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PRESENTAZIONE

Tra i principali compiti dell’ANPA, e piu in generade delle Agenzie ambientali
(nazionale e regionali), v’ e lo sviluppo e la gestione di un moderno sistema informativo
che sia in grado di fornire, con la dovuta tempestivita, un quadro organico e
scientificamente solido delle condizioni ambientali.

Tale sistema rappresenta la naturale evoluzione del Sistema INformativo e di
monitoraggio Ambientale (SINA), le cui competenze tecniche, finanziarie e
programmeatiche sono state trasferite di recente dal Ministero dell’ Ambiente all’ ANPA.

La sua denominazione é stata modificata in SINAnet, per evidenziarne I’ architettura di
sistemaa“rete’ e“distribuito”, nella quale sono considerate fondamentali I’ integrazione
territoriale, quella tra sistema conoscitivo e sistema dei controlli, e I’integrazione con il
sistema conoscitivo comunitario. L’architettura €, quindi, caratterizzata dal
decentramento e dalla specializzazione delle principali funzioni. Infatti, nella rete
SINAnet operano, con ruoli e compiti diversi, numerosi soggetti: il Ministero
dell’Ambiente, le regioni, I'ANPA, i Centri Tematici Nazionali (CTN), i Punti Focali
Regionali (PFR) ele Istituzioni Principali di Riferimento (IPR).

In particolare, i CTN hanno il compito di supportare I’ANPA in funzioni tecniche e
informative su specifiche aree tematiche, focalizzando il loro intervento soprattutto
sugli aspetti operativi dello sviluppo della base conoscitiva.

Trai prodotti del lavoro del CTN vi sono documenti di diversa tipologia: linee guida,
manuali, rapporti, ecc. Tali prodotti rientrano nell’ attivita di pubblicazione dell’ ANPA,
articolatain varie Serie.

Il presente documento € una delle prime pubblicazioni del Centro Tematico Nazionale
“Suolo e Siti Contaminati” (CTN_SSC), a seguito del lavoro svolto nel corso del 1999 e
dei primi mesi del 2000. Esce in una prima edizione non definitiva, allo scopo di
descrivere acune delle attivita messe in campo per recuperare, per quanto possibile, i
ritardi conoscitivi che la matrice suolo ha accumulato, in virtu della sua complessita
intrinseca e della scarsezza di ricercatori speciaizzati e di fondi stanziati.

Cio é vero non solo a livello nazionale, ma anche internazionale. A tutti i livelli é
necessario, infatti, affrontare la sfida della conoscenza del suoli da un punto di vista
olistico, sfida che comprende non solo la conoscenza delle componenti chimico-fisiche,
ma anche di quelle biologiche ed ecotossicologiche.

Nell’ambito delle attivita del CTN_SSC, é stata conferita priorita ala raccolta degli
indicatori disponibili per questa matrice. Tra gli indicatori selezionati, e nell’ottica di
indirizzare le attivita della prossima rete nazionale di monitoraggio dei suoli, & stata
prodotta questa prima rassegna delle tecniche di analisi e monitoraggio ecotossicologico
e biologico dei suoli.

Ci auguriamo che |’attivita svolta dal CTN_SSC possa effettivamente contribuire a
processo in atto per colmare i gap conoscitivi accumulati in tanti anni e permetta di



innescare un circuito virtuoso che produca informazioni utili e necessarie, ai tecnici
come al politici, per la corretta gestione e la salvaguardia degli ecosistemi terrestri.

Questo rapporto € destinato, prima di tutto, a coloro che, nell’ambito del sistema
agenziale, possono trarre vantaggio dal lavoro svolto dai colleghi impegnati
direttamente nel CTN. A tutti loro si chiede di valutare con attenzione il documento, sia
a fini immediatamente operativi, sia per formulare eventuali contributi emendativi.

Roberto Caracciolo

ANPA, Direttore del Dipartimento
Stato dell’ Ambiente
Controlli e Sistemi Informativi



PREMESSA
| CENTRI TEMATICI NAZIONALI

| Centri Tematici Nazionali (CTN) rappresentano il principale strumento di supporto
operativo al’ ANPA per |'espletamento di quelle attivita di pertinenza nazionale e di
coordinamento generale delle attivita di alimentazione della base conoscitiva.

Nell’ambito di un sistemainformativo distribuito arete, come s caratterizzail SINANet
assume grande importanza la definizione di regole condivise per la realizzazione ed il
funzionamento del sistema a tutti i livelli territoriali. Proprio per questo il compito
principale dei CTN é il supporto all’ANPA nella definizione delle regole, che s
esplicita nella definizione dei dati ritenuti indispensabili per la conoscenza delle matrici
ambientali, nella verifica del funzionamento del sistema di acquisizione e trasmissione
di questi dati dal livello locae a quello centrale, nel supporto al’ANPA nella
produzione di reporting ambientale integrato e tematico.

| CTN attivati sono sei: Atmosfera, Clima ed Emissioni in aria (ACE), Acque Interne e
Marino costiere (AIM), Agenti Fisici (AGF), Conservazione della Natura (CON),
Rifiuti (RIF), Suolo e Siti Contaminati (SSC).

Ogni CTN e costituito da un insieme di piu soggetti a livello regionale o nazionale in
cui vengono individuati:

- Una ARPA Leader, con laquale ANPA stipula una Convenzione;

- Una o piu ARPA Coleader;

- Altri soggetti (ARPA e lstituzioni Principali di Riferimento).

Gli obiettivi comuni per tutti i CTN sono:

- Rassegna della domanda di informazioni, derivante in particolare da leggi e
norme europee e nazionali; € stato creato un metadatabase chiamato ODN
(Osservatorio della Domanda di informazione proveniente dalla Normativa) nel
guale sono state catalogate tutte le domande, implicite ed esplicite, individuate
dai CTN;

- Predisposizione di un set di indicatori eindici utili arappresentare tale domanda;
le diverse centinaia di indicatori complessivamente individuati dai CTN sono
stati catalogati in apposite schede contenenti le metainformazioni relative alla
descrizione e costruzione di ciascun indicatore; tutte le schede sono raccolte in
un database sugli indicatori;

- Definizione di un set piu ridotto di indicatori giudicati significativi per
rispondere alla domanda di informazione nazionale; ogni CTN ha provveduto ad
identificare tale set, cogtituito da alcune decine di indicatori, seguendo criteri
comuni concordati con I’ANPA; per ognuno di questi indicatori sono state
compilate delle linee guida o manuali per laloro costruzione;

- Censimento delle fonti dei dati presenti sul territorio, con particolare riferimento
a quelle utili per la costruzione degli indicatori significativi; come risultato di
tale censimento, e stato creato il Catalogo italiano delle fonti dei dati ambientali
(FONTI), inteso anche come contributo nazionale a Catalogue of Data Sources
(CDS) europeo.



- |dentificazione delle carenze informative emerse attraverso il confronto fra la
domanda di dati da utilizzare per |’ elaborazione degli indicatori significativi e la
disponibilita effettiva di dati rilevati attraverso I’ analisi delle fonti.

In una fase transitoria e sussidiaria, i CTN stanno anche svolgendo i compiti di
reperimento del dati necessari alla costruzione degli indicatori; in unafase aregime tale
compito spetteraai PFR, mentre i CTN dovranno vigilare sulla correttezza dei flussi dei
dati verso I’ANPA.

Un ulteriore compito del centri tematici € quello di supportare I’ ANPA nelle attivita di
reporting ambientale generale e tematico. Queste attivita si sono per oraesplicitate siain

occasione della preparazione dei documenti relativi allaterza ed ala quarta Conferenza
Nazionale delle Agenzie ambientali, sia nellaredazione di report tematici specifici.

ILCTN“SUOLO E SITI CONTAMINATI”

| soggetti partecipanti al CTN SSC sono:

Leader: ARPA Piemonte
Co-leader: ARPA Liguria
Partecipanti: ARPA EmiliaRomagna
ARPA Toscana
ARPA Veneto
IPR: Istituto Sperimentale Nutrizione Piante — Roma

Istituto Sperimentale per lo Studio e laDifesadel Suolo — Firenze
Istituto per la Chimicadel Terreno— CNR — Pisa

Sono inoltre in corso collaborazioni con |’ European Soil Bureau — JRC — Ispra (VA),
I’Ente di Sviluppo Agricolo (ERSAL) della Regione Lombardia, il Dipartimento di
Produzione e Valorizzazione Agroaimentare (DIPROVAL) dell’ Universita di Bologna,
sede distaccata di Reggio Emilia, il Dipartimento di Chimica Analitica (DICA)
dell’ Universitadi Torino.

[I Comitato di Gestione del CTN SSC e a momento costituito dai seguenti componenti,

in rappresentanza di tutti i soggetti Istituzionali partecipanti:

- Dott. Renzo Barberis, responsabile del CTN per I'’ARPA Piemonte, struttura
leader;

- Ing. Antonio Pugliese, responsabile per I’ ANPA;

- Dott.sa Nicoletta Dotti, referente per I' ARPA Liguria, struttura coleader;

- Dott.sa Licia Rubbi, referente per I’ ARPA Emilia Romagna, partecipante;

- Dott. Carlo Righini, referente per I’ ARPA Toscana, partecipante;

- Dott. Paolo Giandon, referente per I’ ARPA Veneto, partecipante;

- Dott. Gianniantonio Petruzzelli, referente per la IPR Istituto di Chimica del
Terreno del CNR di Pisa;

- Prof. Paolo Sequi, referente dell’Istituto Sperimentale per la Nutrizione delle
Piante di Roma;

VI



- Dott. Marcello Pagliai, referente dell’Istituto Sperimentale per lo Studio e la
Difesadel Suolo di Firenze.

Le attivita del CTN SSC comprendono |’ esame della domanda di conoscenza sul suolo
derivante da atti di indirizzo, convenzioni, leggi e norme alivello europeo e nazionale,
I"individuazione di indicatori e indici utili a descrivere la matrice suolo, le linee guida
per la costruzione di questi indicatori e indici, il censimento delle sorgenti dei dati
necessari per la formulazione di indicatori e indici e I’acquisizione dei dati disponibili,
la qualificazione e I'integrazione di questi dati; il CTN s occupa inoltre di molte altre
ativita correlate, legate ad esempio agli standard di qualita ambientale o alle guide
tecniche sui metodi di analisi.

