particolarmente idoneo alle attività di studio e ricerca previste nell’ambito del presente

progetto, sono stati realizzati due profili pedologici (S1 e S2, fig.2), in corrispondenza di ciascuno dei quali si

è provveduto al prelievo di tre campioni di suolo a differenti profondità (5cm; 30 cm; 60 cm).
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Fig.2 – Profilo pedologico.

Sullo stesso sito si è, inoltre, proceduto al campionamento delle acque sorgive utilizzate per irrigare i campi

della zona, e alla raccolta di alcuni campioni vegetali (prodotti orticoli) in diversi periodi dell’anno,

compatibilmente con la stagionalità degli stessi.

In particolare, gli ortaggi campionati sono i seguenti: broccoletto (infiorescenza e foglia), cipolla, patata,

sedano (costa e foglia), rucola, rapa (cima e foglia), cavolfiore (infiorescenza e foglia), finocchio (grumolo e

fusto), bietola (gambo e foglia), barbabietola (radice e foglia), lattuga (parte esterna e parte centrale),

fragola, asparago, peperone, pomodoro, melanzana, cetriolo. Per ogni ortaggio sono stati effettuati due

campionamenti, per un totale di n.50 campioni prelevati e analizzati.

Per i test di fitotossicità e genotossicità si è proceduto al campionamento di tre ulteriori campioni di suolo,

così distribuiti:

Suolo 1 = suolo serpentinitico coltivato campionato nel sito pilota di San Severino Lucano

Suolo 2 = suolo serpentinitico incolto campionato nel sito pilota di San Severino Lucano

Suolo 3 = suolo non serpentinitico campionato esternamente al sito pilota, lungo la strada di collegamento

San Severino Lucano – Colle dell’Impiso.

Si è, infine, proceduto al campionamento delle acque di n.12 sorgenti distribuite in sinistra orografica del

fiume Sinni e nella Valle del Serrapotamo, tra i comuni di Calvera (Vallina 1 e 2 e San Nicola), Carbone

(Mazzarella, Laccata 1 e 2, Castagni e Santo Iorio), Fardella (Spilia e Manche) e Teana (Valloni e Celemite).

La scelta delle sorgenti è stata effettuata considerando la distribuzione dei conglomerati pleistocenici

oggetto di studio e privilegiando, a parità di portata, quelle utilizzate da Acquedotto Lucano ad uso
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Suolo 1 = suolo serpentinitico coltivato campionato nel sito pilota di San Severino Lucano

Suolo 2 = suolo serpentinitico incolto campionato nel sito pilota di San Severino Lucano

Suolo 3 = suolo non serpentinitico campionato esternamente al sito pilota, lungo la strada di collegamento

San Severino Lucano – Colle dell’Impiso.

Si è, infine, proceduto al campionamento delle acque di n.12 sorgenti distribuite in sinistra orografica del

fiume Sinni e nella Valle del Serrapotamo, tra i comuni di Calvera (Vallina 1 e 2 e San Nicola), Carbone

(Mazzarella, Laccata 1 e 2, Castagni e Santo Iorio), Fardella (Spilia e Manche) e Teana (Valloni e Celemite).

La scelta delle sorgenti è stata effettuata considerando la distribuzione dei conglomerati pleistocenici

oggetto di studio e privilegiando, a parità di portata, quelle utilizzate da Acquedotto Lucano ad uso
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potabile. Il campionamento è stato effettuato in occasione di due diverse campagne, a settembre 2014 ed

aprile 2015, rappresentative rispettivamente della magra e della piena idrogeologica. Contestualmente al

campionamento, sono stati anche determinati i parametri fisico-chimici in situ (pH, T e C.E.) mediante

sonda multiparametrica.

3. ATTIVITA’ SPERIMENTALI

3.1 MATRICE SUOLO

I sei campioni di suolo (tre per ogni profilo pedologico) sono stati sottoposti ad una caratterizzazione

composizionale completa, comprensiva di analisi granulometrica, chimica e mineralogica, di seguito

descritta.

3.1.1. Granulometria

L'analisi granulometrica, effettuata con il metodo della setacciatura in umido e della sedimentazione

frazionata (Summa, 2000), ha consentito la determinazione delle percentuali in peso delle diverse frazioni

granulometriche che compongono i terreni campionati. Prima di procedere alla separazione

granulometrica, i campioni, prelevati e conservati in sacchetti ermetici, sono stati disgregati con un’azione

meccanica molto blanda, essiccati a temperatura ambiente e sottoposti all'operazione di quartatura, che ha

consentito di prelevare un piccolo quantitativo rappresentativo dell'intero campione.

Per ogni campione sono stati pesati circa 20g, successivamente posti in beaker in 40ml di acqua distillata, e

la soluzione così ottenuta è stata posta in agitazione meccanica per circa 10 ore, per favorire la

disgregazione di tutte le particelle.

La setacciatura in umido è stata utilizzata per la separazione delle frazioni granulometriche di diametro

>63μm. In particolare, mediante l'utilizzo di setacci della serie ASTM, impilati gli uni sugli altri con maglie

dall'apertura decrescente dall'alto verso il basso, sono state recuperate le seguenti frazioni

granulometriche: >2mm; 2-1mm; 1-0,5mm; 0,5-0,25mm; 250-125μm; 125-63μm.

La sedimentazione frazionata è stata utilizzata per separare le particelle di diametro minore di 63μm nelle

seguenti frazioni: 63-32μm; 32-16μm; 16-8μm; 8-4μm; 4-2μm e <2μm. L'analisi è interamente basata

sull'applicazione della legge di Stokes, che permette di correlare la granulometria del sedimento con i tempi

di decantazione del sedimento stesso in una soluzione di acqua distillata alta 10cm, ad una data

temperatura ambientale.
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Dopo aver lasciato il campione in agitazione per qualche minuto e in decantazione per un tempo

prestabilito in base alla legge di Stokes, sono state effettuate le operazioni di sifonamento per eliminare il

surnatante dal beaker. L'operazione di agitazione-decantazione-sifonamento è stata ripetuta finchè il

surnatante non ha assunto una colorazione chiara. Il sedimento depositatosi sul fondo dei beaker è stato

posto in capsule di porcellana sotto cappa a temperatura di essicazione pari a 30-40°C e, una volta essiccato

completamente, recuperato e pesato.

I risultati delle analisi granulometriche eseguite sono riportate in allegato alla presente relazione, nelle

tabelle 1 e 2.

Come si evince dai risultati riportati nelle suddette tabelle, si tratta di terreni prevalentemente grossolani,

in cui prevale la frazione sabbiosa in corrispondenza del livello più superficiale (top soil) e lo scheletro

ghiaioso a maggiore profondità. In entrambi i profili si nota una progressiva diminuzione della frazione

sabbiosa con la profondità, a vantaggio di quella ghiaiosa, mentre la componente più fine limoso-argillosa

risulta costante per tutta la lunghezza dei profili, con una netta predominanza del silt sull’argilla (fig. 3-4).

