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[La fitorimediazione

B [a fitorimediazione € una nuova biotecnologia che
fa uso di piante superiori per 1l trattamento 1n situ
di suoli, sedimenti e acque contaminati.

B E’ applicabile a sostanze organiche, nutrienti,
radionuclidi o inquinanti metallici, accessibili alle
radici delle piante

B Attraverso la fitorimediazione, 1 contaminanti
posSsono essere sequestrati, degradati,
immobilizzati o metabolizzati



Le piante incorporano molecole
nei tessuti (lignificazione)

Le piante
traspirano

Le piante
assorbono
metalli ¥

Le radici crescono anche in
acqua

Le piante usano
gli inquinanti
come nutrienti

Le piante tollerano
alte concentrazioni
di composti tossici

Le radici stabilizzano e legano
sostanze chimiche

Le radici rilasciano
sostanze naturali
come nutrienti per |
microrganismi




Tecnologie per la fitorimediazione

B Diverse tecnologie di fitorimediazione, basate su
diversi processi biologici, sono state sviluppate:

1. Fitotrasformazione

2. Biorimediazione nella rizosfera
3. Fitostabilizzazione

4. Fitoestrazione

5. Fitovolatilizzazione



1. Fitotrasformazione

Transpired
Water

Explanation
'Eﬁ’f & Organic Contaminant
@ Organic Taken Up into Plant Tissue
By Intermediate Compound

&, Organic Incorporated into Biomass

,."‘I \ " Remediated
Impacted ~ Remediated Rhizosphere
Groundwater Groundwater Soail

II
Impacted Soil

B [e sostanze organiche possono essere adsorbite alle
radici, assunte, traslocate, trasformate nel metabolismo e
volatilizzate



2. Bioremediazione nella rizosfera
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La rimediazione nella rizosfera richiede che 1 contaminanti siano associati
alla radice

Le sostanze idrofobiche vengono fortemente adsorbite, ma possono anche
essere trasformate da enzimi vegetali o microbici



3. Fitostabilizzazione
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B Trattiene 1 contaminanti in situ con lo sviluppo delle radici, rallentando
I’erosione e fornendo controllo 1draulico

B Specialmente applicabile a metalli e radionuclidi, per contenerli e isolarli
in situ



4. Fitoestrazione
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B Uso di piante accumulatrict di metalli per
traslocare e concentrare metalli nelle parti aerece



5. Fitovolatilizzazione
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B ][] contaminante, o una sua forma metabolizzata, viene trasportato alle
foglie e liberato 1n atmosfera nel processo della traspirazione



Alber1 per la fitorimediazione

Per la rimediazione di composti
organici in suoli e acque

Per il controllo idraulico dell’infiltrazione
usando freatofite come pioppi e salici




Controllo
1draulico

Evapotraspirazione

L’evapotraspirazione da parte delle piante cattura e mobilizza anche
1l contaminante presente nella falda. Anche assorbimento ¢
degradazione contribuiscono a diminuire la quantita di contaminante.



Perche gh alber1?

B Gli alber1 producono grandi biomasse 1n cui 1
contaminanti possono accumularsi

B Gli alber1 presentano particolari proprieta di
tolleranza presumibilmente legate alle loro
caratteristiche fisiologiche

B Gli alber1 tendono a includere contaminanti nelle
foglie prima della caduta autunnale

B [a durata della vita consente trattamenti a lungo
termine

B La profondita delle radici consente d1 trattare aree
plu estese



Pioppi 5 m

Erba medica 1-2m

Erbe 0.,6m
Senape indiana 0 3m




Alcune ricerche applicate
che sono state effettuate
con alber1 in tempi recenti

B Trattamento di siti contaminati da esplosivi con
Populus

B Trattamento di effluenti con Salix

B Trattamento di composti organici diversi con
pioppi e salici: tricloretilene, percloroetilene,
solventi clorurati, idrocarburi policiclici
aromatici e alifatici

B Assunzione di metalli e arsenico, e radionuclidi
B Rimozione di nutrient1 azotati