Per facilitare I’ approccio ad una matrice cosi complessa come il suolo, pur essendo
perfettamente consci dell’ unicita della matrice stessa, sono state definite quattro diverse
tematiche che vogliono rappresentare quattro aspetti particolari, ampiamente correlati
traloro, del suolo:

- Qualita del suoli (Tema 18) — riguarda la rappresentazione del suolo attraverso
le sue caratteristiche intrinseche, che meglio lo caratterizzano come matrice
naturale in grado di svolgere le numerose e ben note funzioni;

- Degradazione fisica e biologica del suolo (Tema 19) — considera gli aspetti di
degradazione della matrice suolo che, soprattutto nell’ultimo secolo, hanno
portato o rischiano di portare ad una perdita di parte del suolo o delle sue
funzionalita a causa del verificarsi di fenomeni degradativi o di utilizzo del suolo
che possono considerarsi irreversibili, almeno nella scala temporale umana;

- Contaminazione del suoli da fonti diffuse (Tema 20) — considera quegli aspetti
qualitativi del suolo che possono essere progressivamente compromessi da un
utilizzo dello stesso, soprattutto da parte dell’ uomo, con modalita tali da non
rispettare i naturali tempi di riequilibrio, vale a dire tali da compromettere la
funzione del suolo come filtro biologico;

- Contaminazione puntuale del suolo e siti contaminati (Tema 21) — considera uno
dei fenomeni piu preoccupanti degli ultimi decenni, vale adire il moltiplicars di
situazioni di forte contaminazione di superfici ben definite di suolo da parte di
attivita antropiche, con necessita di interventi di bonifica che, spesso, non sono
in grado di restituire al suolo la sua pienafunzionalita.

II' CTN SSC esplica inoltre diverse attivita di supporto al’ ANPA sulle tematiche
specifiche.
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SOMMARIO

Questo rapporto é stato redatto nell’ ambito delle attivita del Centro Tematico Nazionale
“Suolo e Siti Contaminati” (CTN SSC). Alla sua realizzazione hanno collaborato
tecnici dell’ANPA, dell’ARPA Piemonte, dell’ ARPA Toscana e dell’ Istituto Superiore
di Sanita.

Il lavoro presenta lo stato dell’ arte della conoscenza della matrice “suolo” in relazione
agli aspetti ecotossicologici e biologici; conoscenza che deve ancora colmare una serie
di ritardi tecnici negli strumenti a disposizione.

Pur riconoscendo I’ importanza fondamentale del suolo per fornire il sostentamento alla
vita, i suoli sono tra gli habitat meno studiati. Obiettivo di questo rapporto € di fare il
punto della situazione sugli indicatori e indici ecotossicologici e biologici per il suolo, e
di individuare, dopo un’adeguata diffusione tra gli esperti del settore, alcune linee di
ricerca prioritaria da sviluppare e mettere a punto per il territorio nazionae, sia
nell’ambito del sistema agenziale ANPA/ARPA/APPA, sia con gli Enti di ricerca, sia
con le universita.

Successivamente sara trasferito il processo conoscitivo agli operatori del settore, a fine
di attivare un monitoraggio biologico anche per questa matrice, con un eventuale
inserimento dellanormativa di settore.

E riportato un conciso, ma esaustivo, excursus sugli strumenti ecotossicologici e
biologici per lo studio del suoli, attraverso la definizione anche dei bioindicatori,
bioaccumulatori, del saggi e degli indici. Si scende poi in dettaglio, riportando alcune
metodologie per la valutazione della tossicita del suolo mediante organismi test allo
scopo di effettuare prove di tossicita acuta e cronica, sia su elutriati, sia su matrice
solida, vengono inoltre prese in esame le metodiche genotossicol ogiche.

Il lavoro riporta anche un aggiornamento sui piu diffusi indici biologici del suolo:
Maturity Index (nematodi), Indice di Qualita, rapporto Acari/Collemboli
(microartropodi). In appendice si trova un’ esaustiva bibliografia.

SUMMARY

This report is one of the results of the first years of activity of the Italian National Topic
Centre “Soils and Contaminated Sites” (CTN SSC). It is the product of a joint
collaboration among technical-scientific experts of Italian National Environment
Protection Agency (ANPA), Regional Environment Protection Agencies of Tuscany
(ARPAT) and Piedmont (ARPAP), and of National Health Institute (ISS). This work is
the state of the art of ecotoxicological and biological knowledge on soils, which still has
several technical gaps and delaysin its available operative tools.

Although the fundamental importance of soil to sustain life is acknowledged, soils are
poorly studied. Aims of this report are: to check out the situation on ecotoxicological
and biological indicators and indices, and to illustrate, after a wide dissemination among
the sector experts, some priority research lines to develop and set up for the whole
Country within the agency system (ANPA/ARPA/APPA), as well as with Research
Institutions and Universities.
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A second phase will transfer the cognitive process to sector operators, so as to develop a
biological monitoring even for this matrix, hopefully finding also some space in the
sector normative.

A concise, yet exhaustive, review of ecotoxicological and biological tools to study soils
is reported, with definitions of bioindicators, bioaccumulators, tests and indices.
Moreover, details are given on some methodologies to assess soil toxicity by means of
test organisms, to perform chronic and acute toxicity tests, both on elutriates and solid
matrix, in addition to genotoxicology.

This report presents also a review on the widespread and more used soil biological
indices:. Maturity Index (nematodes), Quality Index, Mites/Springtails Ratio
(microarthropods). A short synthesis of other methodol ogies used to characterise soilsis
also given. A broad bibliography is appended.
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INTRODUZIONE
Prefazione

Questo rapporto e nato dalla necessita di disporre di strumenti conoscitivi per I’analisi
ecotossicologica e il biomonitoraggio del suoli. Nell’ambito delle attivita del Centro
Tematico Nazionale “Suolo e i Siti Contaminati” (CTN SSC), e sembrato importante
partire dalla sintesi delle conoscenze in questi settori, per avviare quindi un processo
conoscitivo interno a sistema agenziale ANPA/ARPA/APPA.

Lo sviluppo di tecniche utili alla conoscenza del suolo, per quanto riguarda i comparti
ecotossicologico e biologico, € attivita di ricerca relativamente recente. Soltanto negli
ultimi anni, infatti, s € sancita con studi a livello mondiale |'importanza della
biodiversita nell’ecologia dell’ ecosistema suolo e, soltanto a meta degli anni "90,
ricercatori alivello internazionale hanno proposto una caratterizzazione dei suoli basata
Sui saggi ecotossicologici e sullamatrice biologica.

Questo lavoro non vuole essere un punto d'arrivo, bensi mettere le basi per avviare, a
livello nazionale, 1o studio organico di questa matrice, individuando nel campo
dell’ ecotossicologia e della biologia del suolo linee di ricerca applicative da sviluppare
in tempi brevi. In questo senso, I’ ecotossicologia riveste un ruolo fondamentale per
valutare gli effetti su alcuni organismi bersaglio, informazione ancora difficile da
trasferire atutti i livelli della catenatrofica e alla conoscenza dell’ ecosistema.

Disponiamo, per il settore ecotossicologico, di prove messe a punto per le acque. | saggi
sugli organismi bersaglio strettamente legati a suolo sono in numero molto ristretto e
spesso utilizzano specie non presenti nel nostro Paese. Gli sforzi futuri dovranno essere
volti a poter mettere a punto prove con organismi autoctoni, rappresentativi della rete
trofica dell’ ecosi stema suolo.

Per quanto riguarda invece lo sviluppo di indicatori biologici, si dispone gia di alcuni
studi effettuati in maniera discontinua sul territorio nazionale. Andranno, quindi,
selezionati i gruppi piu rappresentativi e le tecniche adatte, da sperimentare su aree
campione.

La sede idonea per tae sperimentazione potrebbe essere la Rete Nazionae di
Monitoraggio dei Suoli, che € in fase di progettazione e che potra essere attivata in
breve tempo.

Tutto questo potra apportare quindi valore aggiunto allo studio dell’ ecosistema suolo, in
modo daindirizzare |o studio settoriale verso una visione finalmente olistica.



Il suolo

Il suolo & un’entita vivente molto complessa, in grado di respirare, di assimilare
elementi utili quali il carbonio e |’azoto, di degradare e mineralizzare i composti
organici, di accumulare sostanze di riserva sotto forma di humus. Queste funzioni sono
dovute al’innumerevole quantita di organismi micro e macroscopici che popolano il
terreno e che intervengono attivamente con il loro metabolismo sulla composizione
dello stesso, trasformandolo e rigenerandol o.

L’ energia entra in questo sistema principamente tramite la degradazione della materia
organica morta, ossia dei residui delle piante e degli animali. La fertilita di un suolo
naturale dipende quindi in modo significativo dalla velocita di trasformazione della
materia organica, mediata dalla flora batterica.

Qualsiasi contaminazione del suolo, che inibisca o €limini i microrganismi in
presenti o che modifichi la quantita e la qualita della materia organica, pud portare un
danneggiamento a breve o a lungo termine dell’intero ecosistema vegetazione-suolo.
Nei terreni agricoli, la fertilita pud essere incrementata applicando concimi organici 0
inorganici. La fertilita di un ecosistema naturale, invece, dipende quasi esclusivamente
dai processi microbiologici (fissazione di N, mineralizzazione di N, C, P, e S organico,
trasformazioni della sostanza organica). In un ecosistema naturale, un declino della
fertilita dovuto a sostanze o elementi tossici avra, quindi, effetti proporzionalmente piu
importanti.

Purtroppo, al momento i suoli sono tra gli habitat meno studiati. | principi ecologici che
la ricerca ha prodotto a livello macroscopico relativamente al suolo Sono Spesso
trasferiti senza adattamento agli organismi che lavorano su scala microscopica, dando
fondamenta incomplete per la previsione della sostenibilita. Cio nonostante, gli ecologi
hanno ripetutamente mostrato I’importanza del biota edafico per process ecosistemici,
come il riciclo del nutrienti, I’accumulo di carbonio e il mantenimento della diversita
vegetale, e inoltre, con studi che includono molti taxa all’interno di gruppi funzionali o
trofici, per il controllo dei parassiti in agricoltura, per la biotecnologia e per la
rimediazione dei rifiuti tossici. Chiaramente, tutte le specie del biota edafico sono
strettamente legate alle interazioni biotiche che avvengono a di sopra del suolo e
svolgono servizi ecologici che hanno un forte impatto sulla qualita della vita umana,
oltre ad avere un enorme potenziale per produrre ulteriori benefici economici.

