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Abstract

La disponibilita di zolfo e il suo metabolismo, in particolare i prodotti terminali del pathway come
cisteina e glutatione giocano un importante ruolo nella tolleranza da metalli pesanti, cromo
compreso, in particolare nella detossificazione dello stress ossidativo che la riduzione dei metalli

pesanti spesso comporta, fenomeno noto come Sulfur Enhanced Defence (SED).

Nella prima parte di questo progetto abbiamo investigato il ruolo degli enzimi coinvolti nella sintesi
di cisteina in due ceppi con differente tolleranza al Cr(VI) di Scenedesmus acutus. Infatti, in seguito
ad un periodo di deprivazione di zolfo seguito da un ripristino dei nutrienti, entrambi i ceppi
mostrano un aumentata tolleranza al cromo e concentrazione piu alte di cisteina libera, aumento
particolarmente forte nel ceppo Cr-tollerante. laumento dell’attivita di sintesi di cisteina trovato e
in linea con 'aumentata espressione dei geni coinvolti nel complesso cisteina sintasi, in particolare
SaSAT1, SaOAS-TL2 e SaOAS-TL4. 'analisi delle possibili fonti di solfuro ha evidenziato una differenza
nei livelli di espressione dell’enzima D-cisteina desulfidrasi fra i due ceppi, inoltre questa attivita e
maggiore in tutte le condizioni testate rispetto all’attivita L-cisteina desulfidrasica, differenza
particolarmente accentuata nel ceppo cromo tollerante. Una differente regolazione fra i due ceppi
dei livelli di D-cisteina potrebbe essere alla base del grande aumento dei livelli di questo aminoacido
al ripristino dei nutrienti dopo un periodo di deprivazione di zolfo, dal momento che la forma D ¢, al
contrario della forma L, esclusa dai sistemi di regolazione a feedback negativo del pathway del

solfato.

La seconda parte del progetto si proponeva di verificare se 'aumento della produzione di cisteina
fosse un meccanismo comune anche in altre specie algali adattate ad ambienti sottoposti a stress da
cromo. Per fare cio abbiamo isolato e identificato differenti specie di microalghe dalle sorgenti del
monte Prinzera, montagna di origine ofiolitica vicino a Parma, Italia, dove le concentrazioni medie di
cromo esavalente registrate durante I'anno sono pari a 12 Cr(VI) pg/L. Uanalisi di tolleranza al cromo
effettuata su alcune delle specie isolate ha confermato una tolleranza a concentrazioni di cromo
superiori a quelle presenti nelle acque campionate. Comparando la tolleranza al cromo di due ceppi
dell'alga Chromochloris zofingiensis (ceppo isolato dalla sorgente del monte Prinzera e ceppo
commerciale CCAP 211/14) abbiamo verificato come, per quanto questa specie sembri
naturalmente poco sensibile ai metalli pesanti, I'ecotipo isolato mostri una maggiore tolleranza, e

sia quindi un organismo adatto per espandere gli studi sulla tolleranza al cromo esavalente.



1 Introduzione

Metalli pesanti

Ad oggi, come dimostrano differenti tentativi che si sono succeduti negli anni, ancora non esiste una
definizione univoca di metallo pesante. Una definizione univoca non e argomento banale dal
momento che il termine, e liste varie di metalli pesanti, vengono usati anche in ambito legale (Duffus,
2002). Sono state fatte negli anni differenti proposte di suddivisione e categorizzazione, come per
esempio quella portata da Appenroth nel 2010, di dividere i metalli pesanti in tre categorie: i metalli
di transizione, i metalli delle terre rare e un gruppo eterogeneo formato principalmente da metalloidi
ed elementi formanti ossidi anfoteri chiamato gruppo del piombo (Appenroth, 2010). Nel lavoro di
Ali e Khan (2018) troviamo non solo un’approfondita panoramica sugli eventi storici sulla questione
ma anche la definizione oggi pil comunemente usata di metallo pesante in biologia e nelle scienze
ambientali, ovvero metalli con una densita maggiore di 5g/cm? e un numero atomico superiore a 20
(H. Ali & Khan, 2018). Nonostante questo, ancora oggi in molti lavori I'arsenico, un non metallo, viene
spesso incluso fra i metalli pesanti (Carrillo & Borthakur, 2021; Kumar et al., 2015). A livello ancora
piu pratico e generale, molti lavori che parlano generalmente di metalli pesanti si vanno a
concentrare su quel gruppo di elementi, As, Pb, Cr, Cd, Hg, Cu, Zn e pochi altri, particolarmente
inquinanti e la cui concentrazione in suoli e acque & molto aumentata negli ultimi decenni per effetto
antropico. | metalli pesanti sono infatti ubiquitari nellambiente ma loro presenza nella crosta
terrestre, quando non sregolata dall’attivita umana, & spesso in tracce, rappresentando per la
maggior parte dei casi, con I'eccezione di ferro e alluminio, meno dello 0,1% in peso (Kumar et al.,

2015).

Le principali sorgenti di contaminazione da metalli pesanti nell'ambiente sono imputabili sia a cause
naturali, sia a fattori antropogenici. Le cause umane sono differenti e sono spesso il motivo delle
forme di inquinamento piu grave. Fra le principali cause antropiche troviamo:, attivita industriali,
scarichi di fanghi contaminati da impianti di trattamento delle acque reflue, uso di concimi chimici e
attivita agricole, estrazione e purificazione dei minerali (Chai et al., 2021; Kumar et al., 2015; Luo et

al., 2009; Satarug et al., 2003).

| metalli pesanti possono essere divisi in due grandi categorie, quelli essenziali alla crescita di un

organismo, fondamentali per la formazione di enzimi e proteine, e quelli non essenziali. Limitandoci
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a considerare gli organismi vegetali, fra i metalli essenziali troviamo: Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo e Ni,
mentre fra i non essenziali, o comunque con funzioni biologiche e fisiologiche non ben delineate,
abbiamo: Cd, Sb, Cr, Pb, As, Co, Ag, Se e Hg. Ovviamente anche i metalli considerati essenziali, se

presenti in eccesso, possono risultare tossici (Emamverdian et al., 2015).

1.1.1 Effeti tossici metalli pesanti

| metalli pesanti possono avere effetti citotossici, genotossici e mutageni. | metalli pesanti, inoltre,
data solitamente la difficolta degli organismi nello smaltirli, vanno frequentemente incontro a

fenomeni di bioaccumulo e, a seguire, di biomagnificazione.