I1 contributo delle biotecnologie-1

International Journal of Phytoremediation: Vol. 1, No. 2, pp. 169-187 (1999)

Application of Synchrotron Radiation X-Ray
Fluorescence (p-SRXF) and X-Ray Microanalysis
(SEM/EDX) for the Quantitative and Qualitative
Evaluation of Trace Element Accumulation

in Woody Plants

Nelson Marmiroli,! Elena Maestri,’ Giovanni Antonioli,2 Carmelina Conte,’
Paolo Monciardini,” Marta Marmiroli," and Claudio Mucchino’

'Dipartimento di Scienze Ambientali; ?ktituto Nazionale per la Fisica della
Materia e Dipartimento di Fisica; Universita di Parma, Parco Area delle
Scienze 11/A, 43700 Parma, kaly

*  Corespondmg author: Prof. Nelson Mammuroh, Sezione di Genetica e Biotecnologie
Ambientali, Dipartimento di Scienze Ambientali, Universita di Pamma, Parco Area delle
Seienze 11/A, 43100 Parma, Italy; Tel: +39-0521-205606; Fax: +39-0521-905665

ABSTRACT

Different analytical techniques were applied to describe the localization of lead
and chromium in the tissues of walnut (Juglans regia) and maple (Acer saccharinum)
plants exposed to soils that had been artificially contaminated with heavy metals.
Two X-ray-based techniques, synchrotron radiation X-ray fluorescence (1-SRXTF)
and X-ray microanalysis (SEM/EDX), were utilized in association with induced
coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES). These techniques allowed
the definition of maps showing a preferential accumulation of lead in the root
periderm of both plants and a limited translocation of the metal to the stems.
Accordingly, estimation of the lead concentration with ICP-OES showed that roots
contained, on a dry weight basis, 20 to 40 times more metal than stems. Chromium,
supplied to the plants as Cr*™ or Cr®*, was taken up only in the latter case and in
limited amounts. In general, walnut was more efficient than maple in the uptake of
lead and chromium The combination of X-ray-based techniques and ICP-OES
proved to be a powerful quantitative tool in mapping, with high definition, the sites
of metal storage in plant tissues.

B Sono state trattate piante

arboree di diverse specie
(noce, acero) con metalli
pesanti per verificare le loro
capacita di accumulo

B E’ stato possibile analizzare
la localizzazione dei metalli
ne1 tessuti e organi vegetali
utilizzando avanzate
tecniche fisiche e chimiche



contributo delle biotecnologie-2

Available online at www.sciencedirect.com
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Metalli: sequestro

B [ metalli possono combinarsi con

molecole e macromolecole
vegetali per un sequestro
efficace

In piante di noce, evidenze
ottenute con metodologie fisiche
(EXAFS) suggeriscono che ci sia
interazione tra atomi di piombo e
4 atomi di ossigeno nella
lignocellulosa del periderma
radicale

Potrebbe essere fattibile
migliorare le capacita delle
piante agendo sulle strutture
delle pareti cellulari

Modelli molecolari dell’interazione tra
Pb e cellulosa



Il contributo delle biotecnologie-3

B Piante di pioppo €
salice sono state
utilizzate per
depurare acque
reflue di caseifici,
ricche 1n nutrienti
Organici €
1norganici




I1 contributo delle biotecnologie-4

Analisi con microscopia elettronica mostrano
cambiamenti morfologici nelle piante di pioppo in
seguito a trattamento con 1oni cadmio: aumento di
lignificazione e di suberificazione

Diversi cloni di pioppo accumulano Cd 1n foglie e
fusti (trattamenti di 3 settimane a 50 uM Cd)




1 1 r--‘}

Verso approcci molecolari

: - 5%
; g :

B [l pioppo ¢ stato 1l primo albero ad essere
sottoposto a ingegneria genetica, fino dal 1970

B Molte specie forestali possono essere manipolate
con colture 1n vitro e trasformazione