Fig.3 – Composizione granulometrica dei campioni prelevati dal profilo pedologico S1.
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Fig.4 – Composizione granulometrica dei campioni prelevati dal profilo pedologico S2.

Sulla base dei criteri USDA, il suolo oggetto di studio può essere classificato come franco, tendente al

franco-limoso all’aumentare della profondità (fig.5).

Fig.5 – Classificazione dei suoli sul triangolo tessiturale USDA. In rosso i campioni del profilo pedologico S1 e in azzurro quelli del

profilo S2.
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3.1.2. Mineralogia

Sugli stessi campioni è stata effettuata un’analisi mineralogica qualitativa e semi-quantitativa comprensiva

della determinazione dei minerali argillosi.

Le analisi sono state effettuate con il diffrattometro Rigaku D/MAX-2200/PC in dotazione del Laboratorio di

Geologia Medica e Ambientale del CNR-IMAA, con configurazione "theta-theta", corredato di

monocromatore a cristallo curvo di grafite con le seguenti condizioni strumentali:

-Velocità di scansione: 3sec/step;

-Step -size: 0.02' 2θ

-Spiller: 60 giri/min;

-Tensione: 40 kW;

-Corrente: 30 mA;

-Radiazione Cu kα.

La caratterizzazione mineralogica ha interessato sia i campioni tal quale che la clay fraction.

Prima di essere irradiati, i campioni sono stati sottoposti a diversi trattamenti di natura fisica e chimica

quali essiccamento, frantumazione, quartatura e polverizzazione per i campioni totali, e saturazione con

cationi bivalenti, glicolazione e riscaldamento per la frazione < 2 μm.

Dopo una prima fase di essiccamento sotto cappa ad una temperatura di 30-40°C per alcuni giorni

(Cavalcante e Belviso, 2005), i campioni sono stati disgregati con mortaio e pestello in agata con una blanda

azione meccanica. Successivamente, per ottenere un'aliquota rappresentativa del campione originario, è

stata eseguita l'operazione di quartatura, e circa 50g di campione sono stati polverizzati utilizzando una

giara di agata dotata di dischi concentrici in un polverizzatore meccanico Retsch per circa 7 minuti, fino a

raggiungere la dimensione granulometrica ottimale di 44µm.

Le polveri così ottenute sono state utilizzate per i preparati random, con il metodo delle caricate laterali

(Srodon e Clauer, 2001; Cavalcante e Belviso, 2005), per mantenere una orientazione del campione quanto

più casuale possibile.

Le analisi diffrattometriche sulle polveri <2μm sono state effettuate su preparati orientati mediante il

metodo della sedimentazione di una sospensione su supporto di vetro. Il metodo prevede che una certa

quantità di campione, ottenuto mediante sedimentazione frazionata, venga dispersa in acqua distillata, per

poi depositare 1ml della soluzione così ottenuta su un supporto di vetro (fig. 7b), con una concentrazione

pari a 5mg/cm2 (Lezzerini at al., 1995).
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A tal fine, i campioni sono stati sottoposti a diversi trattamenti chimici, quali saturazione con cloruro di

magnesio (MgCl2), glicolazione per 8 ore, a temperatura di 60°C, e riscaldamento in muffola a 375°C

(Schultz, 1964; Cavalcante et al., 2007).

Ottenuti i diffrattogrammi, si è proceduto, con l'utilizzo del programma di calcolo Winfit,  all'identificazione

dei diversi minerali e alla misura delle aree dei riflessi più intensi (ad eccezione del quarzo, per cui è stato

utilizzato il secondo riflesso per intensità).

Sul campione totale, indifferentemente dalla profondità, le principali fasi mineralogiche individuate sono le

seguenti: serpentino, anfibolo, spinello, olivina, clorite, pirosseno, quarzo, brucite, ossidi e idrossidi di ferro

(ematite e magnetite) e manganese. Nella frazione <2 µm, indifferentemente dalla profondità del

campione, prevale nettamente il serpentino, seguito da clorite e illite, con minime quantità di

interstratificati clorite-smectite.

I caratteri mineralogici dei suoli, riassunti schematicamente nelle tabella 3 e 4 in allegato alla presente

relazione, non presentano differenze significative tra i due profili pedologici considerati.

3.1.3. Chimismo

Un’aliquota di ogni campione di suolo è stata macinata finemente fino a passare completamente al vaglio di

0,2mm. Per la determinazione dei metalli si è solubilizzato integralmente, a caldo, 0.5 g di materiale

impiegando una miscela di 3.8 ml di acido nitrico e 5 ml fluoridrico.

Il cromo esavalente è stato estratto a caldo selettivamente con una soluzione alcalina contenente una

miscela di carbonato e idrossido di sodio rispettivamente 0,28 M e 0,5 M (3 e 2 % p/v) che, durante almeno

un’ora di agitazione a caldo, estrae selettivamente le forme solubili, insolubili e adsorbite di cromo

esavalente presenti.

La possibilità che il cromo trivalente, presente nel campione in quantità nettamente superiore alla forma

esavalente, potesse convertirsi per ossidazione in quest’ultima forma, e’ stata evitata mediante aggiunta di

cloruro di magnesio e tampone fosfato alla soluzione alcalina. La sospensione alcalina e’ stata, infine,

filtrata e, sul filtrato, si è determinato il cromo esavalente.

In entrambi i casi, le soluzioni ottenute sono state analizzate mediante uno Spettrometro di Massa

Accoppiato al Plasma Induttivo (ICP-MS) modello DRCe PerkinElmer.
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Per il carbonio organico/sostanza organica, azoto totale e fosforo assimilabile sono stati adoperati i metodi

descritti nel Decreto Ministeriale del 13/09/1999, Approvazione dei "Metodi ufficiali di analisi chimica del

suolo". Allo stesso decreto si è fatto riferimento per la determinazione del pH dei suoli.

I risultati delle analisi chimiche eseguite sui sei campioni di terreno prelevati in corrispondenza dei profili

pedologici S1 e S2 sono riportati in allegato alla presente relazione nelle tabelle 5 e 6.

Si osserva come i tenori di cromo e nickel nei campioni prelevati siano molto alti, superiori di due ordini di

grandezza rispetto alle concentrazioni medie della crosta continentale superiore e confrontabili alle

concentrazioni di elementi maggiori. Questo fa in modo che tali quantità superino abbondantemente le

concentrazioni soglia di contaminazione (CSC) fissate dalla vigente normativa (D.Lgs. 152/2006), sia per i siti

destinati a verde pubblico, privato e residenziale (CSC(Cr) = 150 mg/kg; CSC(Ni) = 120 mg/kg), sia per quelli

ad uso commerciale ed industriale (CSC(Cr) = 800 mg/kg; CSC(Ni) = 500 mg/kg). Tuttavia, coerentemente

con quanto riportato in letteratura scientifica per suoli analoghi, e sulla base di quanto già riscontrato nel

corso dei progetti di ricerca pregressi condotti nell’area del Pollino, tale contaminazione non è da attribuire

a cause antropiche, bensì alla composizione delle rocce madri serpentinitiche, caratterizzate dalla presenze

di fasi minerali ricche in cromo e nickel (serpentino, magnetite, spinello, pirosseno, minerali argillosi

derivanti dai processi pedogenetici a carico della roccia madre). Il cromo presente nei suoli è costituito

quasi esclusivamente da cromo trivalente.