Il biota edafico e, tra le forme di vita del nostro pianeta, ancora una frontiera
inesplorata, a dispetto della sua importanza critica per comprendere il funzionamento
dell’ ecosistema. Infatti, migliaia di specie di microbi e invertebrati popolano un singolo
metro quadrato di suolo temperato, organismi che ampiamente ignoriamo sia per
identita sia per il loro contributo al sostentamento della biosfera. Benché gli studi sulla
biodiversita a livello mondiale abbiano evidenziato la carenza di studi sugli organismi
edafici, esistono pochi scienziati con esperienza sullatassonomiao I’ ecologia del suolo.

Nel 1989, il National Science Board della National Science Foundation (1994) pubblico
un rapporto che aveva come obiettivo |I'immediata collaborazione tra enti di ricerca
internazionali sulla biodiversita del suolo. Piu recentemente, diversi sforzi internazionali
hanno riconosciuto il divario tra biota edafico e iperedafico, e hanno proposto una



caratterizzazione dei suoli (Hea et al., 1993) e della loro componente biotica
(Groombridge, 1992; Hawksworth & Ritchie, 1993; National Research Council, 1993).

Da un punto di vista generale, le reti trofiche che si possono individuare nel suolo sono
riconducibili a tre grandi categorie (Ghilarov, 1949; Pokarzhevskii, 1996; Lavelle,
1997):

- le micro-reti, in cui interagiscono i microrganismi (batteri, alghe, lieviti e
funghi) e gli animali pit piccoli di 0,2 mm (protozoi, rotiferi, nematodi,
tardigradi, ecc.), legate alla pellicola d’ acqua nelle cavita del suolo, allarizosfera
edlalettiera;

- le meso-reti, dove interagiscono tra loro i cosiddetti trasformatori della lettiera
(mesofauna, animali compresi tra 2 e 0,2 mm), principa mente acari, collemboli,
larve di ditteri e di coleotteri, enchitreidi, pseudoscorpioni, acuni miriapodi,
ecc., legate ai pori del suolo;

- le macro-reti, dove si rilevalapresenzadi organismi di dimensioni maggiori di 2
mm, e che tradizionalmente includono i cosiddetti “ingegneri del suolo”, come
termiti, formiche e lombrichi, ma in cui vanno inseriti anche molluschi,
coleotteri, miriapodi, isopodi e vertebrati quali le talpe, in grado di spostarsi
liberamente nel suolo.

Ciascun organismo in gquesti tre sistemi € legato agli atri direttamente o indirettamente,
ma per 1o piu ne € indipendente per quanto riguarda le risorse alimentari. Le micro-reti,
principalmente per quanto riguarda batteri, alghe e protozoi, svolgono un ruolo
fondamentale a livello locale, partecipando alla formazione di associazioni di specie ed
esercitando funzioni indispensabili, sebbene in un'area d'azione assa ristretta,
nell’ordine di qualche centimetro cubico. Il tempo di sviluppo di una sequenza
successionale (tempo ecologico) € dell’ordine di giorni 0 mesi; il tempo di turnover
biologico (cioe quello necessario ai flussi di nutrienti per ricolmare le riserve di
nutrienti) varia da un giorno a una settimana.

Le meso-reti hanno una funzione di regolazione e disseminazione delle micro-reti, di
apertura e rivestimento del microcanali di aerazione del suolo, di triturazione e
digestione della materia organica in decomposizione (che aumenta la superficie
attaccabile dalle micro-reti), e di formazione di complessi organici e organo-minerali
che sequestrano alcune sostanze e ne mobilizzano altre. L’ ordine di grandezza spaziae
varia da qualche centimetro a pochi metri; il tempo ecologico varia da una settimana ad
alcuni mesi, il tempo di turnover biologico dagiorni amesi.

Le macro-reti possono modificare in modo notevole anche ampi tratti di terreno (si
pens a un termitaio), scavando cavita che permettono una circolazione condotta
dell’acqua, consumando in misura rilevante la sostanza organica in decomposizione e
controllando in numero e qualita le sottostanti reti. || tempo ecologico varia da qualche
settimana a mes, quello di turnover biologico impiega mesi o anche anni
(Pokarzhevskii, 1996).



1 STRUMENTI BIOLOGICI PER VALUTARE LA QUALITA DEL
SUOLO

Nel presente capitolo vengono riportati i principali strumenti biologici ed
ecotossicologici che possono essere applicati a suolo.

L’ecotossicologia € la scienza che, utilizzando metodi e concetti propri della
tossicologia, applicai principi dell’ ecologia e della chimica ambientale allo studio degli
effetti delle sostanze tossiche sugli ecosistemi. Inizialmente I’ utilizzo di test biologici
era rivolto unicamente alla definizione di quanto gia accaduto; attualmente, la
prospettiva nella quale s inseriscono i test biologici include I’ approccio predittivo,
utilizzando le analisi come strumento previsionale per la valutazione del rischio
ambientale.

Un saggio ecotossicologico € una prova che utilizza un sistema biologico come
bersaglio. Essa richiede che un organismo vivente sia posto a contatto per un
determinato periodo con una sostanza in esame e che s valuti la risposta mostrata
dall’ organismo (Maffiotti et al. 1997).

Da un punto di vista tossicologico, un organismo vivente € costituito da divers siti,
ciascuno dei quali svolge differenti funzioni (immissione, accumulo, azione,
metabolismo ed escrezione). L’immissione corrisponde a modi  dingresso
dell’inquinante nell’ organismo (contatto, ingestione).

Nei siti di accumulo, gli xenobiotici sono in stato inerte dal punto di vista tossicologico,
almeno finché il sito (in genere s tratta di depositi di grasso, micelle lipoproteiche, o
membrane cellulari) non viene metabolizzato (ad es. in seguito a malattia, denutrizione
0 migrazione, ma anche nel periodo riproduttivo). Nel siti di azione (tossica), la
sostanza interagisce con una macromolecola endogena (ad es., una proteinao il DNA) o
con una struttura (ad es., una membrana) e tale interazione causa il manifestars
dell’ effetto tossico in tutto I’ organismo. | siti di metabolismo sono essenzialmente gli
enzimi che metabolizzano gli xenobiotici. Questo processo avviene solitamente in due
fasi, una prima biotrasformazione, tramite ossidazione, idrolisi, idratazione o riduzione,
che determinain genere la produzione di metaboliti con gruppi idrossile, ed una seconda
fase in cui il metabolita attraversa reazioni di coniugazione fino a trasformarsi in un
coniugato. La maggior parte delle volte il metabolismo determina una detossificazione,
ma in acuni cas anche |'attivazione delle sostanze tossiche. | siti di escrezione
eliminano il composto originale o un prodotto della sua biotrasformazione (un
metabolita 0 un coniugato), se gli organismi sono esposti a composti xenobiotici
idrofobici, |I'escrezione avviene soprattutto sui prodotti della biotrasformazione (piu
polari).



In termini tossicocinetici, i compartimenti entro cui si pud dividere I’organismo (non
necessariamente corrispondenti ai Siti succitati, ma piuttosto agli organi e tessuti
interessati dall’azione della sostanza xenobiotica) contengono quantita discrete di
xenobiotico soggette a particolari tass di trasferimento e biotrasformazione. La
modellizzazione di questi compartimenti spesso semplifica esageratamente i complessi
percorsi metabolici. Per taluni organismi, tuttavia, I’ organismo pud essere considerato
come un unico compartimento, semplificando la descrizione del modello. In tali
organismi, |I’esposizione a un livello costante di inquinante causa I'incremento della
concentrazione nell’ organismo per un certo periodo di tempo. Il tasso d’'ingresso della
sostanza nell’ organismo é rapido, finché non si raggiunge un plateau, e allora s dice che
il sistema é in “steady-state”, in cui I'immissione della sostanza si equilibra con
I’ escrezione. Se cessa |’ esposizione, la concentrazione nell’ organismo dell’ inquinante
inizia a diminuire. In questi cas semplici, la formulazione di modéelli lineari aiuta a
seguire |a cinetica della sostanza (come ad es. —dC / dt = KC, 0 C;= Coe-X!, dove C éla
concentrazione nell’organismo, Cp € la concentrazione a momento in cui cessa
I’ esposizione, C; € la concentrazione a tempo t, K éil tasso di perdita fisso e —dC/dt e il
tasso di perdita della sostanza da parte dell’ organismo). | fattori di bioconcentrazione o
bioaccumulo hanno poco o nullo valore se prima non e stato raggiunto lo “ steady-state”,
dato che s applicano solo a particolari periodi di tempo, e non indicano le
concentrazioni massime che possono essere toccate.

Per “Fattore di Bioconcentrazione” (BCF) si intende la concentrazione nell’ organismo/
concentrazione nell’ambiente e per “Fattore di Bioaccumulo” (BAF) s intende il
rapporto tra la concentrazione nell’ organismo e la concentrazione nel cibo o nell’ acqua
Ingeriti.

1.1 Bioindicatori

Gli organismi vengono definiti “bioindicatori” quando, in presenza di concentrazioni di
inquinanti, subiscono variazioni rilevabili del loro stato naturale. Un organismo puo
quindi essere considerato un buon bioindicatore qualora manifesti reazioni identificabili
a differenti concentrazioni di dati inquinanti. | principali sintomi o endpoints presi in
considerazione sono generalmente i seguenti:

- variazioni nella struttura della comunita;

- modificazioni morfologiche;

- variazioni dellavitalita (modificazioni fisiologiche);
- danni al patrimonio genico.

Pit organismi insieme possono essere utilizzati quali bioindicatori, in particolare modo
quando i fenomeni inquinanti provocano variazioni misurabili alivello di ecosistema o
di comunitd E prass ormai consolidata il valutare la tossicita di matrici complesse,
quali quelle ambientali, mediante una batteria di bioindicatori, allo scopo di analizzareil
pit ampio spettro di effetti su organismi con risposte differenti ai vari composti presenti
nelle matrici.



Un buon bioindicatore dovrebbe possedere |e seguenti caratteristiche:

- sensibilita agli inquinanti;

- ampiadistribuzione nell’ area di indagine;
- scarsa mobilit&;

- lungo ciclo vitae;

- uniformita genetica.