Il bioaccumulo & quel meccanismo attraverso il quale gli organismi assimilano e immagazzinano
sostanze tossiche ad una velocita maggiore rispetto alla capacita di smaltirle. Di conseguenza, c'é un
incremento progressivo della loro concentrazione interna rispetto all'ambiente esterno (Clemens
Stephan, 2001; Pinto et al.,, 2003; X.-E. Yang et al., 2005). Laccumulo all’interno del singolo
organismo ha come conseguenza naturale il progressivo aumento dei livelli della sostanza lungo la
catena trofica, fenomeno noto come biomagnificazione (Chai et al., 2021; Macfarlane & Burchett,
2001; Satarug et al., 2003). La conseguenza ovvia € che questi metalli, una volta rilasciati
nell'ambiente, partendo dai produttori primari percorrono la catena alimentare, finendo per

influenzare anche la dieta umana e la nostra salute (Balkhair & Ashraf, 2016; Jitar et al., 2015).

| metalli pesanti sono noti per catalizzare la formazione di ROS, che includono radicali liberi come
I'anione superossido, il radicale idrossile, e il perossido di idrogeno. Questi composti altamente
reattivi possono danneggiare cellule e tessuti attraverso vari meccanismi (Chai et al., 2021; Flora et
al 2008, n.d.; Vannini et al., 2011). | principali effetti dati da concentrazioni elevati di ROS sono:
perossidazione lipidica, che va a danneggiare gli acidi grassi insaturi nelle membrane cellulari,
portando alla loro degradazione e compromettendo l'integrita cellulare; modificazione delle
proteine, che puo riguardare amminoacidi critici, alterandone quindi la struttura e la funzione;
danno ossidativo al DNA, con varie tipologie di lesioni possibili, come rotture del filamento,
mutazioni, cross-linking e modificazioni della topologia, che possono portare a mutazioni o morte

cellulare. (S. Ali et al., 2013; D. Liu et al., 2008).

Un aumento non controllato delle ROS puo portare, oltre alle tipologie di danno appena descritte,
anche effetti indiretti. Il metabolismo cellulare, infatti, attraverso processi come la fotosintesi e la

respirazione, contribuisce naturalmente alla generazione di ROS, con vari percorsi metabolici e
7



reazioni enzimatiche coinvolti in tale produzione (Akter et al., 2021). Le ROS non vengono solo
prodotte in modo passivo, come conseguenza del normale metabolismo, ma anche attraverso
I'azione di ossidasi specifiche. Queste molecole sono centrali per la cellula e in ogni compartimento
cellulare, nucleo compreso, si trovano differenti pathway che utilizzano le ROS come molecole
segnale (Baxter et al., 2014; Mittler et al., 2004, 2022). Un loro squilibrio pud quindi avere come

conseguenze anche una de-regolazione di differenti pathway metabolici.

Un eccessivo accumulo di metalli pesanti puo portare alla diminuzione dell'attivita fotosintetica delle
cellule vegetali (Andosch et al., 2015; Pandey & Sharma, 2003; Volland et al., 2012, 2014). Dato
I'ovvio ruolo della fotosintesi per la crescita e la sopravvivenza delle piante, la sua inibizione da parte
dei metalli pesanti pud portare a una riduzione della crescita cellulare, oppure, nei casi di
esposizione prolungata o ad alte concentrazioni, alla morte della cellula (Burkhardt et al., 2001;

Sundarmoorthy et al., 2015; Xie et al., 2005).

1.1.2 Risposte alla tossicita dei metalli pesanti

Le strategie che le cellule vegetali introducono per fare fronte al pericolo posto dalla contaminazione
dei metalli pesanti sono molteplici. Per semplificare possiamo perd raggrupparle in tre grandi
categorie: riduzione dell’assorbimento, chelazione e sequestro delle sostanze tossiche, attenuazioni

dello stress ossidativo.

1.1.2.1. Riduzione dell’assorbimento

Barriere fisiche, come le pareti cellulari, possono accumulare metalli pesanti, legati a proteine o
silicati, come e stato visto per Silene vulgaris (Bringezu et al., 1999). Cationi bi o trivalenti possono
anche legarsi ai gruppi carbossilici delle pectine. La parete cellulare agisce da ovvia barriera fisica,
tuttavia il ruolo piu attivo nella difesa dai metalli pesanti operato dalla parete rimane ad oggi

controverso e non approfondito (Ejaz et al., 2023).

Anche essudati cellulari possono diminuire I'assorbimento andando a chelare all’esterno della cellula

i composti tossici o modificandoli in specie meno mobili (J. L. Hall, 2002)

Per quanto riguarda l'assorbimento e il trasporto selettivo, esistono differenti classi di trasportatori
di metalli coinvolti nell'assorbimento e nell'omeostasi generale di questi elementi, che possono
qguindi andare a giocare un ruolo chiave nella tolleranza. Esempi includono le ATPasi di tipo CPx,
implicate nel trasporto di metalli essenziali e potenzialmente tossici come Cu, Zn, Cd e Pb,
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trasportatori della famiglia Nramp, legati al trasporto di ioni metallici bivalenti, che giocano un ruolo
nell'assorbimento di Fe e Cd. La loro alterazione pu0 aumentare la resistenza al Cd o, se
sovraespressi, portare a ipersensibilita (Bastien Thomine et al., 2000). Alcune proteine della Famiglia
CDF, coinvolte nel trasporto di Zn, Cd e Co funzionano nell'assorbimento di metalli pesanti, altre nel
loro efflusso, trovandosi nelle membrane plasmatiche o intracellulari. Nel genoma di A. thaliana
sono stati identificati 15 geni appartenenti ai trasportatori della famiglia ZIP, capaci di trasportare

ferro, zinco, manganese e cadmio (Williams et al., n.d.; Yang et al., 2005).

1.1.2.2 Chelazione e sequestro

La chelazione riduce la reattivita degli ioni metallici ed & quindi uno strumento fondamentale per
ridurre la tossicita indotta dai metalli pesanti. Le molecole chelanti si distinguono in due principali
categorie: molecole ad alto peso molecolare e molecole a basso peso molecolare (Carrillo &

Borthakur, 2021).

Fra i ligandi ad alto peso molecolare i principali esponenti sono: polisaccaridi, fitochelatine e
metallotioneine. Modificazioni dei polisaccaridi di parete e un ispessimento della parete cellulare
sono risposte comuni alla tossicita da metalli pesanti. Ma non ¢ solo un aumento della robustezza
strutturale: cellulosa, emicellulosa e pectina hanno funzione chelante su differenti metalli (Carrillo

& Borthakur, 2021).

Le fitochelatnine sono brevi sequenze peptidiche sintetizzate dalla fitochelatina sintasi (PC sintasi) a
partire dal glutatione, molecola con struttura (y-Glu-Cys)n-Gly (n =2-11). La PC sintasi viene
stimolata dalla presenza di metalli pesanti; tuttavia, una sovraespressione forzata di fitochelatine
puo aumentare la sensibilita ai metalli, come dimostrato in piante di A. thaliana da Lee e colleghi
(Lee et al., 2003). Per questo fenomeno controintuitivo vengono proposti in questo lavoro differenti
spiegazioni, fra cui la possibile tossicita dei componenti delle fitochelatine, in particolare la cisteina,
e una possibile eccessiva chelazione anche degli elementi essenziali alla cellula. Anche un eccessivo
consumo di glutatione per la sintesi di fitochelatine potrebbe essere la causa di un aumentata
sensibilita ai metalli. Il glutatione rappresenta infatti solitamente la prima linea di difesa dal danno
ossidativo, mentre le fitochelatine entrano in gioco in un secondo momento, insieme alle
superossido dismutasi e alle catalasi, enzimi preposti a controllare i livelli delle ROS una volta che

gueste molecole si sono formate (Jozefczak et al., 2014).