La sostanza organica, sia come percentuale totale che in termini di C org e N tot., è maggiore in superficie e

tende a diminuire nei campioni prelevati a maggiore profondità. Lo stesso trend si osserva anche per il

fosforo assimilabile

Tutti i campioni presentano valori di pH compresi tra 6.8 e 6.9, il che consente di classificarli come suoli

neutri.

Sugli stessi campioni sono state eseguite analisi finalizzate alla determinazione della disponibilità dei metalli

all’assorbimento radicale delle piante, valutata convenzionalmente sulla base dell’efficacia di specifiche

soluzioni estraenti a rimuovere i metalli dai siti di legame dei colloidi inorganici e organici (Peijnenburg,

2002). Il metodo utilizzato ha previsto l’estrazione dei metalli con una soluzione di acido

dietilentriamminopentacetico (DTPA), calcio cloruro e trietanolammina a pH 7,3. La procedura è quella

proposta da Lindsay e Norwell (1969).

I risultati delle analisi sono riportati in allegato alla presente relazione, in tabella 7 e 8.

Su un’ulteriore aliquota degli stessi campioni sono state effettuate estrazioni sequenziali secondo la

procedura indicata nel protocollo BCR (Community Bureau of Reference) come idonea alla speciazione dei

metalli presenti in sedimenti e suoli (Tessier et al., 1979; Hlavay et al., 2004). Tale procedura si basa su una
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estrazione sequenziale selettiva multi-steps che consente di distinguere, per alcuni metalli pesanti, la

frazione scambiabile e legata ai carbonati, la frazione legata agli ossidi ed idrossidi facilmente riducibili e

quella legata alla sostanza organica, utilizzando diversi reagenti chimici. I costituenti dei minerali silicatici e

di altre fasi accessorie non disgregabili con i reagenti, e non disponibili per la matrice biologica, vengono

dedotti dall’analisi dei residui completamente digeriti con attacco acido.

I risultati delle analisi chimiche effettuate sui diversi estratti, ognuno rappresentativo delle diverse frazioni

sopra citate, sono riportati in allegato alla presente relazione, in tabella 9.

3.2. MATRICE ACQUA E MODELLI SPERIMENTALI DI INTERAZIONE ACQUA-ROCCIA

L’elenco delle acque sorgive campionate ed analizzate, con riferimento sia alle acque di irrigazione in

corrispondenza del sito sperimentale sia alle sorgenti del bacino del torrente Serrapotamo e della sinistra

orografica del fiume Sinni, viene di seguito riportato.

Denominazione Comune

Spilia Fardella

Manche Fardella

Valloni Teana

Celemite Teana

Vallina 1 Calvera

Vallina 2 Calvera

San Nicola Calvera

Mazzarella Carbone

Laccata 1 Carbone

Laccata 2 Carbone

Castagni Carbone

Santo Iorio Carbone

Acqua irrigazione
orto

San Severino
Lucano

Acqua irrigazione
orto, filtrata

San Severino
Lucano

Nell’allegato analitico alla presente relazione, in tabella 10 e 11, per i due diversi campionamenti, vengono

riportati i parametri fisico-chimici misurati in situ contestualmente alle operazioni di campionamento. I

risultati delle analisi chimiche sono, invece, riportate in tabella 12 e 13.
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Un’aliquota dei campioni di suolo prelevati in corrispondenza dei due profili pedologici realizzati nel sito

pilota è stata utilizzata per la predisposizione di n. 24 modelli sperimentali secondo lo schema indicato in

figura 6. Tale schema, rappresentativo dei campioni prelevati nel profilo S1, è ovviamente valido anche per

il profilo S2. In particolare, per ciascun campione, sono state utilizzate quattro aliquote da 200g ciascuna, di

cui due mantenute tal quale ed altre due trattate con l’aggiunta di 1g di NH4NO3 per ognuna, a simulare le

operazioni di concimazione in situ.

Le due aliquote tal quale sono state poi allocate in appositi contenitori e mescolate con 200cc di acqua

distillata e acqua sorgiva. Lo stesso è stato fatto per le due aliquote trattate con NH4NO3, ottenendo quindi

per ogni campione 4 modelli sperimentali. Considerando tre campioni per ogni profilo pedologico, si è,

quindi, giunti a 12 modelli sperimentali per ogni profilo e a 24 modelli complessivi (fig.6).
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Fig. 6 – Diagrammo di flusso illustrante le diverse fasi della procedura di predisposizione in laboratorio dei modelli sperimentali.
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La durata complessiva della sperimentazione è stata di sette mesi, al termine dei quali si è proceduto alle

seguenti operazioni di pre-trattamento ed analisi:

 Separazione solido-liquido mediante siringatura, centrifugazione ed essiccamento.

 Analisi mineralogica sui 24 campioni solidi, con le medesime metodologie e tecniche

precedentemente descritte (tabella 14 in allegato).

 Determinazione di azoto totale, pH, fosforo assimilabile, con le medesime metodologie e tecniche

precedentemente descritte (tabella 15 in allegato).

 Estrazioni mediante DTPA. Secondo la procedura precedentemente descritta (tabella 16 in

allegato).

 Estrazioni sequenziali multi-step secondo il protocollo BCR-701, così come precedentemente

descritto (tabella 17 in allegato).

 Analisi chimica completa sui 24 campioni solidi, secondo la procedura precedentemente descritta

(tabella 15 in allegato).

 Analisi chimica completa sui 24 campioni acquosi, ovvero sulle soluzioni che hanno interagito per

sette mesi con i rispettivi suoli (tabella 18 in allegato).

3.3. MATRICE BIOLOGICA

3.3.1. Analisi chimiche sui prodotti orticoli

Utilizzando la tecnica analitica della spettrometria di massa, su tutti i campioni vegetali è stato effettuato il

dosaggio dei seguenti metalli pesanti: cadmio, cromo, rame, nickel, piombo e zinco, con la determinazione

del cromo esavalente. Le metodiche utilizzate sono le stesse di quelle descritte per i suoli, con la sola

differenza che il metodo per il dosaggio dei metalli è stato adattato alle necessità strumentali ed alla

minore concentrazione di metalli, impiegando un cocktail formato da 8 ml di acido nitrico, 1,5 ml di acqua

ossigenata e 0,5 ml di acido fluoridrico per 0,5 g di campione essiccato, oppure 2-3 g di prodotto fresco. I

risultati sono riferiti a quello essiccato.

I risultati di tali analisi, riportate in tabella 18, mostrano come il metallo più abbondante sia mediamente lo

zinco, con quantità particolarmente elevate nell’asparago (105.4 mg/kg). Il rame risulta invece

particolarmente abbondante nella lattuga (72.8 mg/kg). Cadmio e piombo sono i metalli presenti in
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quantità più basse. I campioni su cui sono state rilevate le quantità maggiori sono quelli di lattuga (sia

cadmio che piombo) e rucola (cadmio).