Le attivita di bioindicazione possono essere condotte su vari livelli d'integrazione
biologica. Secondo Van Gestel e Van Brummelen (1996), il termine bioindicazione e
riservato a tutte le attivita a livello dell’organismo (intero organismo) o superiore
(popolazioni, comunita, ecosistemi).

Si ricorda ancora una volta che un buon bioindicatore é tale quando esiste unarelazione
quantitativa tralarisposta biologica e le concentrazioni di esposizione a un inquinante.

1.2 Bioaccumulatori

II termine di bioaccumulatore si impiega quando le concentrazioni di determinate
sostanze inquinanti al’interno di un organismo sono utilizzate per la ricostruzione del
patterns di deposizione nell’ambiente in cui |’ organismo vive. | Bioaccumulatori sono,
quindi, organismi in grado di sopravvivere ala presenza di un contaminante, assimilato
dalle matrici ambientali (aria, acqua, suolo), accumulandolo e permettendone una
qualificazione e una quantificazione.

Un buon bioaccumul atore deve possedere i requisiti di seguito indicati:

- atatolleranza agli inquinanti che sono oggetto della sperimentazione;
- capacitadi accumulare indefinitamente;

- ampiadistribuzione nell’ area di studio;

- scarsa mobilita;

- lungo ciclo vitale.

Anche nel caso degli organismi bioaccumulatori € importante la definizione di una
relazione biunivoca tra le concentrazioni degli inquinanti nell’ambiente e quelle
al’interno del bioaccumulatore stesso. Gli organismi bioaccumulatori sono attual mente
utilizzati in molte reti di sorveglianza allestite sul territorio europeo, come nel caso del
progetto GEMS (Global Environment Monitoring System), nel quale sono utilizzate le
proprieta accumulatrici di muschi e licheni per quanto riguarda i metalli pesanti. Altri
organismi  bioaccumulatori, quali i mitili, sono impiegati nei programmi di
monitoraggio della qualita delle acque marine costiere, stante la loro capacita di
accumulare al loro interno metalli pesanti, sostanze organiche e microrganismi patogeni.
Infine, anche insetti quali le api possono essere considerate del bioaccumulatori e sono
impiegate nella valutazione del fall-out di metalli pesanti, fitofarmaci e sostanze
radioattive.



1.3  Saggi Ecotossicologici

Gli anni recenti hanno visto una proliferazione di termini simili e che in parte s
Sovrappongono.

Lamisurazione di variabili biochimiche e fisiologiche negli individui o nei loro prodotti
d escrezione, che fornisce informazione sull’ esposizione o sul danno, generalmente va
sotto il nome di Biomarker (McCarthy & Shugart, 1990). Il termine Bioreporter System
€ usalo per un uno strumento molecolare, spesso utilizzante cellule modificate
geneticamente, per trasformare la presenza di una sostanza chimica in un segnae
facilmente misurabile, come la luminescenza (Aarts et al., 1993). Un Biosensore
(chiamato anche Bioprobe), vedi Rawson (1993), € un mezzo fisico che permette di
percepire una sostanza chimica come un segnale elettrico derivato da un
biocatalizzatore, come un enzima o un anticorpo. Un Bioassay € un sistema di saggio
ecotossicologico, generamente di breve durata e con un protocollo definito, in cui
I attivita di una sostanza chimica € misurata come un effetto avverso su alcune specie
test. Infine, tutte queste attivita possono essere ripetute nel tempo, cio € in genere
chiamato Biomonitoraggio (Hopkin, 1993).

La finalita del biomonitoraggio e di indicare la “salute” degli ecosistemi in cui si
sospetta che sia stata rilasciata una concentrazione biologicamente significativa di un
inquinante. Hopkin (1993) identifica quattro possibili approcci per monitorare gli effetti
dell’inquinamento sugli ecosistemi: 1) valutare I’impatto sulla struttura della comunita;
2) misurare le concentrazioni dell’inquinante nei tessuti di specie sentinella; 3)
guantificare gli effetti sulla performance individuale; e 4) rilevare la presenza di razze
alterate geneticamente, resistenti agli inquinanti.

Il biomonitoraggio s vae delle variazioni ecologiche indotte dalle alterazioni
dell’ambiente; queste ultime s manifestano in modo pit 0 meno evidente a tre diversi
livelli:

- accumulo di sostanze inquinanti negli organismi;
- modificazioni morfologiche e strutturali degli organismi;
- modificazioni nella composizione delle comunita animali e vegetali.

Alcuni inquinanti possono essere assimilati dagli organismi in misura maggiore di altri.
Ci0 puo essere misurato tramite il fattore di bioconcentrazione (BCF).

Con le sostanze inorganiche, I’ entita del bioaccumulo a lungo termine dipende dal tasso
di escrezione. Per esempio, animali con uno scheletro, un esoscheletro o un guscio
calcareo accumulano piombo o stronzio in maggiori quantita di organismi senza tali
strutture, perché le sostanze citate seguono i percorsi metabolici del calcio che, nei
primi organismi, sono evoluti per un’ elevata efficacia di assimilazione.



L e metodiche tossicol ogiche sono utilizzate per la determinazione e la valutazione degli
effetti tossici acuti e cronici esercitati da matrici ambientali contaminate, su organismi o
gruppi ad esse esposte.

L’ effetto tossico acuto si evidenziain un lasso di tempo breve e, comunque, inferiore al
tempo di generazione dell’ organismo in esame, e prevede la valutazione di endpoints
facilmente evidenziabili quali, ad esempio, I'immobilizzazione o la morte degli
organismi impiegati nel saggi.

L’ effetto tossico cronico s sviluppa, viceversa, in un periodo di tempo piu elevato, pud
coinvolgere piu generazioni di individui esposti e produce risposte che non
compromettono la sopravvivenza degli organismi.

Latossicita viene, di solito, ricercata su matrici liquide che possono essere costituite da
campioni di acque di scarico, acque superficiali, acque di falda, eluati' o eutriati® di
matrici solide quali, ad esempio, i sedimenti fluviali.

L’ utilizzo di organismi viventi in prove di tossicita e codificato in precise metodologie e
protocolli applicativi che si rinvengono in moltisssme normative tecniche nazionali e
internazionali.

14 Indici

Il monitoraggio delle comunita di macroinvertebrati € usato ampiamente nei sistemi
acquatici. Nei primi tempi, gli schemi erano basati sulle risposte della comunita a
rilascio di nutrienti nelle acque dolci. | siti venivano valutati con un numero che
rappresentava il “punteggio” che si assegnava a una data contaminazione (Reynoldson
& Metcafe-Smith, 1992, Metcalfe, 1989). Tali sistemi a punteggio erano adatti per
valutare I’ arricchimento organico, ma non erano applicabili per valutare I'impatto di
divers inquinanti, dato che le sensibilita relative del diversi taxa possono variare. Una
seconda generazione di schemi si concentrava su misure di ricchezza ed equilibrio nella
distribuzione degli individui tra le specie, e porto alo sviluppo di indici di diversita
come quelli di Shannon Wiener e di Simpson. Benché siano ancora usati
nell’analisi dei monitoraggi, la loro utilith e stata ridimensionata, sia perché le
conclusioni tratte in alcuni sistemi non sono sempre valide in altri, sia perché non
sempre la diversita decresce con I'aumento della concentrazione dell’inquinante
(Bengtsson & Rundgren, 1984, 1988; Hopkin, 1993). Un sistema piu recente per
valutare lo schema delle comunita € il River Invertebrate Prediction and Classification
System (RIVPACS), un modello con molte variabili per predire la fauna presente in un
sito inalterato dalle caratteristiche note. Le comunita rilevate possono essere comparate
con quelle calcolate dal modello, permettendo una valutazione dei potenziali effetti
biotici dell’inquinamento (Wright et al., 1989). Questo sistema consente di prevedere le
abbondanze relative, i punteggi biotici e lapresenzadi specie e famiglie.

! Eluato: rimozione di una sostanza adsorbita su una matrice porosa per mezzo di un flusso di solvente.
2 Elutriato: processo di rimozione mediante lavaggio, da una matrice solida, di particolato fine e sostanze solubili.



Rispetto ad altre matrici (aria, acqua), laricerca e I’ applicazione di strumenti biologici
per identificare la qualita biologica del suolo mostrano ancora un notevole ritardo,
imputabile soprattutto alle carenze conoscitive sugli ecosistemi edafici e sui loro singoli
componenti. A oggi, s hanno esperienze sperimentali e applicative che fanno
principamente riferimento a tre strumenti biologici (bioindicatori, bioaccumulatori,
saggi ecotossicologici); il monitoraggio delle comunita del suolo € in uno stadio di
sviluppo iniziale.

A titolo di esempio € utile ricordare tra i bioindicatori i macroinvertebrati che si
rinvengono nel corsi d’acqua dolce e i licheni epifiti. | primi sono utilizzati per la
valutazione della qualita ambientale delle acque correnti mediante I’impiego dell’ Indice
Biotico Esteso (IBE) (Ghetti, 1997), mentre i secondi sono utilizzati per la valutazione
della qualita dell’aria previa determinazione dell’indice IAP (Index of Atmospheric
Purity), indice che attualmente viene definito cone BL (Biodiversita Lichenica) (Nimis,
1999).



2. VALUTAZIONE DELLA TOSSICITA DEL SUOLO

Rispetto all’acqua e all’aria, il suolo appare immobile e spazialmente eterogeneo. |
costituenti dei vari tipi di suolo possiedono una gran capacita di trattenere contaminanti
ambientali, specialmente quelli costituiti da molecole apolari o da ioni bi-trivalenti
carichi positivamente; in conseguenzadi cio, il suolo s comporta come una trappola per
gli inquinanti e la sua concentrazione € in genere piu ata rispetto a quella degli altri
comparti ambientali.

Per effettuare una stima dei rischi ecologici da dati residui, € necessario conoscere le
concentrazioni  dell’organismo oltre le quali le funzioni fisiologiche sono
irreversibilmente compromesse. Le concentrazioni corporee letali (Lethal Body
Concentrations - LBCs) possono essere stimate a seguito di esperimenti in cui
I’incremento della mortalita con il tempo d' esposizione € osservato in connessione con
la concentrazione di metalli nel corpo. Per esempio, le LBCs per il cadmio sono state
stimate per divers rappresentanti della comunita di invertebrati del suolo. La tossicita
puo essere misurata come LCso (50% di concentrazione letale, che rappresenta la
concentrazione di una sostanza che provoca la mortalita del 50% degli organismi). Puo
anche essere valutata I'ECsp (50% di concentrazione efficace), diversa dall’ LCs in
quanto I’ effetto misurato potrebbe non essere la morte.