B Possono essere trasformate con Agrobacterium
tumefaciens, trasferimento genico diretto,
elettroporazione, portando a piante transgeniche



Approccl transgenici

B [’ingegneria genetica di piante forestali puo contribuire a
migliorare le conoscenze sui meccanismi della
fitorimediazione, sia per I’accumulo di metalli che per la
degradazione di sostanze organiche

B Un altro risultato dell’ingegneria genetica si1 ottiene con
geni specifici per conferire nuove e migliori proprieta alle
plante

B [a facilita di trasformazione del pioppo ha consentito di
applicare questi approcci a contaminanti sia inorganici che
organici



Strategie

B [o sviluppo di nuove piante per la
fitorimediazione puo basarsi su due approcci di
Ingegneria genetica:

¢ Trasformazione con geni vegetali per aumentare o

inibire proprieta gia esistenti (ad esempio aumentando
I’espressione o usando RNA antisenso)

¢ Introduzione di geni derivati da altre specie, sia
vegetali che animali o microbiche, per sviluppare
nuove proprieta



Un esempio: la
decontaminazione del mercurio

Piopp1 transgenici sono stati prodotti per volatilizzare 1l
mercurio dal suolo

Sono stati trasferiti 1 geni batterici merA9 e merAl8 per la
reduttasi dello 1one mercurico, che converte Hg(II) in
Hg(0).

Le piante transgeniche cresciute su suoli contaminati con
40 ppm di Hg(II) accumulano una maggiore biomassa
rispetto alle piante normali, dimostrando una migliore
tolleranza

Inoltre volatilizzano Hg(0) in aria, con efficienza da 2 a 4
volte superiore rispetto alle piante normali



B Piante di pioppo transgeniche per 1l
gene merA, cresciute in un sito
contaminato a Danbury (CN, USA)
nella prima (a) e nella seconda stagione
di crescita (b)

o




Progresso nella fitorimediazione

La fitorimediazione ¢ passata dall’applicazione di piante
provenienti da ambienti naturali all’uso di piante
appositamente selezionate

E’ passata da un semplice piano sperimentale verso
approcci piu elaborati e strutturati

S1 sta ora muovendo verso approcci sempre piu
ingegnerizzati, che comprendono anche lo sforzo nella
ricerca di c10 che chiamiamo “ideotipo” vegetale,
migliorando anche le infrastrutture per la sua applicazione

Come scegliere le piante?

Come progettare la planta ideale, 1’1deotipo, sulla base
delle proprieta e capacita che Voghamo sfruttare?



Lo “spazio per la
progettazione”

Fattori economici  Geologia, idrologia

Criteri di selezione

Lo “spazio per la progettazione” ¢ 1l trasduttore olistico
delle nostre conoscenze. La matrice consente di portare
insieme le diverse fonti di conoscenza, € ogni disciplina
apporta 1l proprio contributo.



Indic1 per la selezione delle

piante 1deali-1

Research Article
Two-Dimensional Liquid Chromatography Technique

Coupled with Mass Spectrometry Analysis to Compare
the Proteomic Response to Cadmium Stress in Plants

Giovanna Visioli, Marta Marmiroli, and Nelson Marmiroli

Dhrvis 1etic e 1otecl
Viale G. rma, Italy
Correspondence should be addressed to Nel. lson.marmiroli@unipr.it
Revised 9 October 2009; Accepted 19 December 2009
Beatrix M. Ueberheide

ticle distributed under the Creative Commons Attribution
tion in any medium, provided the original work is properly

a Popul,
two-di

located in the chlorop
to metal stress.

B [ ’analisi del proteoma di

piante arboree durante
I’esposizione a
contaminanti consente di
1dentificare proteine
importanti per la
fitorimediazione

Queste possono essere
trasformate 1n indici
selettivi, che danno
informazioni sui
meccanismi specifici
utilizzati dalle piante



Indic1 per la selezione delle
piante 1deal1-2

® Un approccio

g!lﬂﬂ’lm"']ﬂl_ complementare consiste
nella ricerca di geni
ence & Iechnoioqu P g

candidati coinvolti nei
Correlating SNP Genotype with the Phenotypic Response to Exposure pI’OC@SSi di

to Cadmium in Populus spp. T .