Per quanto riguarda il cromo, gli ortaggi che ne presentano le maggiori quantità sono finocchio (25.05

mg/kg), cetriolo (13.3 mg/kg) e peperone (12.5 mg/kg). La fragola, invece, ne risulta del tutto priva. Il

cromo è presente prevalentemente nella sua forma trivalente, dal momento che il dosaggio del cromo

esavalente ha indicato per tutti gli ortaggi analizzati concentrazioni inferiori al limite di rilevabilità

strumentale. Il finocchio risulta anche l’ortaggio più ricco in nickel (26.28 mg/kg).

3.3.2. Prove in vivo su vicia faba

La sperimentazione riguardante i test di fito e genotossicità ha avuto inizio il 26/09/2014.

I test hanno previsto l’allestimento di vaschette di alluminio contenenti ciascuna un’aliquota di uno dei

suoli campionati (250 gr), sulla quale sono stati lasciati germinare 25 semi di Vicia faba. Per ciascuna

tipologia di suolo campionato sono state allestite due tesi, una delle quali ha previsto che i semi fossero

irrigati con 50 ml acqua locale, e l’altra che fossero irrigati con 50 ml di acqua distillata. Allo stesso modo,

sono state allestite altre 2 tesi che prevedevano però l’utilizzo di sabbia di quarzo inerte, anziché suolo. In

totale, quindi, sono state allestite otto tesi differenti (fig. 7). Ogni prova è stata effettuata in triplo.

Acqua locale Acqua distillata

Sabbia Sabbia + Acqua locale Sabbia + Acqua distillata

Suolo 1 Suolo 1 + Acqua locale Suolo 1 + Acqua distillata

Suolo 2 Suolo 2 + Acqua locale Suolo 2 + Acqua distillata

Suolo 3 Suolo 3 + Acqua locale Suolo 3 + Acqua distillata

Fig. 7 - Schema delle tesi proposte.

Le vaschette sono state quindi coperte da parafilm forato e i semi lasciati germinare per 5 giorni a

temperatura e umidità controllate  (21°C ±1°C).

Il quinto giorno d’incubazione i semi sono stati prelevati per eseguire i test di fitotossicità ed il test di

genotossicità (test del micronucleo).

Per la valutazione della fitotossicità sono state misurate le lunghezze delle radici primarie e presa nota del

numero di semi germinati per il calcolo della percentuale di germinazione (Correa et al, 2000):
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(numero dei semi germinati/numero dei semi totali utilizzati per il test)*100

È stata effettuata anche la stima dell’indice di germinazione %, che prende in considerazione, oltre

all’allungamento della radice primaria, anche il numero dei semi germinati:

(media lunghezza radice primaria campione)*numero semi germinati campione *100

(media lunghezza radice primaria controllo)*numero semi germinati controllo

Questo valore si è dimostrato essere un parametro molto sensibile nel rilevare la tossicità di un potenziale

tossico, in quanto riesce a rilevare sia i bassi livelli di tossicità, che colpiscono soprattutto la crescita

radicale, sia la tossicità più elevata, che colpisce in particolar modo la germinazione dei semi (Zucconi et al.,

1981).

Per il test dei micronuclei è stato utilizzato come riferimento il protocollo di (De Marco et al., 1990).

Gli apici radicali sono stati recisi e conservati in una soluzione di acido acetico-etanolo (1:3) a 4 °C.

Il giorno successivo gli apici radicali sono stati idrolizzati con acido cloridrico (37%) 1N per 8 minuti a 60 °C.

Successivamente, alle radici è stato aggiunto il reattivo di Schiff, un colorante costituito da fucsina basica

solforata che colora il DNA. In seguito, la parte dell’apice contenente il meristema è stata recisa con una

lama sterile, posti su dei vetrini e coperti dal vetrino coprioggetto, per essere schiacciati fino ad ottenere un

monostrato cellulare. La conta delle cellule micronucleate è stata effettuata al microscopio ottico con

ingrandimento 40x. Sono state osservate almeno 15000 cellule per ogni campione (15 apici radicali per

campione, 1000 cellule per apice).

I risultati sono stati espressi come frequenza % di micronuclei:

(numero delle cellule micronucleate /numero totale delle cellule)*100

Fig.8 - Cellula micronucleata dell’apice radicale di V. faba.
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Tutti i dati sono stati sottoposti ad analisi statistica utilizzando il Pacchetto software SPSS. L'eterogeneità

dei risultati tra le differenti tesi sperimentali è valutata attraverso l'analisi della Varianza a due vie (ANOVA)

con un livello di significatività pari al 95% (p<0.05) seguito da test di Dunnett.

3.3.2.1 Fitotossicità

Da un primo dato ottenuto, si osserva che per ciascuna tipologia di suolo e per la sabbia di quarzo  il

numero dei semi germinati è statisticamente simile tra la tesi irrigata con acqua contenete Cr esavalente e

quella irrigata con acqua distillata (fig. 9).

Fig.9 - Percentuale di germinazione

Osservando i dati ottenuti soltanto dalle due tesi “Sabbia”, concentriamo l’attenzione sul potenziale effetto

fitotossico dell’acqua contaminata, al netto dell’influenza dei suoli. Dalla Figura 2 (test di fitotossicità e

indice di germinazione) si osserva che non c’è nessuna differenza significativa tra i risultati ottenuti dai

campioni irrigati con acqua distillata e quelli ottenuti dai campioni irrigati con acqua contaminata. Ciò sta a

dimostrare che, su un substrato inerte quale la sabbia di quarzo, la potenziale fitotossicità del cromo

contenuto dell’acqua locale campionata non è sufficiente per manifestarsi in Vicia faba (fig. 10).

Fig. 10 - Grafici di fitotossicità e dell’indice di germinazione ottenuti dai semi cresciuti in sabbia ed irrigati con acqua distillata e
acqua campionata contenente cromo. Il colore nero sta a significare che il campione in questione è stato utilizzato come controllo
nel calcolo degli indici e nell’esame statistico.
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Allo stesso tempo, osservando il parametro della fitotossicità e l’indice di germinazione delle tesi “Suolo 1”,

“Suolo2” in confronto alle due tesi “Sabbia” utilizzate come controllo negativo (fig. 11), concentriamo

l’attenzione sui possibili effetti causati dal cromo contenuto in un suolo serpentinitico. Non soltanto non si

osservano effetti fitotossici nei semi cresciuti nei suoli, ma contrariamente appare un significativo aumento

del numero di semi germinati e della lunghezza media della radice primaria.  Probabilmente l’effetto che ha

portato all’incremento di questi valori è imputabile alla stessa natura fertile di un suolo, rispetto ad una

sabbia che è inerte e priva di micro e macronutrienti. Questa supposizione è confermata dal fatto che e lo

stesso effetto si riscontra anche nella tesi “Suolo3” , che si tratta di un suolo privo di serpentinite e quindi

presumibilmente povera in cromo. Anche in questo caso ciò sta a dimostrare che il potenziale fitotossico

del cromo contenuto in suoli serpentinitici sembra non essere sufficientemente alto da manifestarsi in Vicia

faba.