Le metallotioneine sono piccole proteine (4-8 kDa) presenti sia in piante che animali, anche se gli
organismi vegetali presentano solitamente famiglie di questo enzima piu grandi e complesse. Sono
solitamente composte da due regioni ricche in cisteina unite da una regione linker. La struttura di
gueste proteine viene stabilizzata dal legame con ioni metallici, da qui la sua elevata capacita
chelante. In A. thaliana & stata osservata forte induzione del gene MT2 in seguito ad esposizione a
Cu; in differenti esperimenti di complementazione di mutanti per le metallotioneine si & osservato
un aumento della tolleranza ai metalli pesanti quando queste proteine venivano espresse (Kumar et
al., 2015). Tuttavia, ad oggi, non abbiamo ancora una comprensione completa della regolazione

trascrizionale delle metallotioneine e del loro ruolo nelllomeostasi dei metalli.

Come abbiamo detto, oltre ai chelanti ad alto peso molecolare appena descritti, le cellule fanno
ampio uso anche di chelanti a basso peso molecolare; come: acido malico e acido malonico,
glutatione e differenti aminoacidi, fa cui: istidina, prolina, serina, glicina e cisteina(Ejaz et al., 2023;

Kocaman, 2023), ed altri aminoacidi non proteinogenici(Bloem et al., 2015, Z. Yang et al., 2022).

La nicotinamide e I'acido mugineico sono coinvolti principalmente nellomeostasi del ferro. Diversi
tipi di stress abiotico portano ad alti livelli di prolina; tuttavia, ad oggi non si € ancora certi se la sua
azione sia di tipo chelante oppure se abbia un effetto piu indiretto. L'istidina & un chelante a basso
peso, comune e molto interessante; infatti, rispetto ai chelanti principali cui abbiamo accennato
prima, con l'eccezione della prolina, non contiene zolfo e presenta quantita minori di azoto. Listidina
potrebbe quindi fare parte di quelle molecole che intervengono in caso congiunto di stress causato
da concentrazioni elevate di metalli pesanti e stress dati da carenza di nutrienti. Gli effetti
dell’'unione di questi due differenti tipi di stress € argomento poco studiato nonché una delle piu
importanti lacune nella nostra conoscenza dei processi di omeostasi dei metalli (Carrillo & Borthakur,
2021). E noto che la glutammina sia un precursore della sintesi dell’istidina (Winkler & Ramos-
Montafiez, 2009) e in A. thaliana si € osservato un aumento di glutammina in seguito a deprivazione
di zolfo (Nikiforova et al., 2006). Questo potrebbe per esempio indicare una sostituzione dei chelanti

tiolici con l'istidina in caso di stress congiunto.

1.1.2.3 Attenuazione dello stress ossidativo

Le HSPs, (Heat Shock Proteins) sono una classe di proteine chaperonine la cui principale funzione &

guella di evitare la denaturazione di altre proteine, andando a stabilizzare il corretto folding durante

10



fenomeni di shock termico e stress ossidativo. E stato dimostrato che alti livelli di metalli pesanti

portino ad un aumento dell’espressione delle HSPs. (Kumar et al., 2015)

I miRNA (micro RNA ) sono molto importanti per la regolazione genica. | miRNA partecipano alla
regolazione genica attraverso taglio targettizzato e repressione della traduzione degli mRNA.
Differenti miRNA specifici per stress da metallo pesante sono stati trovati nelle piante. In B. napus
I'aumento dell’'espressione di miRNA395 ha portato ad un minore stress ossidativo da Cd e, quando
esposte al cadmio, queste piante mostravano un aumento delle concentrazioni cellulari di glutatione
e di altre forme di tioli non proteici, insieme ad una maggiore espressione dei trasportatori del

solfato SULTR 1(Noman & Ageel, 2017).

Le cellule possono anche convertire le ROS in molecole meno tossiche(Pinto et al., 2003). La
superossido dismutasi (SOD) & un enzima antiossidante fondamentale in questo contesto, ha varie
isoforme, tra cui FeSOD, MnSOD, CuZnSOD e NiSOD, che differiscono in termini di struttura, origine
e localizzazione cellulare (Wolfe-Simon et al.,, 2005). La CuZnSOD, ad esempio, si trova
prevalentemente nel citosol, nei cloroplasti e nei mitocondri (Abreu & Cabelli, 2010; Gill et al., 2015).
Queste isoforme convertono le ROS in molecole meno reattive, prevenendo ulteriori danni (Kehrer,
2000). Catalasi (CAT), ascorbato perossidasi (APX) e glutatione reduttasi (GR) sono altri importanti

enzimi che si attivano per fornire un effetto antiossidante(Emamverdian et al., 2015).

1.2 Cromo

Il cromo, elemento con numero atomico 24 posizionato nel gruppo VI-B della tavola periodica,
possiede un peso atomico di 51,996 e una densita di 7,19 g/cm3. Tra gli elementi, occupa il settimo
posto in termini di abbondanza sulla crosta terrestre. La sua scoperta avvenne nel 1798 grazie al
chimico francese Vauquelin, che lo individuo nel minerale crocoite, (Shanker et al., 2005; Zayed &

Terry, 2003).

Il cromo & presente in vari stati di ossidazione nell'ambiente ma si manifesta principalmente nelle

due forme piu stabili: trivalente, Cr(lll), ed esavalente, Cr(VI) (Kotasa & Stasicka, 2000).

Le concentrazioni ambientali di cromo mostrano una notevole variabilita a seconda del contesto
geografico e del tipo di compartimento ambientale. Nel suolo, le concentrazioni di cromo variano

tipicamente tra 10 e 50 mg/kg, ma possono raggiungere livelli estremamente elevati, fino a 2200 —
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2650 mg/kg, in terreni specifici come rocce ultramafiche e terreni serpentini (Chrysochoou et al.,
2016). Le concentrazioni in acque dolci in aree ultramafiche si attestano generalmente tra 0,2 e 180
ug/L, valore quindi quasi sempre superiore al limite di 5 pug/L imposto in Italia e spesso anche
superiore a quello di 50 pg/L imposto dalla World Health Organization (WHO) (Tumolo et al., 2020);
solitamente la frazione di cromo esavalente si attesta attorno all’'80% del cromo totale (Chrysochoou
et al.,, 2016). Nelle aree fortemente industrializzate, le concentrazioni di cromo possono essere
significativamente piu alte. Ad esempio, in diversi suoli di aree industrializzate indiane si riscontrano
livelli di cromo trivalente dai valori simili a quelli che si trovano in ambienti ultramafici, con quantita
che possono avere picchi oltre i 3000 mg/Kg (Ratnalu et al., 2022). Anche in Europa livelli di cromo
fra 70-90 mg/Kg non sono infrequenti, sia per cause naturali che antropiche, come uno scorretto
smaltimento delle scorie del processamento dei minerali o dei prodotti di scarto delle industrie
conciarie(Tumolo et al., 2020). Le concentrazioni nelle acque reflue delle industrie sono severamente
regolamentate ma i limiti concessi sono molto superiori a quelli che si trovano in natura, si parla di
1000 pg /L per il cromo esavalente, la forma maggiormente regolamentata, e 5000 pg /L per i livelli

di cromo totale, con limiti anche piu alti per particolari industrie (Singh et al., 2022).