Nel considerare le prove ecotossicologiche per la valutazione dei contaminanti presenti
nei suoli, le specie utilizzate dovrebbero essere selezionate sulla base della loro
rappresentativita entro la comunita ecologica presente nel suolo. | criteri da utilizzarsi
nel reperire tali specie dovrebbero tener presente le similarita tossicologiche tra specie
tassonomicamente vicine. A tale riguardo uno studio condotto su quattro specie di
lombrichi (Neuhauser et al., 1986) suggerisce che le correlazioni trale ECsp delle specie
siano assai elevate.

Le determinazioni sullatossicita dei suoli possono essere condotte sia direttamente sulla
matrice solida sia su campioni di elutriato. Questi ultimi subiscono gli stess trattamenti
effettuati sulle matrici acquose e, a tale proposito, e auspicabile che quanto prima le
prove che coinvolgono gli elutriati, siano standardizzate e recepite nelle normative
tecniche ufficiali.

Le prove di tossicita condotte direttamente sulla matrice solida risentono, a differenza
delle normali prove di tossicita acquatica, delle interazioni tra il suolo e il componente
tossico, interazioni che esercitano effetti non trascurabili sulla biodisponibilita delle
sostanze tossiche. Anche in questo campo risulterebbe necessario standardizzare |
sistemi di esposizione a fine di ottenere risultati traloro comparabili.
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21 Prove di tossicita acuta e cronica su elutriati

Preparazione dell’ elutriato acquoso
La preparazione dell’ elutriato per prove tossicologiche non € codificatain Italia.

L'elutriato e preparato utilizzando acqua standard con caratteristiche chimiche
predefinite; il rapporto tra matrice solida e acqua standard puo variare a seconda dei
metodi da /4 (V/V) a 1/10 (V/P). Il tempo di contatto tra matrice solida e solvente
risulta di circa 24 ore. L’elutriato puo essere filtrato e, quindi, sottoposto a prove di
tossicita

Prove di tossicita acuta

Le prove condotte su elutriati di sedimenti fluviali e marini possono essere ritenute un
patrimonio ormai acquisito da parte di alcuni laboratori di ecotossicologia dell’ ARPA
Piemonte nonché dell’ ARPA Lombardia e dell’ ARPA Toscana. Allo stesso modo sono
da ritenersi consolidate le esperienze tossicologiche condotte sul terreno tal quale,
eseguite presso I' ARPA Lombardia e I’ ARPA Toscana. Per quanto attiene alle prove di
tossicita, e utile ribadire la similitudine tra le indagini condotte sui sedimenti e le prove
eseguite su campioni di suolo. In entrambi i casi |’ approccio prevede I’ estrazione con
Mezzo acquoso O, per indagini particolari, tramite solventi caratteristici dei composti
presenti all’interno della matrice e in solubili, e la successiva risospensione di tali
estratti in un mezzo non tossico nei confronti del bioindicatore che si intende utilizzare
nello studio ecotossicologico. L’ estrazione con mezzo acquoso consente di simulare il
lavaggio dei suoli contaminati da parte delle acque meteoriche.

Prova di tossicita con batteri luminescenti (“ Vibrio fischeri”)

La prova s basa sulla riduzione dell’emissione luminosa da parte di batteri
bioluminescenti sottoposti a contatto con una sostanza che risulta tossica a un controllo.
Larispostasi ottiene, di regola, in tempi brevi (5, 15 e 30 minuti). La produzione di luce
scaturisce da una reazione enzimatica in cui I’enzima luciferas ossida un’adeide
aifatica ad acido carbossilico con emissione luminosa. Il risultato € riportato come
ECso, che consiste nella concentrazione efficace della sostanza tossica in grado di
causare un decremento del 50% della luminosita batterica rispetto a controllo dopo un
tempo fissato di esposizione. La prova risulta normata in Italia con il seguente
riferimento: IRSA-CNR, 1996, giugno 1996: 1-8.

Prova di tossicita con “ Daphnia magna”

Il crostaceo Daphnia magna viene considerato particolarmente adatto alle prove di
tossicita poiché e ubiquitario, € maneggevole per le sue dimensioni e perche il suo
allevamento richiede costi e spazi limitati. Inoltre e reperibile tutto I’anno, presenta un
buon livello di sensibilita ai tossici, origina individui geneticamente identici, in numero
elevato, con accrescimento isomorfo. La prova di tossicita acuta dura 24 ore in
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condizioni di temperatura di 20 °C e con un fotoperiodo di 16 ore di luce e 8 ore di
buio. La risposta della prova consiste nell’immobilizzazione dei crostacei. Il risultato &
riportato come 1Csp che consiste nella concentrazione della sostanza tossica capace di
causare I'immobilizzazione del 50% della popolazione esposta dopo un tempo fissato di
esposizione. La prova risulta normata in Italia con il seguente riferimento: IRSA-CNR,
1996, giugno 1996: 1-8.

Prova di tossicita con Chironomidi

In Italia non sono disponibili prove standardizzate con questi insetti, ma esistono
protocolli approvati da alcune organizzazioni internazionali come I’OCSE e I’ USEPA.
L’OCSE ha predisposto un documento draft sulle linee guida per valutare gli effetti
dell’ esposizione prolungata a fitofarmaci e ainquinanti industriali sulle larve bentoniche
dei ditteri chironomidi Chironomus riparius, C. yoshimatsui e C. tentans (OCSE, 1998).
Per C. riparius e C. tentans sono disponibili alcuni protocolli sviluppati negli Stati
Uniti, in Canada e in Europa (ASTM/E, 1993; BBA, 1995; Environment Canada, 1994,
European Commission, 1994; SETAC, 1993; US-EPA, 1994, 1996a, 1996b), nonché
del ring-test (BBA, 1995; US-EPA, 1996c¢). Possono anche essere usate altre specie ben
documentate come, per esempio, C. yoshimatsui (Sugaya, 1997).

Prova di inibizione dell’ allungamento dell’ apparato radicale

Questa prova valuta la fitotossicita del suolo attraverso la verifica dell’ eventual e effetto
di prodotti fitotossici sulla germinazione dei semi. Il saggio prende in considerazione la
germinazione e |’accrescimento radicale dei semi di Lepidum sativum (crescione
inglese), pianta particolarmente sensibile ala presenza di fattori fitotossici, dopo un
periodo di incubazione a 27°C per 24 ore. |l campione, portato a una umidita dell’ 85%,
viene lasciato in contatto con acqua distillata per 2 ore; sull’ estratto acquoso ottenuto,
siatal quale che diluito, si effettuail test di germinazione su 5 repliche con 10 semi di
Lepidum sativum posti in capsula Petri, contenente carta bibula. Dopo incubazione si
contano i semi germinati e la loro lunghezza radicale. Si determina I'indice di
germinazione Ig come percentuale di semi germinati per la loro lunghezza radicale
rispetto al controllo (acqua distillata). Questo metodo € stato messo a punto per i
compost (Nappi et al.,, 1990). La prova risulta normata in Italia con il seguente
riferimento: metodo UNI 10780, 1998.

Prove di tossicita cronica

La prove di tossicita cronica da effettuars sull’ elutriato coinvolgono specie differenti
siadal punto di vista filogenetico sia per la posizione al’ interno della catena trofica.

Prova di tossicita algale

Laprova agale a 72 o 96 ore permette di evidenziare I’ effetto tossico cronico mediante
I"inibizione di crescita della specie algale rispetto a un controllo. La crescita algale puo
essere misurata mediante numerosi sistemi come, per esempio, il conteggio diretto delle
cellule algali mediante contaglobuli elettronico o camere di Burker per lettura d
microscopio; la misura della densita ottica direttamente nelle cuvette di crescita a 670
nm; la misura della clorofilla ain vivo mediante la fluorescenza. Il metodo che utilizza
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Selenastrum capricornutum (Raphidocellis subcapitata) risulta standardizzato con la
sigla UNI EN 288692. L'’ ARPA Toscana s € dotata di un metodo riportato nel manuale
“Metodologia di saggio algale per il controllo delle acque di scarico e dei corpi idrici
ricettori”, ARPAT-CEDIF, 1998 (Sbrilli, 1998).

Prova di tossicita con Collemboli

| Collemboli sono insetti apterigoti ubiquitari nel suolo, relativamente ben investigati.
Per saggiare la tossicita, possono venire utilizzate diverse specie (Onychiurus spp.,
Folsomia candida, Tullbergia granulata e Orchesella cincta).

L’ organismo piu idoneo risulta pero Folsomia candida (Smith et al., 1998). L’ endpoint
e rappresentato dal numero di sopravvissuti e di nati alla fine del periodo sperimentale.
Per |’esecuzione del test s puo adottare la stessa matrice che viene utilizzata per le
prove di tossicita con Anellidi, in modo che i risultati possano essere confrontati. Sono
in atto processi di standardizzazione alivello internazionale.

Prova di tossicita cronica con “ Ceriodaphnia dubia”

La prova prevede il controllo dellafertilitaa 7 giorni. Le forme giovanili degli individui
SoNo esposte in un sistema statico rinnovato per la durata di 7 giorni (durante i quali s
ha lo sviluppo di tre generazioni), a differenti concentrazioni della matrice. | risultati
della prova sono basati su valutazioni del tenore di sopravvivenza e di riproduzione
della specie. 1| metodo e normato in Italia con il seguente riferimento: IRSA-CNR,
1998, Notiziario dei metodi analitici. Maggio 1998: 8-13.

Per suoli salmastri possono essere utilizzati organismi marini come, ad esempio, i
Misidi (IRSA-CNR, 1998, Notiziario dei metodi analitici. Istituto di Ricerca sulle
Acgue — CNR, maggio 1998: 1-8) oppure il test algale condotto con alghe marine come
Dunaliella tertiolecta o Phaeodactilum tricornutum.

2.2 Provedi tossicita su matrice solida

Misura dell'attivita respiratoria dei batteri del suolo

La prova (Metodo 1SO/DS 14240-1: 1997) misura I’ attivita respiratoria microbica
attraverso la determinazione della produzione di CO..