Tuttavia, osservando sempre la figura 11, si nota che l’indice di germinazione ottenuto nella tesi “Suolo 1”

non è aumentato significativamente rispetto a quello ottenuto dalla tesi “Sabbia”. Il Suolo 1 ricordiamo

essere un suolo serpentinitico adibito ad uso agricolo. È possibile che la perdita di questo effetto rispetto ai

campioni “Suolo 2” e “Suolo 3” sia legata allo sfruttamento prolungato delle risorse che generalmente si

riscontra in un terreno agricolo.

Fig. 11 - Grafici di fitotossicità e dell’indice di germinazione ottenuto dai semi cresciuti sui suoli ed in sabbia ed irrigati con acqua
distillata e acqua campionata contenente cromo. Il colore nero sta a significare che il campione in questione è stato utilizzato come
controllo nel calcolo degli indici e nell’esame statistico.
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A questo punto l’attenzione si è concentrata sulle diverse tipologie di suolo. Dalla figura 12 si evince che

non ci sono particolari differenze significative tra gli effetti fitotossici provocati da diverse tipologie di suolo.

Ciò sta a dimostrare che né la natura serpentinitica di un suolo, né il grado di sfruttamento e lavorazione

dei suoli agrari, sono in grado di provocare effetti fitotossici evidenti in Vicia faba.

Fig. 12 - Grafici di fitotossicità ottenuto dai semi cresciuti sui suoli campionati irrigati con acqua distillata e acqua campionata
contenente cromo. Le lettere a e b stanno ad indicare una differenza statisticamente significativa tra i campioni.

3.3.2.2. Genotossicità

In questo esperimento non è stata riscontrata alcuna differenza significativa nella comparsa dei

micronuclei, e quindi nessun danno permanente al DNA, essendo stati rinvenuti con una frequenza

prossima allo zero per ogni tesi (fig. 13).

Fig. 13 - Frequenza % dei micronuclei calcolata per ogni tesi.
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3.3.3. Prove in vitro su linee cellulari (HepG2)

Studio di  nuovi marcatori molecolari di esposizione al Cromo attraverso  analisi in vitro (linee cellulari): test

genotossicità e analisi dei profili di espressione dei microRNA. E’ stato studiato l’effetto del Cromo su linee

cellulari del carcinoma epatico umano HepG2.

Sebbene il cromo è stato oggetto di importanti ricerche tossicologiche, non esiste  un adeguato modello in

vitro per comprendere il meccanismo alla base di effetti citotossici, stress ossidativo, e danno al DNA. Vi è

anche una scarsità di dati scientifici relativa alla sua tossicità in sistemi in vitro (Patlolla et al., 2009).

Pertanto, nell’ambito del progetto è stato intrapreso uno studio al fine di approfondire i meccanismi che

sono alla base del danno al DNA e stress ossidativo in cellule HepG2 esposte a cromo esavalente.

Questa proposta sperimentale ha come obiettivo quello di supportare l’idea che il danno al DNA possa

essere utilizzato come biomarcatore di esposizione.

Anche l’analisi dei profili di espressione dei micro RNA può dare indicazioni utili al fine di sviluppare

indicatori precoci di esposizione a Cromo.

3.3.4. Preparazione e allestimento della prova

Per studiare gli effetti citotossici e genotossici del Cr(VI), in accordo da Patlolla et al. (2009), è stata

utilizzata una linea cellulare di carcinoma epatico umano, HepG2 (Sigma Aldrich).

Le cellule appartenenti a questa linea crescono adese in terreno di coltura Dulbecco's Modification of

Minimum Essential Medium (DMEM- Sigma Aldrich), complementato con siero fetale bovino (FCS) al 10%,

Glutamina 100X e Penicillina/Streptomicina (Sigma Aldrich). Le HepG2 sono cellule che crescono adese al

fondo della fiasca fino ad occupare l'intera superficie disponibile: questo stadio si definisce "coltura

confluente". A confluenza la crescita si arresta e le cellule devono essere trasferite in nuove piastre per

evitare che vengano favoriti eventuali mutanti capaci di crescere a multistrato. Per il trasferimento è

necessario staccare le cellule dal fondo della piastra con una soluzione di acido etilen diamino tetraacetico

(EDTA, 200 mg/l) e tripsina (500 mg/l), previo lavaggio con tampone fosfato (PBS), necessario a rimuovere

completamente il siero e i cationi bivalenti presenti nel terreno. L'EDTA chela gli ioni calcio e magnesio,

indispensabili all'adesione, mentre la tripsina degrada le proteine della matrice che mantengono le cellule

aderenti. Una volta ottenuto il distacco delle cellule, l'azione della tripsina e dell'EDTA viene neutralizzata

con l'aggiunta di terreno completo che contiene sia un eccesso di ioni calcio che inibitori specifici della

tripsina (contenuti nel siero). Le cellule vengono quindi seminate in nuove fiasche e fatte crescere per il

tempo necessario. Le cellule sono state mantenute in incubatore a 37°C e in un’atmosfera arricchita di CO2

al 5%.

Le cellule sono state seminate in numero uguale nei pozzetti delle piastre di coltura allo scopo di procedere

alla elaborazione di curve di crescita relative sia alle cellule di controllo che alle cellule trattate.
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3.3.5. Esposizione a Cr(VI)

Sono state preparate le soluzioni di terreno con soluzioni di Potassio Cromato (10g/L- Sigma Aldrich) a

diverse concentrazioni (2 e 4 µM a 24 e 144h). Data l’elevata mortalità riscontrata dopo l’esposizione alle

concentrazioni più elevate e ai tempi di esposizioni più lunghi, si è deciso di abbassare le concentrazioni da

testare a 0.5 e 1 µM per 24 h.

Sono state predisposte tre piastre Costar, due per l’estrazione dell’RNA per lo studio dei microRNA e l’altra

per l’esecuzione del test della Cometa, seminando, dopo conta con camera di Burker, circa 700.000 cellule.

L’esperimento è stato ripetuto tre volte.

Le cellule sono state contate al microscopio, con camera di Burker. Si procede poi al calcolo poi il numero di

cellule per mL secondo la formula:

n°cellule contate   :   6   x   10.000    x    fattore di diluizione

Moltiplicando il numero delle cellule ottenuto per gli mL totali di terreno contenete le cellule raccolte si

ottiene il numero di cellule disponibili. Dopo centrifugazione si risospende il pellet di cellule in modo da

ottenere la prestabilita quantità di cellule per mL.

3.3.6. Test della Cometa

Trascorso il tempo prestabilito si è proceduto alla conta delle cellule trattate e di controllo. E’ stato

utilizzato il kit commerciale della Fpg FLARE TM Assay Kit-TREVIGEN. Risultati ottimali sono stati ottenuti con

400-800 cellule per area di campione dei vetrini. Usando 40 µl di una sospensione cellulare di 1.105 cellule

per ml combinata con 400 µl di LM agarosio si ottiene la corretta concentrazione di agarosio e densità

cellulare.