Nel settore industriale, oltre il 60% della produzione mondiale di cromo viene impiegato nella
fabbricazione di leghe e acciaio inossidabile. Le nazioni dove si ha un maggiore utilizzo industriale di
guesto metallo sono Kazakistan, Sud Africa, Cina ed India (Wakeel et al., 2020) L'uso del cromo si
estende anche a settori quali la concia dei pellami, la chimica specializzata e la conservazione del
legno (Dixit et al., 2002; Khan, 2001). In particolare, gli scarichi di aziende di tintura e di deposizione
elettrochimica sono tra le principali responsabili del rilascio di cromo in acque, aria e suoli (Ardila et
al., 2017; Chai et al., 2021; Crini & Lichtfouse, 2019; Tchounwou et al., 2012). Questo ampio utilizzo
del cromo ha portato percio a significative conseguenze di carattere ambientale. Si & infatti osservato
un aumento progressivo dei livelli di cromo biodisponibile nel nostro ecosistema negli ultimi decenni
(Shanker et al., 2005). Nonostante la sua importanza e le sue evidenti implicazioni ambientali, la
ricerca scientifica sul cromo non ha raggiunto lo stesso livello di approfondimento riservato in
passato ad altri metalli tossici (Shanker et al., 2005). Nell’'ultimo decennio invece sono aumentati
molto i dati a disposizione sul cromo, sulle sue origini e sulle metodologie di danno, questo da
guando e stata riconosciuta la sua pericolosita, tanto che la United States Environmental Protection
Agency (USEPA) lo ha inserito fra le 14 sostanze pilu pericolose per gli organismi viventi (Sharma et
al., 2020). Rimangono comunque moltissime zone d’'ombra ed e quindi ancora pressante la necessita

di una maggiore comprensione degli impatti ambientali e sanitari associati al cromo, enfatizzando la
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necessita di ricerche piu approfondite e  specifiche in guesto  ambito.

1.2.1 Mobilita

Il Cr(lll) ha un ruolo essenziale nel metabolismo degli esseri umani e degli animali dove e
importantissimo per il metabolismo di tutti i macronutrienti, (Bai et al., 2015; Eskin NA, 2016; Sahu
et al., 2013; Sharma et al., 2020), la WHO consiglia un assunzione giornaliera tra i 50 e i 200 ug di
Cr(Ill) al giorno per un uomo adulto (WHO denmark 2000). A dosi superiori anche il Cr trivalente
pone un rischio per la salute, ma il cromo esavalente rimane dalle 10 alle 100 volte piu tossico per

I'uomo (Sharma et al., 2020).

Non essendo invece, come gia accennato, essenziale per la fisiologia delle piante, le cellule vegetali,
contrariamente a quelle animali, mancano di pathway di assorbimento e assimilazione specifici per
guesto elemento. Entrambe le forme stabili del cromo (Cr(lll) e Cr(VI)) presentano comunque un
certo grado di assorbimento da parte delle cellule vegetali. Le forti differenze chimico/fisiche
presenti fra le due specie fanno tuttavia si che cromo esavalente e cromo trivalente utilizzino
meccanismi differenti per I'ingresso all’interno della cellula vegetale. Lassorbimento del Cr trivalente
e infatti principalmente di tipo passivo (Shanker et al., 2005), mentre il cromo esavalente entra
all'interno della cellula grazie al trasporto attivo. Il trasporto attivo nonostante la mancanza di
trasportatori specifici & possibile grazie alla somiglianza degli ioni cromato con altri anioni che invece
sono fondamentali per la pianta. Il tipo di trasportatori prevalentemente sfruttato dal cromo
esavalente sono infatti i trasportatori del solfato e del fosfato. La relazione tra cromo e zolfo & infatti
un argomento cruciale in molteplici studi e parte di questa relazione si basa sulla notevole
somiglianza nelle caratteristiche chimico-fisiche degli anioni cromato e solfato (Cervantes et al.,
2001; Kotasa & Stasicka, 2000). L'assorbimento del cromato attraverso i trasportatori per il solfato e
stato osservato in una vasta gamma di organismi, non solo piante ma anche batteri, lieviti e
mammiferi (Holland & Avery, 2011). La competizione data dalla similitudine delle strutture porta alla
conseguenza che l'esposizione al cromo induce effetti simili a quelli della carenza di zolfo, sia a livello

di trasportatori che in alcuni passaggi del successivo percorso di assimilazione (Pereira et al., 2008).
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1.2.2. Caratteristiche chimico/fisiche

La stabilita, solubilita e tossicita dei due stati ossidativi piu stabili del cromo variano enormemente.
Il Cr(lll) si trova principalmente sotto forma di idrossidi, ossidi e solfati, in particolare nei suoli,
mentre la forma pil comune del Cr(VI) e legata all’'ossigeno in cromati o dicromati, entrambe forme
con un notevole potenziale ossidante (Shanker et al., 2005; Singh et al., 2022). Il Cr(VI) possiede una
elevata mobilita, mentre il Cr(lll) tende a essere meno mobile e mostra una maggiore affinita con la
materia organica rispetto alla forma esavalente (Becquer et al., 2003). E interessante notare che
I'ambiente circostante pud influenzare la transizione tra queste due forme; in particolare, il Cr(VI)
puo ridursi a Cr(lll) in presenza di composti organici, soprattutto in ambienti con pH, acido dal
momento che la reazione di riduzione richiede il consumo di protoni(Choppala et al., 2013). In
generale, la biodisponibilita dei metalli pesanti aumenta al diminuire del pH del terreno di coltura.
(S. Alietal., 2011; Choppala et al., 2013). Nello studio di Ali e colleghi del 2011, su piante di Orzo, €
stato evidenziato come il cromo esavalente abbia un effetto maggiore sulla crescita della pianta
guando posta in un terreno con pH 4 rispetto ad un terreno con pH neutro. L'adsorbimento, che
riflette la disponibilita di specie libere di Cr(VI) nel suolo, non solo & stato dimostrato aumentare a
pH compresi fra 2 e 7 ma anche in terreni on alti contenuti di ferro ed alluminio. (Choppala et al.,

2013).