Tale determinazione avviene in un sistema chiuso (respirometro), con |’ apporto
continuo dell’O, consumato; per misurare la respirazione indotta dal substrato, il
campione viene miscelato uniformemente con una soluzione di glucosio. L’ incubazione
avviene a 22 °C per piu di 24 ore. Si misura la produzione di CO, per unita di tempo
(ora) e per 100 g di materia secca; tale misura s ottiene da tratto lineare della curva
respiratoria. L’ attivita respiratoria microbica e influenzata dal contenuto acquoso del
campione e dalla sua temperatura. Pertanto questi parametri devono essere portati ale
condizioni standard (40-60 % di umidita e 22 °C). La composizione chimica del suoli
naturali € una variabile che influenza notevolmente la determinazione.
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Prova per la valutazione del potere nitrificante del suolo

La prova misura la velocita di formazione dei nitriti nel campione di suolo, dopo
incubazione per 5 ore a una temperatura di 25 °C. Si effettuano cinque repliche, di cui
due utilizzate come bianco. L’ulteriore ossidazione a nitrati viene bloccata con
I’aggiunta di NaClOsz. La quantita di nitriti formati s rileva mediante metodo
colorimetrico. La quantita di NO, (in ngN/g*5h) prodotta da 1 g di materia secca
fornisce un’indicazione del potere nitrificante; un’ attivita nitrificante inferiore a valore
soglia indica un effetto tossico sull’ attivita metabolica della microflora del suolo. Per
suoli agricoli, il tempo di incubazione di 5 ore e sufficiente, in caso di suoli contaminati
e necessario prolungare il periodo di incubazione. Un’attivita nitrificante bassa puo
essere causata, oltre che dalla contaminazione del terreno sottoposto a prova, anche da
un numero insufficiente di microrganismi del suolo: per questo motivo, s standardizza
un apporto di nutrienti prima dell’ esecuzione della prova. | test di nitrificazione hanno
un’ata sensibilita rispetto a quelli effettuati su piante e lombrichi. Cio potrebbe
comportare la possibilita di falsi positivi: quindi, in caso di positivita, € necessario
procedere a ulteriori ricerche.

Prova di tossicita con Anellidi (“ Eisenia fetida” )

L’utilizzo di lombrichi nella valutazione ecotossicologica dei suoli é stato sviluppato a
partire dagli anni '80 e, successivamente, e stato standardizzato in diversi protocolli
applicativi (EPA, OECD, EEC, ecc.). Il vantaggio di tale tecnica €& rappresentato
dall’ assenza di trattamenti della matrice; i metodi tuttavia non evidenziano particolare
sensibilita.

In particolare la prova (Metodo 1SO 11268-1) valuta la tossicita dei suoli utilizzando il
lombrico Eisenia fetida, sia per prove di screening, sia per prove definitive. Vengono
considerate, per la valutazione della tossicita, la percentuale di sopravvivenza e la
differenzatrail peso iniziale della massa di lombrichi eil loro peso finde. Si utilizzano
per la prova unicamente lombrichi adulti, sessualmente maturi, con clitello ben
sviluppato e un’eta compresa tra sei mesi e un anno. La percentuale di mortalita
riscontrata € comparata con dati presenti in letteraturain base alatipologiadi suolo. Gli
animali utilizzati devono avere un peso iniziale unitario omogeneo ed essere sottoposti
alle seguenti condizioni di prova aerazione continua, umidita controllata, temperatura
di 20 + 2 °C ed illuminazione di 400-800 lux. La prova viene effettuata su quattro
repliche e la valutazione avviene mediante la conta dei lombrichi sopravvissuti dopo un
periodo di incubazione di 14 giorni; se la mortalita € superiore a 20% il terreno &
considerato tossico.

Prova di tossicita con batteri luminescenti (* Vibrio fischeri”) su matrice solida

Questa procedura permette agli organismi di entrare in contatto diretto con il campione
solido previa sospensione dello stesso in un mezzo acquoso. Questa prova fornisce, in
genere, risultati con tossicita uguali o piu alte rispetto ale prove sugli elutriati,
probabilmente a causa di una maggiore biodisponibilita dovuta al contatto diretto delle
particelle con gli organismi batterici. Il contenuto organico del suolo potrebbe, tuttavia,
determinare un adsorbimento dei batteri alla matrice solida difficilmente valutabile, con
conseguente rischio di risultati falsamente positivi.
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Attivita microbica del suolo

Non si tratta di una prova di tossicita ma di una stima della carica microbica presente
nel suolo, ed in particolare dei principali gruppi (batteri aerobi totali, batteri anaerobi
totali, miceti totali, ecc.) che sono rappresentativi della comunita microbica,
considerando |a densita della popolazione un indicatore dello status biologico del suolo.
La carica microbica é rilevabile mediante inoculo di una quantita specifica di estratto
del suolo, sia tal quale che diluito, in substrati colturali opportunamente selezionati;
successivamente s effettua |’ incubazione a temperature specifiche e controllate, per un
periodo di tempo che variada 7 a 20 giorni, in funzione del gruppo microbico ricercato.
Al termine del periodo prescelto, si valuta il numero di cellule microbiche in 1 g di
campione (peso secco). La determinazione € soggetta a un’ineliminabile imprecisione
statistica, inoltre non tutti i microrganismi del suolo possono essere isolati o verificati
per viacolturae.

2.3  Genotossicologia

Panagrellus redivivus

La prova con il nematode Panagrellus redivivus e utilizzata per la valutazione
dell’impatto ambientale di contaminanti in fase solida (sedimenti, suoli, fanghi
industriali, ecc.). La principale caratteristica di questa prova, ancora poco utilizzata in
Italia, é rappresentata dal fatto che, durante le 96 ore di durata della stessa, il nematode
altraversa quattro stadi di crescita contraddistinti da caratteristiche fisiologiche e
dimensionali ben conosciute. In presenza di sostanze contaminanti a effetto tossico, s
assistera all’ arresto della crescita o alla morte dell’ organismo. Mediante il monitoraggio
di un numero definito di individui (ca. 100) per un tempo di 96 ore in presenza di
concentrazioni diversificate della matrice ambientale, &€ possibile valutare gli effetti
letali e/o subletali. In particolare, il numero di individui morti da un’indicazione
dell’ effetto letale (tossicita acuta), mentre il numero di organismi ai vari stadi di crescita
(J2, J3, J4) fornisce una stima degli effetti subletali (tossicita cronica). La crescita del
nematode dallo stadio J2 a J3 0 J4 prevede I’ espressione di un numero limitato di geni.
D’dtro canto, la crescita dallo stadio J4 alo stadio adulto richiede I'intervento di un
numero cospicuo di geni. Molti mutageni conosciuti possono inibire selettivamente il
passaggio da J4 ad adulto, e quest’'inibizione di crescita puo essere utilizzata come
un’indicazione del potenziale mutagenetico/genotossico del campione. La prova e
ritenuta oggi molto promettente.

Mutatox

La prova Mutatox utilizza uno speciale mutante oscuro del batterio bioluminescente
Vibrio fischeri in grado di evidenziare la presenza di agenti genotossici. Il ceppo
utilizzato, infatti, mostra un incremento della produzione di luce quando viene fatto
crescere in presenza di concentrazioni subletali di agenti genotossici. Aliquote di batteri
reidratati vengono incubate in presenza di diluizioni scalari della matrice ambientale
oggetto di indagine, in un mezzo di crescita contenente 0 meno la frazione S9 (estratti
epatici con funzione di ossidasi mista). Gli agenti genotossici sospetti vengono definiti
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come quelle matrici che inducono un incremento dell’ emissione di luce di almeno due
volte la media dell’emissione del controlli. La prova € attuamente utilizzato
abitualmente presso il Dipartimento ARPA di Grugliasco su matrici ambientali e, in
modo particolare, sui sedimenti fluviali.

Prova del micronuclei

I micronuclei sono piccoli nuclel derivanti da frammenti acentrici o dainteri cromosomi
che, in seguito ad anomalie del fuso, non s sono separati correttamente nel corso
dell’ anafase e sono conseguentemente evidenziabili come nuclei secondari nelle cellule
figlie. La prova del micronuclel su linee cellulari viene utilizzato come indicatore dei
danni a DNA indotti da agenti fisici e chimici. Il sistema cellulare utilizzato e costituito
da una linea cellulare immortalizzata di Hamster Cinese (CHO-K1). La tecnica
utilizzata & quella introdotta da Fenech e Morley, basata sull’ utilizzo della citocalasina
B per bloccare la citodieresi delle cellule che sono andate incontro a mitosi. La prova
puo essere intrapresa con cellule di fava e di cipolla

Prova di Ames

La prova, messa a punto da Ames, utilizza ceppi di Salmonella typhimurium auxotrofi
per I'istidina esposti al campione da saggiare. Se nel campione sono presenti composti
mutageni, questi provocano la retromutazione al fenotipo selvatico di acune cellule,
permettendone la crescita su di un terreno minimo. La prova e condotta utilizzando due
ceppi con diversa specificita, capaci di rilevare la presenza di mutageni che agiscono
con meccanismi d’azione diversa (S. typhimurium TA98: inserzione o delezione di basi
azotate; S typhimurium TA100: sostituzione di basi azotate). La mutagenicita di un
campione e stimata calcolando il Mutagenic Ratio (M.R. = revertenti netti / revertenti
spontanei). Questa prova € utilizzata in modo abituale presso il dipartimento ARPA di
Grugliasco su matrici ambientali traloro assai diversificate, quali per esempio sedimenti
fluviali, campioni ambientali provenienti da siti contaminati e il particolato atmosferico
fine (PM 10) trattenuto dai filtri delle stazioni di monitoraggio dellaqualita dell’ aria.