Marta Marmiroli,* Giovanna Visioli, Elena Maestri, and Nelson Marmiroli

Division of Genetics and Environmental Biotechnolegies, Department of Environmental Sciences, University of Parma,

Viale G.P. Usberti 11/A, 43124 Parma, Italy. AnChe questl PO Ssono .
O s s essere studiati con metodi
ABSTRACT: Species within the genus Populus include potential phytoextractors of heavy Ly mo 1 eC Olari p er identi fiC are

metal ions from contaminated soils, and genetic markers predictive of performance would be ) . . .

a useful tool for selection and breeding, Here, we have identified sequence variation within | L g h h
seven target and three nontarget genes among a set of 11 Populus spp. clones. Sequence Lapey Varlantl enlc e C e
variants were present in both the coding and noncoding regions; the former can potentially

affect the functionality of the target genes. At the same time, the effect of exposure of the S—; Conferlscano SpeCIall

clones to cadmium ions on the morphology and the distribution of various metal ions was . 9 .
investigated by scanning electron microscopy microanalysis. A positive correlation was Lx ay proprleta alle plante
established between genetic variation, cadmium accumulation, and its bioconcentration in . .

the root.

Sono descrittori della
variabilita genetica utile




Miglioramento nella
fitorimediazione

B Per migliorare 1’applicabilita della
fitorimediazione occorre considerare diversi
aspetti della tecnologia

¢ Pre-harvest, sui fattor1 rilevanti da considerare
prima della installazione

¢ Post-harvest, sui fattor1 rilevanti da considerare
dopo I’'installazione e al termine del processo



Valutazione “pre-harvest

B [ ivelli dei contaminanti: concentrazione, speciazione, profondita

nel suolo

B Seclezione delle piante: tasso di crescita, resistenza,

evapotraspirazione, capacita di fitotrasformazione, capacita di fitoaccumulo,
adattabilita al substrato (suolo, acqua)

B Fattibilita: studidi laboratorio, destino del contaminante nella pianta
B [rrigazione, apportl agronomici € mantenimento:

acqua (percolazione), fertilizzanti, ammendanti, chelanti, erbicidi, pesticidi

B Zona d1 intercettazione dell’acqua e tasso di
traspirazione

B Tasso di assunzione € tempo richiesto per la
decontaminazione



Valutazione post-harvest

M Raccolta (harvest): meccanica o mediante operatori,

problemi di sicurezza

B Residui: stagionalita, tipologie, modi di dispersione,
contaminazione d1 altri substrati

B Residui ipogei: trattabilita, conseguenze, stagioni

successive

B Smaltimento o trasformazione: opzioni fattibili

per trattare i1l materiale raccolto e 1 residui
senza recupero
con recupero di sola energia
con recupero di materiale e di energia




I1 concetto della diluizione

spazio

Erbe, canne . yere
Contaminante ’ Biomassa Effetto di diluizione
tempo

Alberi

B ) |

spazio

LA DILUIZIONE DEL CONTAMINANTE E’ RISCHIOSA?




Interazioni con microrganismi

Batteri endofitici
entro una radice
di pioppo

B [ batter1 endofitici
migliorano la tolleranza e
aumentano le capacita di
fitorimediazione per 1
composti organici

B [e piante hanno anche
micorrize, sSimbiosi con
funghi a livello delle
radici

B Altri batter1 promuovono
la crescita delle piante
favorendone la nutrizione

Micorrize entro le radici
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Incremento di 3-4 ordini di grandezza
nelle popolazioni batteriche

B [e popolazioni batteriche della rizosfera
interagiscono con le radici della pianta, nutrendosi
d1 essudati e fornendo nutrienti