1.2.3 Effetti tossici del cromo

Sono tre i principali meccanismi con cui il cromo porta a danno cellulare. Il primo ¢ la gia accennata
competizione per ioni fondamentali per la cellula, come fosfato e solfato. Le altre due tipologie di
danno invece sono: la produzione di ROS, con conseguente danno ossidativo e il danno diretto al
DNA; quest’ultima, diversamente dalle prime due, legata in particolare alla forma trivalente del

cromo (Fang et al., 2014).
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1.2.3.1 Formazione di specie reattive dell’'ossigeno

Ad oggi si ritiene che quello dato dalle specie reattive dell’ossigeno sia il la tipologia di danno di
maggiore entita imputabile alla tossicita del cromo, nello specifico alla forma esavalente (S. Ali et al.,
2011; Shahid et al., 2017) (D. Liu et al., 2008; Ma et al., 2016; Unal et al., 2010). Si ritiene infatti che
I'aumento della concentrazione di ROS sia da attribuirsi principalmente alla riduzione del Cr(VI) a
Cr(Ill) (Fang et al., 2014; Medeiros et al., 2003; Vignati et al., 2010; Yu et al., 2007; X. H. Zhang et al.,
2007). Esperimenti condotti su cellule di lievito e linee cellulari umane Jurkat usando cromo
esavalente e cromo trivalente uniti ad un forte agente riducente (DTT) sembrano confermare questo
dato. La presenza del DTT porta ad un aumento dei danni al DNA quando usato assieme al Cr(VI),
rispetto all’esposizione del DNA al solo Cr(VI). Questo non avviene invece per il Cr(lll), dove la

presenza del DTT porta anzi ad una blanda diminuzione dei danni registrati al DNA (Fang et al., 2014).

1.2.3.2 Danno diretto a proteine e DNA

| metalli pesanti possono legarsi direttamente al DNA, formando addotti che possono causare
mutazioni o impedire la replicazione e la trascrizione. Sia cromo trivalente che esavalente portano a
danni al DNA, ma il cromo trivalente in misura maggiore (Fang et al., 2014). L'interazione del cromo
con il DNA pud alterare la sua conformazione, influenzando la stabilita del genoma e la funzione dei
cromosomi. Inoltre, test effettuati con bromuro di etidio, sembrerebbero indicare che, mentre il
Cr(VI) possiederebbe proprieta intercalanti, il Cr(lll) andrebbe invece a modificare la topologia delle
molecole di DNA, a livello tale da rendere impossibile I'intercalazione del DNA con le molecole di
bromuro di etidio (Fang et al., 2014). Modifiche topologiche di questo tipo possono andare ad

influenzare i meccanismi di riparazione del DNA, aumentando il rischio di accumulo di danni genetici.

Oltre che con il DNA, le diverse forme del cromo interagiscono direttamente con alcune proteine,
legandosi a esse e alterandone la funzionalita. Questo legame diretto pud portare a una disfunzione
proteica, influenzando negativamente i processi cellulari in cui queste proteine sono coinvolte
(Sharma et al., 2020). Il cromo va a diminuire per esempio |'attivita dell’enzima nitrato riduttasi e
interferisce con I'ATPasi. Allo stesso tempo induce I'attivita degli enzimi antiossidanti come la SOD e
la catalasi, probabilmente come risposta diretta alla formazione di radicali superossidi (Dixit et al.,

2002; Shanker et al., 2005). In piante d’orzo, per esempio, la presenza di cromo esavalente nel
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terreno di coltura & stata dimostrata indurre un aumento significativo dell’attivita di molti enzimi
antiossidanti come la superossido dismutasi (SOD), perossidasi (POD), ascorbato perossidasi (APX),

glutatione reduttasi (GR) e catalasi (CAT) (S. Ali et al., 2011).

1.2.3.3 Considerazioni finali sulla tossicita delle differenti specie del cromo

Allo stato attuale il Cr(VI) viene considerato la forma pili tossica e pericolosa, sia per le specie vegetali
che quelle animali (Kumar et al., 2015), la legislazione sul cromo esavalente e di conseguenza
maggiormente stringente rispetto alle altre specie. In numerosi studi infatti, il Cr(VI) viene riportato
come la forma pil tossica. Questo perché all’atto pratico, la biodisponibilita del Cr(lll) & talmente
inferiore a quella del Cr(Vl) da risultare nocivo solo in condizioni particolari: quando pH e
composizione del terreno ne aumentano la disponibilita, quando e presente in alcune sue forme piu
solubili oppure quando presente a concentrazioni particolarmente elevate. In realta quale delle due
forme sia piu tossica & questione dibattuta da tempo e tuttora aperta (Vignati et al., 2010). Possiamo
cercare di riassumerla dicendo che l'elevata tossicita percepita del Cr(VIl) & causata dalla sua
maggiore solubilita e la sua capacita di attraversare le membrane cellulari grazie al trasporto attivo

mentre i danni apportati al DNA sono soprattutto imputabili alla forma trivalente (Fang et al., 2014).

1.2.4 Risposte alla tossicita del cromo

Piante e microrganismi hanno sviluppato differenti meccanismi specifici per ridurre I'assorbimento
del cromo, ed in particolare il cromo esavalente (Cervantes et al., 2001; Mallick & Ra, 2002). Tali
meccanismi includono: la diminuzione del numero di trasportatori del solfato, come nei mutanti di
Neurospora crassa (Marzluf, 1970; Paietta, 1990); la chelazione o complessazione esterna, come la
complessazione del cromo extracellulare da parte di polisaccaridi di parete o mucillagini in organismi
come Enterobacter cloacae (lyer et al., 2004), la secrezione di molecole chelanti in alghe come
Euglena gracilis (Lira-Silva et al., 2011) e in numerose alghe brune (Davis et al., 2003; Wang & Chen,
2009); oppurela riduzione esterna alla cellula e conseguente immobilizzazione, nel terreno, del

cromo trivalente.
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Il cromo intracellulare pud essere inattivato dai peptidi chelanti come il glutatione ridotto (GSH),
prodotto principale del sistema di assimilazione del solfato o da altri composti solforati come la
cisteina, andando a formare dei complessi tiolati (Brauer et al., 1996; Brauer & Wetterhahn, 1991).
Il GSH, un tripeptide con molteplici funzioni metaboliche nelle piante, viene sintetizzato nei plastidi
e nel citosol e trasportato in vari organelli, inclusi i mitocondri dove si trova a concentrazioni
superiori rispetto al cloroplasto (Kolb et al., 2010; Moran et al., 2000; Volland et al., 2012). Il GSH
gioca un ruolo importante nella detossificazione del Cr(VI), sia legandosi col suo gruppo sulfidrilico
e formando un complesso GS-CrO3-, con riduzione da Cr(VI) a Cr(V) (Brauer & Wetterhahn, 1991),
sia neutralizzando le ROS prodotte dalla presenza di cromo (Panda, 2007; Upadhyay & Kumar Panda,
2010). Minore sembra invece essere il ruolo delle fitochelatine, normalmente coinvolte nella
chelazione di ioni metallici bivalenti, ma alcuni dati riportano la chelazione di stadi intermedi di

riduzione del cromato intracellulare (Shahid et al., 2017).