IL protocollo utilizza condizioni alcaline per l’elettroforesi, che evidenziano rotture a singolo e doppio

filamento e siti purinici e apurinici. Mentre le condizioni neutre permettono, infatti, la determinazione delle

doppie rotture al filamento di DNA (Klaude et al., 1996), le condizioni di media alcalinità (pH> 12,3)

permettono di evidenziare le singole rotture (Singh et al.,1988), e  condizioni di forte alcalinità (pH>13)

rendono evidenti anche i siti alcali liberi (Collins et al., 1997).

Il protocollo del kit è stato seguito senza apportare sostanziali modifiche. L’esperimento è stato ripetuto tre

volte.

Parallelamente al test della cometa classico è stato eseguito il test con uno step addizionale utilizzando

un’endonucleasi, formamidopirimidine glicosilasi (FPG) fornita nel kit. Tale enzima è isolato da batteri che

contengono plasmidi che sovraesprimono tali enzimi.
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La FPG riconosce le purine alterate, in particolare il prodotto di ossidazione dell’8-ossiguanina e dell’8-

ossiadenina e anche le formammidopirimidine (che sono forme ad anello aperte della guanina e

dell’adenina). Rilascia la base dal suo deossiribosio attraverso un attacco nucleofilico al C1 del deossiribosio.

Come altre glicosilasi, può rompere la catena del polinucleotide al 3’ o al 5’ del deossiribosio attraverso una

β/d-eliminazione. L’idrolisi finale permette il rilascio dell’enzima dal deossiribosio sia dopo il primo step sia

dopo la rottura della catena di tale zucchero.

Questa metodica complementare permette di identificare oltre a tali specifiche lesioni al DNA anche la

cinetica del riparo del DNA. In particolare con l’utilizzo di tale enzima può essere studiata la capacità

cellulo-specifica di rimuovere tali rotture. Ne risulta che a stadi precoci si può rilevare un danno maggiore

mentre negli stadi più tardivi si può monitorare l’andamento del riparo.

Per quanto riguarda il test condotto utilizzando l’enzima di riparo sono state allestite due prove in

triplicato. In ogni prova i campioni sono stati trattati con enzima indiluito (500 U/150 μl), con

concentrazione dimezzata dell’enzima (250 U/150 μl) e con Buffer di diluizione senza enzima, come

controllo interno per 30 minuti.

In seguito alla colorazione dei vetrini con Bromuro d’Etidio e alla fissazione con etanolo (70% e 96%) si è

proceduto all’analisi dei vetrini con microscopio a fluorescenza. La migrazione del DNA è stata determinata

utilizzando un sistema di analisi d’immagini (Komet 5.5). Per ogni cometa sono stati acquisiti diversi

parametri: area della cellula, lunghezza della cometa, lunghezza della testa, lunghezza della coda, il

momento della coda (lunghezza della coda per percentuale DNA migrato diviso 100), momento della

cometa, fluorescenza della cometa, fluorescenza della testa, fluorescenza della coda. Sono utilizzati quali

parametri del danno al DNA, la percentuale del DNA migrato (F.T/F tot), il Tail-M e il Comet L. La

significatività dei diversi trattamenti rispetto ai controlli è stata valutata attraverso l’analisi della varianza

ad una via (ANOVA) e le medie sono state confrontate utilizzando il test di Dunnett (p<0.05).

In questo studio abbiamo analizzato il potenziale genotossico di Cr (VI) nella linea cellulare HepG2.

Sono stati effettuate delle prove per individuare delle concentrazioni subletali. I risultati del test della

cometa dimostrano che il Cr (VI) induce un effetto citotossico alle concentrazioni più elevate (2 e 4 µM) e al

tempo di esposizione più lungo (144 h). In seguito è stato scelto un range di concentrazioni più basso (0.5 e

1 µM) per cui si è evidenziato un danno al DNA significativo solo alla concentrazioni di 1 µM dopo 24h di

esposizione.

Per quanto riguarda il test con endonucleasi una sola prova ha fornito risultati valutabili. Risultati

significativi si sono ottenuti nei campioni trattati con Cr(VI) alla concentrazione di 1µM dopo incubazione

con Fpg 250U/ µl. Ulteriori studi sono necessari per standardizzare la metodica, in particolare risulta

necessario individuare i parametri ottimali (tempo di esposizione e concentrazione dell’enzima) per
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xenobiotico oggetto dello studio deve essere tale che i parametri di danno del test della cometa (% di DNA

nella coda o Tail Moment) in assenza di FPG siano significativamente inferiori a quella delle cellule esposte

a FPG.
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3.3.7. Analisi dell’espressione dei microRNA

Estrazione dell’RNA da coltura cellulare
Per l’estrazione dell’RNA totale è stato utilizzato il kit commerciale MiRVana (AMBIONTM) seguendo la

procedura specifica per l’estrazione da cellule aderenti riportata nel protocollo allegato. Il materiale

estratto è stato quantificato tramite Nanofotometro UV/Vis (IMPLEMEN).

Megaplex RT

L’RNA estratto è stato in seguito retrotrascritto utilizzando il Taqman Megaplex RT kit (Thermo Fisher

Scientific) e i primers relativi ai due pools di microRNA umani (Megaplex™ RT Primers, Human Pool A/Pool

B) seguendo il profilo termico indicato nel protocollo allegato al kit.

Preamplificazione

In seguito si procede ad una preamplificazione del cDNA, step necessario quando si ha una concentrazione

di RNA totale inferiore a 35 ng, quindi compresa tra 1-35 ng.

E’ stato utilizzato la TaqMan® PreAmp Master Mix e i Megaplex™ PreAmp Primers, Human Pool A/Pool B. I

campioni infine sono stati diluiti aggiungendo 75 µL di H2O nucleasi free.

Real time PCR

Per l’amplificazione del cDNA sono state utilizzate le TaqMan® Array Human MicroRNA A/B che contengono

384 TaqMan® MicroRNA Assays che permettono la quantificazione di 377 microRNAs umani. E’ stato

utilizzato lo strumento della Thermo Fisher Scientific, 7900HT Fast Real-Time PCR System.

I dati relativi all’amplificazione sono stati normalizzati utilizzando il software RQ Manager.

Fig. 15 - Distribuzione della qualità dei dati
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Nel grafico 1 si vede, campione per campione, il numero dei microRNA che lo strumento non è riuscito a

quantificare. Si evidenzia come la replica 2 è quella con la qualità di dati peggiore. Sono stati scartati quindi

tutti quei miRNA con il flag di "undetermined" e tutti quelli con poca variazione tra trattamenti rimanendo

con un subset di 97 miRNA da testare statisticamente.

Fig. 16 - Density plot.