TRENDS in Microbiology

B | batter1 endofitici colonizzano le piante a partire
dalla rizosfera, penetrando nelle cellule 1n attiva
crescita € nei tessuti vascolari



Colture energetiche

B [apratica dello “short rotation
coppicing” fornisce vantaggi
economici, per la produzione di
legno, carta, e per il recupero
energetico

B Cloni di pioppo e salice sono
stati selezionati allo scopo di
aumentare la biomassa e allo
stesso tempo fornire un
trattamento decontaminante




Vantaggi dello SRC

B Risorsa per ’'industria della carta

B Produzione di legno e ritorno economico
B Fonte di energia

B Sequestro del carbonio

B Impatto positivo sulla biodiversita

B Cattura di nutrienti

B Protezione dei1 suoli dall’erosione provocata da
acqua € vento



Utilita delle biomasse

B | c biomasse sono utili

Environmental Pollution 159 {2011 ) 474480

8 per la fitorimediazione
Environmental Pollution anche dOpO 11 101‘0

journal homepage: www.elsevier.com/locate/envpol

utilizzo energetico
The immobilisation and retention of soluble arsenic, cadmium

e immobilsai I1 biochar prodotto dalle
dnd zZinc by biochar . Q
Luke Beesley®*, Marta Marmiroli blOmaSSC puO

2 Faculty of Science, Liverpool john Moores Uniwersity, Liverpool L3 3AF, UK

L)
® Department of Environmental Sciences, Section of Genetics and Biotechnologies, University of Parma, 42100 Farma, kaly tr r m t 111
Biochar retains readily soluble cadmium and zinc from a contaminated soil, significantly reducing their potential mobility, but has limited effects S e que S a e e a
on arsenic

t . . ] . 1 . 1 .
ARTICLE INFO ABSTRACT p ¥
.

Article history: Water-soluble inorganic pollutants may constitute an environmental toxi ir movement C O l I trlb l I e I I dO alla
Received 17 August 2010 through soils and potential transfer to plants or groundwater is not arested. The capability of biochar to

Received i“_':':"'is':d form immobilise and retain arsenic {As), cadmium (Cd) and zinc (Zn) from a multi-element contaminated
A:ﬁt:;;g::uhcr 2010 sediment-derived soil was explored by a column leaching experiment and scanning electron microanalysis d s <
2 {SEM/EDX ). Sorption of Cd and Zn to biochar's surfaces assisted a 300 and 45-fold reduction in their econtal I l lnaZIOIle e
—— = leachate concentrations, respectively. Retention of both metals was not affected by considerable leaching
;ﬁ:::f’ of water-soluble carbon from biochar, and could not be reversed following subsequent leaching of the .
Cadmium sorbant biochar with water at pH 5.5. Weakly water-soluble As was also retained on biochar's surface but lt
Zine leachate concentrations did not duly decline. Itis concluded that biocharcan rapidly reduce the mobility of S O
Arsenic selected contaminants in this polluted soil system, with especially encouraging results for Cd.
Heavy Metals 010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Sorption




Conclusioni

B Piante arboree sono state applicate estesamente
nella fitorimediazione fino dall’1nizio, a cause
delle numerose caratteristiche vantaggiose

B Fino ad ora le applicazioni principali sono state
per la decontaminazione di composti organici

B Molt1 gruppi di ricerca, soprattutto in Europa,
stanno studiando 1’applicazione di piante arboree
alla rimediazione dei1 metalli pesanti



Conclusioni (cont.)

B [ ¢ proprieta intrinseche dei piopp1 vengono
studiate per sfruttare la variabilita genetica
esistente tra specie, cloni e 1bridi

B Questo sta portando all’1dentificazione di geni e
proteine di potenziale interesse come indici di
selezione

B Approcci transgenici sono stati gia impiegati per
migliorare le proprieta di fitorimediazione

B Il pioppo ¢ la pianta ideale per approcci a lungo

termine che portino anche a benefici economici
con lo sfruttamento delle biomasse



GRAZIE PER L’ATTENZIONE
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