Alla chelazione fa seguito la compartimentalizzazione. Questa, che riguardi il cromo o altri metalli
pesanti, avviene in vari distretti cellulari, con I'accumulo nel sistema vascolare dell'apparato radicale,
nei tessuti inerti di fusto e foglie, nelle pareti cellulari e nei vacuoli (Choudhury & Kumar Panda,
2005; P. A. Mangabeira et al., 2006; P. A. O. Mangabeira et al., 2004; Shanker & Pathmanabhan, 2004;
Volland et al., 2012).

Alcuni batteri possiedono sistemi NADH e NADPH dipendenti per ridurre il cromo da Cr(VI) a Cr(lll)
all'interno delle cellule, si pensa che una riduzione controllata aiuti a ridurre il danno ossidativo
(Deng et al., 2006; Han et al., 2007; Thacker & Madamwar, 2005). Inoltre, alcuni batteri e archea
presentano un meccanismo di trasporto attivo del cromato all'esterno delle cellule mediante
proteine della famiglia CHromate Resistance (CHR), che funzionano come trasportatori antiporto

cromato/solfato (Nies et al., 1998).

1.2.5 SIR/SED

Come visto nei paragrafi precedenti, molti dei composti coinvolti nella chelazione dei metalli e nella
mitigazione dello stress ossidativo, derivano dal metabolismo della cisteina. Inoltre, anche forme
non organiche dello zolfo svolgono un ruolo attivo nella difesa (Vojtovic et al., 2021). Tali meccanismi

di difesa coinvolgono il solfuro e portano ad un aumento della capacita delle piante di far fronte a
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stress biotici e abiotici, un fenomeno noto come Sulfur Induced Resistance o Sulfur Enhanced

Defence (SIR/SED) (Bloem et al., 2015; Holler et al., 2010; Nazar et al., 2011; Nocito et al., 2006).

Gli esperimenti su cellule di lievito hanno indicato che la tossicita del cromato e influenzata dalla
concentrazione di solfato: ad alte concentrazioni di solfato (30 mM), il cromato diventa tossico a
concentrazioni tra 200 e 400 uM, mentre in condizioni standard di solfato (100 uM), concentrazioni
di cromato di 15-20 uM sono sufficienti per inibire significativamente la crescita. Inoltre, il profilo di
espressione proteica delle cellule di lievito trattate con basse concentrazioni di cromato e basse
concentrazioni di solfato risulta simile a quello delle cellule trattate con alte concentrazioni di

cromato ed alte concentrazioni di solfato (Pereira et al., 2008).

In Brassica juncea la presenza di cromato va a stimolare la sintesi di tutti i geni coinvolti
nell’assimilazione del solfato. La maggiore espressione di questi geni porta a sua volta ad un

accumulo dei prodotti terminali del pathway, in particolare cisteina e GSH (Schiavon et al., 2008).

Nel 2013 Ali e colleghi hanno indagato gli effetti del solfuro di idrogeno (H.S), derivato dal NaHS,
sull'orzo coltivato in condizioni idroponiche sotto stress da cromo evidenziando chel'H,S pud
aumentare la tolleranza delle piante al cromo. In particolare, I'aggiunta di NaHS ha leggermente
migliorato la crescita delle piante e la fotosintesi rispetto ai controlli, indicando che I'H,S gioca un

ruolo nell'alleviare lo stress da cromo (S. Ali et al., 2013).

Analogamente, Ding et al. (2019) hanno studiato gli effetti dell'aggiunta di solfato esogeno (50427)
nel mezzo di coltura di Arabidopsis thaliana sottoposta a stress da cromo. | loro risultati hanno
mostrato che |'aggiunta di 100 uM di solfato di sodio induce un significativo recupero nei parametri
di crescita delle piante, inclusa la lunghezza delle radici e la biomassa delle piantine. E stato visto che
I'apporto di solfato riduce I'accumulo di cromo nelle radici, facilita il suo trasporto dalle radici alle
foglie e diminuisce la produzione di malonildialdeide (MDA). Inoltre, lo studio ha osservato un
aumento nei livelli di glutatione (GSH), clorofille a e b, ed enzimi come la superossido dismutasi
(SOD), la perossidasi (POD) e la catalasi (CAT). La presenza di solfato ha inoltre ridotto il numero di

cellule morte nelle radici e prevenuto danni ai cloroplasti (Ding et al., 2019).

Mustafa e Komatsu (2016), riportano che I'accumulo di proteine coinvolte nell'assimilazione del
solfato correli con un aumento dello scavenging delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) e sia una
risposta adattativa a diversi metalli pesanti, come Cu, Al, Cd, As, e Cr (Mustafa & Komatsu, 2016). In

pinte di soia tolleranti all’alluminio, per esempio, e stata dimostrata la correlazione fra un aumento
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di proteine coinvolte nel metabolismo dello zolfo e I'eliminazione di specie reattive dell’ossigeno
(Duressa et al., 2010). Questo e collegato alla sintesi di importanti composti di difesa descritti
precedentemente e legati al metabolismo del solfato, come fitochelatine (PCs), metallotioneine
(MTs) e GSH (C. Cobbett & Goldsbrough, 2002; C. S. Cobbett, 2000; Panda, 2007; Upadhyay & Kumar
Panda, 2010).

1.3 Pathway dello zolfo

Lo zolfo (S) & un nutriente essenziale per tutti gli organismi, presente in aminoacidi come cisteina e
metionina, co-enzimi, gruppi prostetici, solfo lipidi, peptidi solforati e diversi metaboliti secondari.
Le alghe acquisiscono lo zolfo principalmente come solfato (S04%), la forma pit abbondante di S
inorganico in natura. La maggior parte dell'assimilazione dello zolfo avviene nei cloroplasti, eccetto
per Euglena gracilis dove avviene nei mitocondri (Brunold & Schiff, 1976; Koprivova & Kopriva, 2016;

Takahashi et al., 2011).

1.3.1 Arilsolfatasi

Come detto, la forma assimilabile di zolfo nei vegetali & lo ione solfato (5S04%), che si trova come
anione inorganico nelle soluzioni del suolo e ambienti acquatici oppure puo trovarsi complessato
con altre molecole. Gli enzimi utilizzati dalle cellule vegetali per rendere lo ione complessato

nuovamente disponibile sono le arilsolfatasi periplasmiche.

Chlamydomonas reinhardtii possiede due copie principali di questo gene, ARS1 e ARS2, che sono
over-espresse in caso di deprivazione di zolfo. L'analisi del genoma di C. reinhardtii ha rivelato la
possibile presenza di 18 copie ipotetiche di ARS, organizzate in cluster, suggerendo un'origine
evolutiva comune e meccanismi regolativi simili (Gonzalez-Ballester & Grossman, 2009; Ravina et

al., 2002).