S0OS Chromotest

Le lesioni @ DNA attivano normalmente dei meccanismi di riparazione, indicati
complessivamente come risposta SOS. 1| SOS Chromotest fornisce un’indicazione
quantitativa dell’entita dell’attivazione di questi meccanismi. La prova s basa
sull’ utilizzo di un microrganismo (Escherichia coli PQ37) nel qualeil promotore di uno
dei principali geni (SFTA) coinvolti nella risposta SOS é stato posto a monte del gene
della (-galattosidasi, in modo che [|'attivazione di SFTA porti ala produzione
dell’enzima [-gaattosidasi. 1l livello di [B-galattosidasi €, quindi, dosato
spettrofotometricamente. In parallelo, viene monitorata |’ attivita della fosfatasi alcalina,
che fornisce indicazioni sullatossicitadel campione in esame ed eliminala possibilita di
fornire risultati falsi negativi. La mutagenicita del campione viene stimata dal fattore di
induzione (I.F.) calcolato dal rapporto tra I'induzione in assenza e in presenza del
campione. Dal punto di vista applicativo, per questo test valgono le considerazioni di
cui a punto precedente.
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3. VALUTAZIONE DELLA QUALITA DEL SUOLO

Il grado di stabilita di un ecosistema viene determinato, generamente, come indice di
qualita in funzione della ricchezza in taxa di organismi presenti. Pertanto piu specie
sono presenti in un dato ecosistema, maggiore € la sua stabilita. Infatti, I’inquinamento
indotto dalle attivita antropiche (per esempio concimazioni, uso di fitofarmaci, scarico
di rifiuti tossici) agisce sulle specie piu sensibili che scompaiono dall’ ecosistema stesso.

La perdita di specie da un sistema provoca cambiamenti nella struttura, negli scambi
energetici e nel process dell’ecosistema. In numeros lavori recenti, le variazioni
nell’ abbondanza e la presenza o0 assenza di specie sono state utilizzate come misura
finale dell’impatto biologico di un inquinante (Hopkin, 1993; Jepson, 1993; Posthuma
& van Straalen, 1993; Pearson, 1994; Korthals et al., 1996; Spurgeon et al., 1996). Per
utilizzare questi studi allo scopo di monitorare I’impatto dell’inquinamento, le tecniche
dovrebbero essere semplici e relativamente veloci da applicare (Spurgeon et al., 1996). |
gruppi faunistici adatti al monitoraggio delle comunita dovrebbero corrispondere il piu
possibile a quanto enunciato da Pearson (1994). In pratica dovrebbero: 1) avere una
tassonomia ben nota e stabile, 2) essere conosciuti in tutta la loro storia naturae; 3)
essere facilmente campionabili, facili da manipolare e da identificare; 4) avere taxa
superiori (ordine, famiglia, tribu, genere) con distribuzione geografica ampia coprente
divers tipi di habitat; 5) avere taxa inferiori (specie, sottospecie) specializzati e
sensibili a cambiamenti ambientali; 6) avere una potenziale importanza economica; 7)
avere modelli di biodiversitariflessi da altri taxa, vicini o no. Gli studi di monitoraggio
che utilizzano gli invertebrati hanno il potenziale di fornire un mezzo largamente
applicabile per vautare |o stato dell’ ambiente e I'impatto dell’inquinamento. | problemi
principali sono le difficolta nell’ identificazione di molti gruppi e il tempo richiesto per i
campionamenti, in particolar modo se si analizzano molti siti per definire i gradienti di
risposta (Spurgeon et al., 1996). Per questo, in passato, molti studi erano incentrati sulla
valutazione degli effetti su specifici gruppi di invertebrati (Bengtsson & Rungren, 1984,
1988; Bengtsson et al., 1983; Read et al., 1987). Spurgeon et al. (1996) propongono tre
gruppi (lombrichi, isopodi e ragni) come rappresentanti idonel degli invertebrati edafici,
a parte le relazioni con gli altri taxa che sono pressoché sconosciute per quasi tutti i
gruppi edafici. Tuttavia, dal loro lavoro emerge che il numero e la diversita di specie
sono trai parametri piu sensibili, mentre I’ abbondanza risulta meno indicativa. Va posta
attenzione sul gruppo scelto, perché anche da cio si possono avere risposte differenti: le
comunita di lombrichi sembrano rispondere chiaramente a gradienti di metalli pesanti,
viceversai ragni sembrano sensibili adiversi fitofarmaci cui i lombrichi sono tolleranti.
La ricerca di una “specie piu sensibile” tramite test di tossicita in laboratorio € stata
ormal accantonata dalla moderna ecotossicologia (Spurgeon et al., 1996).
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Per colmare il vuoto esistente nelle conoscenze degli effetti dell’inquinamento su una
singola specie o sugli ecosistemi, € necessario sviluppare urgentemente nuovi sistemi di
bioindicatori con maggiore realismo ambientale (Cairns, 1992, Korthals et al., 1996).
Studiare i cambiamenti indotti dall’inquinamento sulla struttura delle comunita animali
in natura puo essere un importante passo verso il superamento di questo vuoto (Korthals
et al., 1996). Il vantaggio di tali studi é che includono anche meccanismi per cui
I”inquinamento influenza indirettamente la comunita, come per esempio la modifica
della disponibilita di cibo. Cid pud portare a una migliore comprensione del ruolo che le
interazioni ecologiche hanno nelle risposte tossicologiche a sistemi piu complessi
(Clements, 1994).

La struttura del popolamento edafico € considerata un utile strumento di indagine degli
equilibri biologici, biochimici o biofisici del suolo e delle variazioni dovute a fattori di
perturbazione naturali o antropici. Si puo affermare, quindi, che la presenza di una
pedofauna ricca e varia € indice di un suolo in buone condizioni di equilibrio
bi odinamico.

Per uno studio approfondito sul grado di stabilita dell’ecosistema va sottolineata
I"'importanza di standardizzare il piu possibile le metodologie di campionamento,
incluso il numero di campioni Minimo necessario per ottenere un prelievo significativo.

Per la valutazione della qualita del suolo possono essere utilizzati indici basati sugli
invertebrati come bioindicatori. A tal fine, sono stati proposti: per i nematodi il Maturity
Index (M), per gli artropodi appartenenti alla meso e macrofauna, I’indice di qualita del
suolo (1Q), il rapporto Acari/Collemboali, ecc.

31 | nematodi

| Nematodi sono presenti, con 15.000 specie descritte, nei sistemi Sia acquatici sia
terrestri. Circa la meta delle specie note conduce vita libera, le restanti sono considerate
parassite di piante o animali. Zullini (Milano), da oltre vent’ anni, ha proposto I'impiego
dei nematodi a vita libera come indicatori della qualita delle acque interne. Bongers
(1990) ha introdotto il suo Maturity Index (MI), piu tardi utilizzato per i suoli terrestri
(de Goede & Bongers, 1995). Tae indice ordina le famiglie di nematodi lungo un
gradiente numerato da 1 a 5. A un’estremita del gradiente si collocano i colonizzatori
estremi (“C’; specie a strategia -r; punteggio c-p=1), con tempi di generazione
dell’ordine di alcuni giorni, al’atro estremo s collocano i persistenti estremi (“p”;
specie a strategia -K; punteggio c-p =5), con tempi di generazione dell’ ordine di un
anno. Il valore medio del punteggio ricavato sulla base della frequenza di ciascun
gruppo in un determinato ambiente € il MI. Piu I'indice cresce, piu I’ ecosistema s
avvicina ale condizioni di integrita; valori dell’indice tra c-p 1 e c-p 2 sono tipici di
ambienti sovraccarichi di materia organica. L’ approccio del MI permette di discriminare
anche le diverse fonti di inquinamento: la risposta della comunita a eutrofizzazione,
fertilizzazione, sversamenti di oli, fanghi e divers stress fisici S evidenzia con un
incremento del numero di taxa con valori di c-p bassi, con una minima aterazione del
numero di taxa con valori di c-p elevati (Ettema & Bongers, 1993; de Goede e Bongers,
1995). Una diminuzione della maggior parte dei taxa, in particolar modo di quelli con
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valori di c-p elevati sembra essere in relazione con gli effetti a lungo termine della
presenza di sostanze tossiche in condizioni di scarsa disponibilita di cibo (Ruess et al.,
1993; Korthals et al., 1996). Entrambi questi cambiamenti possono essere visti come
retrogressioni nella successione della comunita di nematodi. Una revisione delle
applicazioni del M1 in studi ambientali, comprendenti tra |’ altro effetti di inquinamento
idrico, metalli pesanti, eutrofizzazione, fuoriuscite di olio, fanghi, acidificazione, stress
fisici e tipi di aratura e data da de Goede e Bongers (1995). Korthals et al. (1996)
propongono una modifica del MI, denominata M12-5. Sostanzialmente s tolgono dal
computo i taxa con c-pl per evitare (soprattutto in casi di abbondanza di sostanza
organica) che il loro numero aumenti fino a falsare le risposte dell’indice. L’indice
MI12-5 sembra quindi piu sensibile ad indicare anche il tipo di inquinamento, oltre chela
variazione nella comunita (Popovici, 1994; Korthals et al., 1993, 1996). Secondo gli
stessi autori, € opportuno testare I’ utilita del concetto legato al M1 anche su atri gruppi
di organismi, specidmente per quegli animai che hanno differenti modalita
d esposizione al’ inquinamento (Korthals et al., 1996).

3.2 L’indicedi qualita (IQ)

Le comunita di artropodi presenti nel suolo sono ala base di un indice di qualita
(Casarini et al., 1990) per la valutazione dello stato dei suoli sottoposti alle pratiche
agricole e, piu in generale, sottoposti a contaminazione da sostanze tossiche.

Gli organismi bioindicatori

Un criterio di classificazione degli animali presenti nel suolo, basato sulle loro
dimensioni, suddivide gli organismi in: microfauna, mesofauna e macrofauna

In particolare la comunita di artropodi appartenenti alla meso e macrofauna e proposta
come sistema bioindicatore della qualita del suolo.

Per |"identificazione degli organismi e ritenuto accettabile un livello di determinazione
tassonomica pari al’Ordine. L’identificazione spinta ad un tale livello e ritenuta
sufficiente per ottenere informazioni significative e, contemporaneamente, puo essere
eseguita anche da operatori non specialisti.

Tra le principali Unita Sistematiche identificabili si ricordano le seguenti: Isopoda,
Pseudoscorpiones, Araneae, Acarina, Simphyla, Pauropoda, Diplopoda, Chilopoda,
Collembola, Protura, Diplura, Tysanoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Coleoptera,
Diptera (Piteaet al., 1998).