Con il density plot vediamo la distribuzione dei Ct nei campioni normalizzati: se le curve fossero state tutte

identiche e sovrapposte questo avrebbe voluto dire che il trattamento con il Cr non avrebbe indotto alcun

cambiamento di espressione dei microRNA. In realtà le curve hanno un bel movimento quindi dimostrano

che si verifica un cambiamento nel profilo di espressione dei microRNA.
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Fig. 17 - Fold change dei cambiamenti di espressione dei microRNA a 0.5 µM.

Fig. 18 - Fold change dei cambiamenti di espressione dei microRNA a 1 µM.

Nei grafici in figura 17 e 18 vengono plottati i fold change dei cambiamenti dei profili di espressione dei

MicroRNA in seguito ai diversi trattamenti. Il test ANOVA non ha individato adjusted p-values

statitsticamente significativi (sicuramente per via della seconda replica da ripetere). Comunque è chiaro dal

plot, mediando i Fold change, che si producono cambiamenti nei profili di espressione dei microRNA in

seguito all’esposizione con  Cromo esavalente rispetto ai controlli.



30

Fig. 19 - Heatmap dei campioni delle prime due repliche.

Nella heatmap in figura 19  è interessante notare come, togliendo la terza replica biologica, in cui sembra

che i trattamenti con Cromo non abbiano avuto effetto, i campioni della prima e seconda replica biologica

clusterizzano tra loro coerentemente e con effetto dose dipendente. Risulta quindi di interesse ripetere gli

esperimenti, secondo opportune modifiche del protocollo, per poter vedere cambiare dei profili dei

microRNA in modo statisticamente significativo.
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4. MONITORAGGIO BIOLOGICO DELLA POPOLAZIONE RESIDENTE

I questionari sono stati somministrati ai residenti nel comune di San Severino Lucano, equamente distribuiti

tra il centro e la frazione di Mezzana. Nei questionari sono stati proposti diversi quesiti finalizzati ad

acquisire informazioni circa le abitudini alimentari, la sussistenza di particolari malattie (con particolare

attenzione rivolta alla calcolosi), l’esposizione a metalli ed altre abitudini di vita (es. fumo, attuale e/o

pregresso).

Ferma restando la necessità di approfondire tale studio, acquisendo una casistica statisticamente più

rappresentativa, i primi dati a disposizione hanno comunque consentito di effettuare una serie di

considerazioni preliminari utili ad orientare meglio il prosieguo delle attività di studio e ricerca nell’area

d’interesse.

Il grafico in figura 20 evidenzia come nell’area pilota sia consuetudine molto diffusa quella di consumare

vegetali di origine locale, coltivati in orti della zona. La quasi totalità degli intervistati (35 su 40) ha anche

fornito un’indicazione sufficientemente precisa dell’ubicazione degli orti di provenienza dei prodotti

consumati (fig. 21), permettendo di evincere una certa predominanza di San Severino Lucano rispetto a

Mezzana (63% e 37% rispettivamente). Questo si giustifica alla luce del fatto che alcuni degli intervistati

residenti a Mezzana hanno dichiarato di consumare prodotti orticoli provenienti dall’area di San Severino.

Fig. 20 – Grafico a torta illustrante come una netta maggioranza del campione intervistato abbia dichiarato di consumare alimenti

vegetali di origine locale.
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Fig. 21 – Gli alimenti vegetali consumati dal campione intervistato provengono prevalentemente da orti ubicati in prossimità di San

Severino Lucano.

Il grafico in figura 22, oltre a fornire ulteriori indicazioni circa le abitudini alimentari del campione

intervistato (la patata risulta essere il prodotto orticolo maggiormente consumato, seguito da lattuga,

pomodoro e legumi), evidenzia come tali abitudini non si discostino in maniera significativa tra i soggetti

interessati o meno da calcolosi, ad eccezione di un minor utilizzo di lattuga e un maggiore consumo di

frutta nei soggetti “sani”. La lattuga è uno dei vegetali su cui sono state effettuate le analisi chimiche

finalizzate al dosaggio di alcuni metalli pesanti d’interesse, ed è risultato il più ricco in rame e piombo ed

uno dei più ricchi in cromo totale e cadmio.

Fig. 22 – Gli alimenti vegetali consumati dal campione intervistato, in ordine decrescente di frequenza e distinti tra soggetti affetti o

meno da calcolosi.

Limitatamente al campione intervistato, l’utilizzo di fontane pubbliche quali fonti di approvvigionamento di

acqua potabile risulta essere nullo. Il grafico in figura 23 evidenzia come venga privilegiata, a tali scopi,

l’acqua di rubinetto (a Mezzana) e l’acqua minerale (a San Severino Lucano).
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Fig. 23 – Diagramma di frequenza illustrante i  consumi di acqua a scopo potabile limitatamente al campione intervistato.

Le acque sotterranee locali, attraverso pozzi privati e sorgenti naturali, sembrano quindi essere utilizzate

dalla popolazione locale prevalentemente a scopo irriguo. Si ritiene, tuttavia, necessario, a tal proposito,

ulteriori approfondimenti attraverso la somministrazione di ulteriori questionari e l’ampliamento della

popolazione campione.

5. CONCLUSIONI

I suoli del sito pilota sono prevalentemente grossolani, con una prevalenza della frazione sabbiosa in

corrispondenza del livello più superficiale (top soil) e di quella ghiaiosa a maggiore profondità, mentre, la

clay fraction si attesta su percentali generalmente molto basse. Ciò indica un grado di alterazione chimico-

fisica mediamente basso, e comunque più intenso in corrispondenza degli orizzonti più superficiali, con una

maggiore intensità dei processi di weathering in grado di incrementare la mobilità geochimica. La

paragenesi mineralogica prevalente è caratterizzata da una netta predominanza di minerali del gruppo del

serpentino, cui si accompagnano anfiboli, pirosseni, olivina, spinello, ossidi e idrossidi di ferro, manganese e

magnesio (ematite, magnetite, brucite). Sono presenti anche quarzo, clorite, illite e tracce di interstratificati

clorite-smectite. Le concentrazioni di cromo e nickel sono molto alte, compatibilmente con le fasi

mineralogiche osservate, e risultano essere superiori alle concentrazioni soglia di contaminazione fissate

dalla normativa vigente per i suoli, considerando sia i valori relativi ai siti ad uso verde pubblico, privato e

residenziale che quelli meno restrittivi dei siti ad uso commerciale e industriale.
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Inoltre, le acque sorgive utilizzate per l’irrigazione delle colture nel sito pilota di San Severino Lucano

mostrano, coerentemente con quanto riscontrato nel corso delle attività di ricerca pregresse condotte nella

zona, concentrazioni piuttosto elevate di cromo totale, che rimangono tuttavia abbondantemente inferiori

alla concentrazione soglia di contaminazione. Quasi tutto il cromo in soluzione è presente, però, nella sua

forma esavalente, cosa abbondantemente riscontrata anche in letteratura scientifica per contesti geologici

analoghi a quelli in oggetto di studio, e questo fa in modo che tali acque superino la concentrazione soglia

di contaminazione fissata dalla normativa vigente per il cromo esavalente, pari a soli 5 µg/L.