Le ARS, principalmente eucariotiche, vengono rilasciate nel mezzo extracellulare e facilitano
I'approvvigionamento di solfato esterificato esterno, rompendo i legami estere tra solfato e sostanze
organiche. L'espressione di ARS in C. reinhardtii & regolata dalla disponibilita di SO4%. In condizioni

di bassa disponibilita di SO4%, questa alga mostra una serie di risposte, tra cui la sintesi di ARS
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extracellulari ma questa viene rapidamente inibita quando il solfato e reintegrato nel mezzo
colturale. Non e ancora noto se i diversi geni ARS codifichino per proteine con differente specificita
per il substrato, diversa localizzazione cellulare o differenti proprieta catalitiche (Gonzalez-Ballester

& Grossman, 2009; Hagelueken et al., 2006; Kahnert & Kertesz, 2000; Ravina et al., 2002).

1.3.2 Trasportatori del Solfato

Nelle alghe troviamo quattro tipologie principali di trasportatori del solfato: i co-trasportatori
H*/S04% della famiglia SULTR (tipici degli organismi vegetali), i co-trasportatori Na*/SOs* della
famiglia SLC13 (presenti negli animali), gli antiporti anione/ SO4* della famiglia SLC26 e i
trasportatori di tipo ABC localizzati nelle membrane dei cloroplasti di alcune alghe, briofite e
streptofite, simili ai trasportatori che si trovano nei batteri. Questi ultimi non sono stati trovati nelle
piante superiori finora analizzate (Grosche et al., 2012; Kugita et al., 2003; Lemieux et al., 2007;

Ohyama et al., 1988; Takahashi et al., 2012; Turmel et al., 2005).

Nell’alga verde Chlamydomonas reinhardtii sono stati identificati sei putativi trasportatori del solfato
situati sul plasmalemma. Questi includono tre co-trasportatori H*/SO4? (SULTR1, SULTR2, SULTR3) e
tre co-trasportatori di tipo animale Na*/SO4% (SLT1, SLT2 e SLT3). Altre alghe verdi, come Volvox
carteri e Ostreococcus tauri, presentano un numero differente di trasportatori SLT e SULTR. La
presenza di entrambe le tipologie di trasportatori permette alle alghe di sopravvivere in diverse
condizioni ambientali, utilizzando il tipo di trasportatore piu adatto in base al pH e alla disponibilita

di Na* (Pootakham et al., 2010).

In C. reinhardtii, i trascritti di SULTR2, SLT1 e SLT2 aumentano in seguito alla deprivazione di zolfo,
mentre il trascritto di SULTR1 diminuisce drasticamente e quelli di SULTR3 e SLT3 rimangono invariati.
Questo incremento di trascritto per SULTR2, SLT1 e SLT2 & seguito da un aumento dei corrispondenti
polipeptidi nelle successive 24 ore, con un successivo calo quando il solfato e reintrodotto nel mezzo
colturale. | trasportatori SULTR2, SLT1 e SLT2 agiscono quindi come trasportatori inducibili ad alta

affinita (Pootakham et al., 2010).
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1.3.2.1 Trasportatori della Famiglia SULTR

| trasportatori SULTR (SULphate TRansporter) vegetali sono stati identificati per la prima volta
attraverso complementazione funzionale in ceppi di lievito contenenti mutazioni nei geni del solfato
(Smith et al., 1995), i trasportatori della famiglia SULTR negli organismi vegetali sono composti da
10-14 domini a-elica transmembrana e da un dominio STAS (Sulfate Transporter Anti-Sigma factor
antagonist) sul lato citosolico con funzione regolativa. Questo dominio & collegato alla porzione
transmembrana tramite un'area poco conservata di lunghezza variabile nota come dominio linker.
In Arabidopsis thaliana, mutazioni nel dominio STAS impediscono I'accumulo di SULTR1;2, mentre
variazioni nel dominio linker riducono I'efficienza del canale nell'importare solfato. Sequenze simili
a SULTR, alcune delle quali contenenti domini STAS, sono state trovate in diverse alghe oltre a
Chlamydomonas reinhardtii (Giordano & Prioretti, 2016; Gonzalez-Ballester & Grossman, 2009;

Shibagaki & Grossman, 2006; Smith et al., 1995)

1.3.2.2 Trasportatori della Famiglia SLT

| trasportatori SLT (Sacl Like Transporters) sono stati identificati in Chlamydomonas reinhardtii
attraverso l'analisi del genoma dell’alga (Merchant et al., 2007) e la ricerca di omologie con sequenze
di trasportatori del solfato di piante, animali e batteri (Pootakham et al., 2010). | membri della
famiglia SLT in Chlamydomonas, ovvero SLT1, SLT2 e SLT3, hanno forte similitudine con i co-
trasportatori Na*/S04? della famiglia SLC13. Ognuno di questi trasportatori contiene 10-12 domini
transmembrana e un loop intracellulare con un dominio TrkA-C, la cui funzione esatta non e
completamente conosciuta, ma siritiene sia implicata nella regolazione dell'attivita del trasportatore

del solfato (Pootakham et al., 2010).

1.3.2.3 Trasportatore di Tipo ABC per il Solfato

Nelle alghe, il trasporto del solfato all'interno del cloroplasto avviene tramite un trasportatore di tipo
ABC, composto da sei subunita. Queste includono: due subunita transmembrana eterodimeriche
(SULP1 e SULP2) che formano il canale di ingresso per il solfato; due subunita SBP (substrate binding
protein) sul versante citosolico, per facilitare il legame con il solfato, e due subunita Sabc (stroma-
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ATP binding protein) sul versante cloroplastico, per il trasporto attivo ATP-dipendente. Queste
proteine sono codificate da geni simili ai geni dei procarioti per il trasporto del solfato. In C.
reinhardtii I'aumento del trascritto e della proteina SULP1 in seguito alla deprivazione di zolfo indica
I'importanza di questo trasportatore e I'impossibilita di creare un mutante difettivo del gene SULP1

suggerisce che sia essenziale per la sopravvivenza di di quest’alga (Melis & Chen, 2005).

| trasportatori ABC sono presenti nei cianobatteri e nel rivestimento cloroplastico interno delle alghe
verdi. Questo sistema di trasporto e responsabile dell'importo del solfato nel cloroplasto, dove
avviene l'assimilazione primaria del solfato e la biosintesi di cisteina e metionina. Il trasporto e
energizzato dall'idrolisi dell'ATP. Le particolarita strutturali del complesso eterodimerico SulP-SulP2
sono direttamente correlate alla sua funzione. Non sono stati identificati trasportatori simili in altri
organismi e il meccanismo di trasporto del solfato nei cloroplasti delle piante vascolari rimane
sconosciuto. Inoltre, la comprensione dettagliata del trasporto di solfato in C. reinhardtii non puo
essere trasferita direttamente ad altre microalghe, poiché e facile aspettarsi un comportamento
differente tra alghe d'acqua dolce e alghe marine, data I'elevata e costante concentrazione di solfato
negli oceani (Giordano et al., 2005; Lindberg & Melis, 2008; Melis & Chen, 2005; Takahashi et al.,
2012).