Recenti ricerche sull’utilizzo dei microartropodi come bioindicatori suggeriscono di
includere in ogni monitoraggio quante piu Unita Sistematiche possibile, dato che effetti
nascosti possono colpire un dato taxon a concentrazioni che non influenzano gli atri
(Jones, 1991; Posthuma & van Straalen, 1993; Dallinger & Rainbow, 1993; Siepel,
1994; Beylich et al., 1995; Franchini & Rockett, 1996; Iturrondobeitia et al., 1997,
Migliorini & Bernini, 1999). Ad un primo livello, I'identificazione degli individui
campionati pud mantenersi ad un livello superiore a quello di specie, mentre su alcuni
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gruppi I’ indagine tassonomica puo scendere alivelli di dettaglio maggiori, soprattutto se
I" abbondanza specifica di tali gruppi risponde a basse concentrazioni d’inguinamento
(Spurgeon et al., 1996).

Determinazione dell’ Indice di Qualita (1Q)
Per i campioni ed i controlli si determinano i 2 seguenti parametri:

- la diversita; intesa come numero complessivo di Unita Sistematiche;
- |’ abbondanza; intesa come numero totale di individui raccolti.

L’Indice 1.Q. e definito come somma dei rapporti tra le diversita del campione rispetto
al controllo e quello dell’ abbondanza del campione rispetto a controllo.

Il valore dell’indice si collocatraO e 2; il valore O indica che ladiversita e I’ abbondanza
del campione sono nulle; il valore 2 indica che la diversita e I’ abbondanza del campione
sono uguali aquelle del controllo.

Vaori compres tra 0 e 0,5 indicano condizioni di elevato degrado delle caratteristiche
del suolo; valori compresi tra 1,5 e 2 evidenziano condizioni prossime alla normalita e
valori compresi tra0,5 e 1,5 depongono per situazioni intermedie.

Ad esempio vaori inferiori a 0,5 sono stati rilevati in agroecosistemi sottoposti a
trattamenti fitosanitari drastici e prolungati; valori superiori a 1 sono tipici di
agrosistemi dove non vengono effettuate arature né trattamenti fitoiatrici a suolo. In
prossimita di alcune discariche abusive i valori di diversita sono risultati ridotti ad un
quarto, mentre i valori di abbondanza sono risultati inferiori di circala meta rispetto ai
controlli.

La determinazione dell’Indice di Qualita 1.Q. puo costituire un primo test agevole e
poco costoso nelle analisi di qualita dei suoli. L’indice individua possibili alterazioni
dell’ equilibrio biodinamico dello strato superficiale dei suoli, che possono essere dovute
alla presenza di sostanze tossiche. Nelle operazioni di monitoraggio ambientale e di
controllo di aree sottoposte a bonifica questo metodo puo fornire un’'immagine
dell’ evoluzione qualitativa del suolo.

L’indice di qualita viene valutato dalla letteratura in modo particolarmente positivo,
anche se il parametro rappresentato dalla abbondanza é forse sovrastimato rispetto a
parametro diversita; questo indice € stato utilizzato in particolari casi specifici quali ad
esempio i danni indotti dall’impiego di fitofarmaci su terreni produttivi (Casarini et al.,
1993), sversamenti accidentali di sostanze tossiche sul terreno, valutazione delle
biomasse in agricoltura. Esperienze utilizzanti gli indici di qualita sono state condotte
dalle ARPA di Pavia e Parabiago, dalla societa NQA di Pavia, e dala Prof.ssa
Santagostino dell’ Universita degli Studi di Milano.
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3.3 Il Rapporto Acari/Collembali

Con le medesime metodologie di campionamento, di estrazione e di osservazione
microscopica utilizzate per la determinazione dell’indice 1.Q. € possibile calcolare il
rapporto Acari/Collemboli (Bachelier, 1986).

Il quoziente che ne deriva é ritenuto un indice capace di rappresentare le condizioni
biodinamiche del suolo. In particolare, in condizioni di equilibrio la percentuale di
Acari, rispetto ai Collemboli, € elevata; essa tende a diminuire a favore di questi ultimi
con |’aumentare della degradazione delle biocenosi. Tale metodologia tuttavia non
sembra avere avuto successo nel mondo scientifico, cosi come quella utilizzata da
ricercatori giappones (Aoki, 1967; Aoki et al., 1977) che s basa sul rapporto Acari
Oribatei/Altri Acari. Infatti, piuttosto che ad un approccio tassonomico, attualmente s
cerca di utilizzare un sistema di raggruppamento funzionale (O’'Neill et al., 1986;
Wodarz et al., 1992; Siepel, 1994; Paoletti & Sommaggio, 1996), che corrisponda
maggiormente alla complessita dell’ ambiente e della comunita biologica del suolo.

34  Altremetodologie

Riccardo Groppali, dell’Universita di Pavia (Groppali, 1999), riporta altri contributi
sull’uso degli artropodi terrestri come bioindicatori dell’inquinamento. In particolare,
riporta dati sull’ applicazione dell’l.Q., di acuni studi su artropodi predatori (Ragni e
Carabidi), Lepidotteri Ropaloceri (farfalle) e Imenotteri (api) che, applicati in cas
specifici si sono rivelati estremamente utili. Nel caso specifico, in Gran Bretagna sono
state impiegate trappole a caduta per studiare gli effetti delle diverse pratiche su Ragni e
Coleotteri Carabidi e s e riscontrato che, dalla complessita strutturale della vegetazione
e dalla diversita floristica, dipendono direttamente diversita e abbondanza specifica di
tali Artropodi. L'impiego di fitofarmaci ha un forte impatto negativo sui Carabidi
(soprattutto come intossicazione diretta) e sui Ragni (anche indirettamente riducendo la
varieta floristica); inoltre I'impiego di fertilizzanti e di tecniche colturali impattanti,
come arature e movimenti del terreno, modificano profondamente le popolazioni viventi
nel terreno. Alcuni studi specidistici, ad esempio determinando acune specie di
Ropaloceri, senza operare cattura, hanno permesso di valutare il differente uso di
margini di coltivi a gestione convenzionae e assoggettati a forme di lotta guidata: nei
primi, la cavolaia piccola (Pieris rapae) trascorre la maggior parte del suo tempo in
volo (95,9%), mentre nei secondi, il volo occupail 42,6% del tempo, I’ aimentazione il
32,3% e la sosta il 20,8%. Un’altra metodologia consiste nei raccoglitori automatici di
api morte negli alveari, posizionati sperimentalmente nelle aree di studio. Un esempio
di studio delle spoglie di questi insetti, effettuato nei pressi di Venezia, ha permesso di
rilevarvi nel 1993 la presenza di vari prodotti pericolosi per la saute umana. Le
prospettive piu interessanti per lo sviluppo di tali indici derivano dagli studi di Paoletti
(Padova) per quanto attiene la fauna dei suoli agricoli, Zullini (Milano) per i nematodi,
Bernini (Siena) per gli acari oribatei (Migliorini e Bernini, 1999) e Parisi (Parma) per i
collemboli.
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CONSIDERAZIONI FINALI

L’uso degli invertebrati, per valutare i siti terrestri in termini di conservazione,
attualmente, comporta difficolta di interpretazione oppure e limitato ad ambienti
ristretti.

Volendo colmare le necessita e i vuoti conoscitivi, bisogna porsi dmeno due domande:
che rappresentativita ha il sopralluogo per quel sito? Quanto sono comparabili i risultati
ottenuti con quelli di altri siti?

Per rispondere in maniera esauriente a queste domande, si devono affrontare tre livelli
di problemi:

- Problemi ambientali, quali la diversita delle aree, I’ eterogeneita degli habitat, la
varietadelle cause di stress.

- Problemi di campionamento, quali la scelta del bersaglio, la valutazione
preliminare del sito, le metodologie da adottare, I’efficacia (intesa come
rappresentativita della popolazione campionata, in termini di dimensione e
varietd) ed il successo (inteso come numero di specie o individui raccolti per
unitadi sforzo).

- Problemi d’ interpretazione, dovuti essenzialmente a carenze conoscitive.

Come risposta a queste esigenze, Si possono proporre tre fasi di approccio; la prima
consiste nel creare, al’interno del CTN “Suolo e Siti Contaminati”, un Gruppo di lavoro
per raccogliere tutte le informazioni utili ed aggiornate disponibili e per conoscere le
persone coinvolte e e strutture che potrebbero partecipare a lavoro.

La seconda fase prevede la stesura di manuali metodologici per definire e rendere
organica lafase dei campionamenti (vistala necessita di armonizzare le attivitaalivello
nazionale ed europeo) e facilitare quindi i confronti.

Nella terza fase si dovrebbe cercare di diffondere quanto piu estesamente possibile le
conoscenze cosi acquisite, producendo linee guida, rapporti tecnici e manuali di campo
per gli operatori del settore.

In conclusione, da un lato va posta attenzione ala selezione del gruppi oggetto
d indagine, poiché la loro scelta potrebbe determinare risultati assai differenti. Cio é
confermato dal lavoro di Spurgeon et al. (1996), che propongono lombrichi, ragni e
isopodi come gruppi rappresentativi delle comunita di invertebrati edafici, ma avvertono
ad esempio che i lombrichi rispondono bene a metalli pesanti, ma non ai pesticidi,
mentre i ragni sono piu sensibili proprio aquesti ultimi.

D’ altro canto, I’ applicazione di questo tipo di studi va allargata ale indagini finalizzate
non solo a valutare gli impatti causati da stress di natura chimica, ma anche a queli tipi
di attivita che determinano fenomeni di degrado fisico e hiologico, come le
modificazioni strutturali, i cambiamenti climatici e d'uso del suolo, I'erosione, la
desertificazione, ecc.

22



Infine, questioni su cui va posta un’attenzione particolare sono |’ assegnazione delle
specie a gruppi funzionali (strategie riproduttive, di dispersione, alimentari), come
evidenziato da lavori recenti (per esempio Siepel, 1994), e la determinazione delle
ridondanze all’interno dei gruppi funzionali. Queste priorita emergono dalla necessita di
definire I'entita delle perdite di funzionalita del suoli, associate con I’ agricoltura
intensiva, la deforestazione, I'inquinamento ambientale ed il cambiamento climatico
globale.

Il biota edafico maggiormente a rischio sono i gruppi funzionali con poche specie tra i
trituratori della materia organica, i bioturbatori del suolo, i batteri nitrificanti ed azoto-
fissatori, nonché le micorrize. Per risolvere queste priorita di ricerca, sono necessari
(Brussard et al., 1997) un approccio sperimentale che utilizzi esperienze sul campo a
lungo termine e su larga scala e le metodol ogie moderne della geostatistica e del GIS.
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