Per quanto riguarda i vegetali coltivati nell’area pilota, i risultati delle analisi chimiche hanno mostrato

come il metallo più abbondante sia lo zinco, con quantità particolarmente elevate nell’asparago. Il rame

risulta più abbondante nella lattuga rispetto alla concentrazione media nei vegetali testati. Cadmio e

piombo sono i metalli presenti in quantità più basse. I campioni su cui sono state rilevate le quantità

maggiori sono quelli di lattuga (sia cadmio che piombo) e rucola (cadmio).

Per quanto riguarda il cromo, esso è presente nella matrice vegetale prevalentemente nella sua forma

trivalente. I vegetali caratterizzati dalle concentrazioni più alte sono finocchio, cetriolo e peperone, mentre

la fragola ne risulta del tutto priva. Il finocchio risulta anche l’ortaggio più ricco in nickel (26.28 mg/kg).

Mediamente, le concentrazioni di cromo e nickel nei vegetali testati risultano essere piuttosto elevati

rispetto ai valori caratteristici dei medesimi ortaggi riscontrabili in letteratura, a dimostrazione del fatto che

tali metalli, presenti in grande quantità nei suoli di San Severino Lucano e nelle acque utilizzate a scopo

irriguo, sono in grado di passare con una certa facilità nella matrice vegetale. Da sottolineare come i

vegetali testati siano in gran parte utilizzati a scopo alimentare e che l’analisi dei questionari somministrati

indichi un largo utilizzo, da parte della popolazione residente, di ortaggi di origine locale. Per valutare se

tale consumo possa effettivamente rappresentare un rischio per la salute umana sarà, tuttavia, necessario

un prosieguo delle attività di studio e ricerca che consentano di valutare la capacità di migrazione di tali

metalli dagli alimenti all’uomo e le relative modalità (in termini di speciazione, soprattutto per quanto

riguarda il cromo, e di assimilazione ed accumulo degli stessi). Nell’ambito di tali valutazioni, sarà

necessario considerare anche la possibilità concreta che questi accumuli di cromo e nickel nella matrice

vegetale interessino non soltanto le orticolture, ma anche la vegetazione spontanea. Il consumo di alimenti

animali di origine prettamente locale (es. uova, latte, formaggi), anch’essa abbastanza diffusa nell’area di

studio sulla base di quanto emerso dai questionari, potrebbe infatti a sua volta contribuire all’assimilazione

di cromo e nickel attraverso la catena alimentare.

Dai risultati di fito e genotossicità ottenuti nella fase preliminare sembra evidente che la tossicità del cromo

contenuto sia nei suoli che nell’acqua campionati non sia sufficiente ad indurre effetti rilevabili con i test in
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vivo su Vicia faba. Probabilmente la composizione geochimica dei suoli e i processi naturali quali l'attività

microbica e i processi biochimici nelle piante potrebbero influenzare la tossicità di cromo (VI).

Sebbene il cromo è stato oggetto di importanti ricerche tossicologiche, non esiste  un adeguato modello in

vitro per comprendere il meccanismo alla base di effetti citotossici, stress ossidativo, e danno al DNA. Vi è

anche una scarsità di dati scientifici relativa alla sua tossicità in sistemi in vitro (Patlolla et al., 2009).

Pertanto, nell’ambito del progetto è stato intrapreso uno studio al fine di approfondire i meccanismi che

sono alla base del danno al DNA e stress ossidativo in cellule HepG2 esposte a cromo esavalente. I test

condotti su tali linee cellulari hanno mostrato l’elevata citotossicità del Cr(VI) che ha indotto morte cellulare

ad elevate concentrazioni (2-4 µM) e un danno al DNA significativo a concentrazioni sub letali (0.5-1 µM).

In particolare risulta di particolare rilevanza la concentrazione di 1 µM  a cui sono state esposte le cellule

per un tempo di 24 h, e che può essere utilizzato come valore soglia di indicazione del danno da

esposizione.

L’esposizione a cromo esavalente di cellule HepG2 induce una modifica nei profili di espressione dei

microRNA. Infatti, al fine di individuare nuovi marcatori molecolari di esposizione di Cr (VI), sono stati

studiati i profili di espressione dei microRNA in cellule HepG2 esposte a cromo esavalente. L’analisi ha

evidenziato come il cromo esavalente alle due concentrazioni testate produca cambiamenti interessanti nei

profili di espressione di microRNA . Non è stato possibile al momento identificare microRNA da considerare

come biomarcatori di esposizione per via di una replica non utilizzabile nell’analisi statistica e quindi da

ripetere. Importante comunque notare come l’esposizione a cromo esavalente provochi una modifica

dell’espressione dei microRNA nella cellula, che probabilmente sono coinvolti nella risposta alla sostanza

tossica. La ripetizione di un ulteriore replica biologica, tutt’ora in corso, potrà fornire risultati significati

dell’esperimento. Per quanto riguarda invece gli aspetti di tossicità del cromo nell’ambiente, allo scopo di

valutare gli effetti diretti di tossicità del contaminante, al netto delle matrici ambientali e delle interazioni

che esse hanno con il metallo e che ne influenzano la biodisponibiltà, proseguiranno gli studi relativi ai test

di fitotossicità e genotossicità su piante di Vicia faba lasciate crescere su sabbia di quarzo ed irrigate con un

soluzioni a concentrazioni prestabilite di Cromo (III) e Cromo (VI) a diverse concentrazioni. Diversi autori

sostengono che nella tossicità del cromo (VI) siano implicate le specie reattive dell'ossigeno (ROS) e che la

loro formazione sia il meccanismo molecolare comune del Cr (VI) attraverso il quale induca tossicità e

danno cellulare (Patlolla et al. 2009). Secondo questa ipotesi, il cromo (VI) in sé non è un agente citotossico

ma piuttosto un generatore di radicali liberi dell’ossigeno attraverso la sua riduzione cellulare.  Allo scopo di

approfondire i meccanismi relativi allo stress ossidativo sarà di nostro interesse effettuare nuovi studi con

le specifiche endonucleasi già testate ma che al momento non hanno dato risultati significativi.
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Nelle linee delle nuove attività di ricerca si prevede anche di studiare e approfondire l'aspetto della

epimutagenesi, in particolare studiare le epimutazioni e le modifiche che avvengono a livello cellulare a

causa dei cambiamenti molecolari indotti dal cromo al fine di sviluppare strategie preventive e terapeutiche

nell’uomo.

Le modifiche epigenetiche del DNA, degli istoni e dei microRNA determinano il profilo di espressione genica

di una cellula, che è principalmente di natura tessuto-specifica. La disregolazione in questo profilo

epigenetico normale può portare a diversi esiti dalla malattia della cellula ad uno sviluppo anormale, alla

proliferazione o alla morte cellulare. Nell’uomo esposto a composti tossici quali l’arsenico, sono stati

osservati esiti negativi gravi a volte attribuibili ad una disregolazione del profilo epigenetico e a schemi di

espressione genica anormale (S. Paul et al. 2015).
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