1.3.3. Assimilazione

Una volta entrato nel cloroplasto il solfato deve essere ridotto e incorporato in molecole organiche.
La produzione di solfito dal solfato € energeticamente sfavorevole e praticamente impossibile senza
abbassare il potenziale redox del solfato. Il solfato assorbito dall'ambiente deve quindi essere
attivato per diventare utile nel processo di assimilazione dello zolfo. In Figura 1.1 e riportato uno

schema riassuntivo degli enzimi coinvolti nel processo di assimilazione del solfato.
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Figura 1.1: Rappresentazione schematica degli enzimi (in corsivo) e dei metaboliti (in grassetto) facenti parte del pathway di
assimilazione del solfato (tratto da Jez, 2019).

1.3.3.1 ATS

L'ATP sulfurylase (ATP: sulfate adenylyl transferase, EC 2.7.7.4) svolge un ruolo cruciale nel pathway
di assimilazione dello zolfo nelle piante. Questo enzima catalizza il primo passo energetico,
trasformando il solfato e I'adenosina 5'-trifosfato (ATP) in adenosina-5'-fosfosolfato (APS) e in fosfato
inorganico Ppi (Koprivova & Kopriva, 2016; Takahashi et al., 2011). La presenza di Mg?* & necessaria
per il legame del solfato nel sito attivo dell'enzima, che poi separa i due gruppi fosfato terminali
dell'ATP, trasferendo I'adenosina 5'-monofosfato (AMP) sul solfato e rilasciando il pirofosfato con Mg

(Farley et al. 1976, Shaw and Anderson 1974).

In organismi come diatomee, dinoflagellati e aptofiti, la reazione dell'ATS e abbinata all'idrolisi del
pirofosfato da parte di una pirofosfatasi. Nelle piante, i geni ATS variano in numero: la maggior parte
delle piante superiori possiede almeno due geni ATS, ad eccezione di Selaginella moellendorffi che
ne ha solo uno (Kopriva et al., 2009). Inizialmente si pensava che le alghe verdi avessero un unico
gene ATS (Prioretti et al., 2014), ma studi piu recenti hanno rivelato la presenza di almeno due
sequenze amminoacidiche omologhe nelle alghe verdi. Le due isoforme di C. reinhardtii sono
regolate dal gene SAC1 (Sulfur ACclimation protein 1), e la loro espressione aumenta in condizioni di

carenza di zolfo (Allmer et al., 2006; Yildiz’ et al., 1996; Z. Zhang et al., 2004).
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1.3.3.2 APR

L'adenosina-5'-fosfosolfato (APS), generata dall'azione delle ATP sulfurylase (ATS), puo intraprendere
due percorsi distinti: essere ridotta dalla APS reductase (APR) o fosforilata dalla APS kinase (APSK)
per formare 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosolfato (PAPS). Quest'ultimo pud essere utilizzato in processi
di solfatazione o reimmesso nel processo di assimilazione attraverso la PAPS reduttasi. La
distribuzione dell’APS tra queste due vie & regolata dalle condizioni ossido-riduttive: in ambienti
ossidanti, che favoriscono la formazione di disolfuri, si osserva un aumento dell’attivita dell’/APR e

una diminuzione della produzione di PAPS da parte dell’/APSK (Jez, 2019).

LAPR, codificata da un unico gene in C. reinhardtii, svolge un ruolo fondamentale nel pathway di
assimilazione dello zolfo, influenzando la riduzione di APS a solfito (SO3-) e adenosina monofosfato
(AMP), usando il glutatione ridotto come donatore di elettroni. La sua importanza e evidenziata dal
fatto che molti trattamenti che influenzano I'APR non hanno effetti sugli altri enzimi del percorso di

assimilazione (Kopriva & Koprivova, 2004; Z. Zhang et al., 2004).

La distinzione tra ATS, APR e APSK non e sempre chiara. Ad esempio, nei dinoflagellati, ATS e APR
sono fusi in una singola proteina, mentre un’organizzazione analoga tra ATS e APSK e stata osservata
nei metazoi e nelle diatomee (Prioretti et al., 2014). In Physcomitrella patens, la solfito reduttasi (SIR)
sembra giocare un ruolo cruciale nella regolazione del percorso di assimilazione del solfato, dal
momento che le due isoforme di APR presenti in questa briofita non sono influenzate dai trattamenti

che regolano questo enzima nelle piante superiori (Wiedemann et al., 2007).

1.3.3.3SIR

La solfito reduttasi (SIR) € I'enzima che riduce il solfito (SO3-) generato dalla APS reductase (APR) a
solfuro. In Chlamydomonas reinhardtii, esistono tre geni SIR: due di tipo ferredoxina (SIR1 e SIR2) e
uno di tipo batterico (SIR3) che utilizza NADPH come cofattore. L'espressione di SIR1 e SIR2 aumenta
in condizioni di carenza di zolfo. Inoltre, sono state trovate SIR di tipo batterico nei genomi nucleari
di alcune diatomee e alghe rosse, sebbene la loro funzione rimanga ancora poco chiara (Gonzalez-

Ballester & Grossman, 2009; Z. Zhang et al., 2004).
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1.3.3.3 CSC

La fissazione dello zolfo ridotto all’interno di una molecola organica avviene attraverso I'inserimento
del solfuro su O-acetilserina (OAS) per produrre cisteina. Questa reazione & catalizzata dall’O-
acetilserina(tiolo)liasi (OASTL). La serina-acetiltransferasi (SAT) & responsabile della produzione di
OAS a partire da serina e acetil-coenzima A (Takahashi et al., 2011; Wirtz & Hell, 2006). OASTL e SAT
formano il Complesso della Cisteina Sintasi (CSC), che é soggetto a regolazione post-traduzionale
basata sull’associazione/dissociazione delle due subunita. Il CSC catalizza la formazione della prima
forma ridotta organica dello zolfo (Kopriva et al., 2002). E noto che sia OASTL che SAT siano presenti
in tutti i principali compartimenti cellulari (Lunn et al., 1990; Ruffet et al., 1995). SAT & composta da
due domini, all’'n terminale troviamo la regione preposta al legame con altre proteine SAT, mentre il
¢ terminale, dove la struttura & principalmente quella del foglietto beta, € la parte destinata al
legame con OASTL e dove risiede anche il sito catalitico (Vaara, 1992; Wirtz et al., 2001). | dati
suggeriscono che il sito attivo sia funzionante quando SAT si trova in forma di trimero (Gorman &
Shapiro, 2004; Olsen et al., 2004; Pye et al., 2004). Tuttavia, la struttura quaternaria & pit complessa
ed e formata da un dimero di trimeri, dalla forma simile a un cilindro, con le regioni C terminali
catalitiche dei due trimeri localizzate alle due estremita opposte, e le regioni N terminali a formare
il core della struttura (Hindson et al., 2000). La struttura di OASTL & piu semplice. E una proteina
globulare, che porta legato il coenzima piridossal-5’-fosfato (PLP) nel sito catalitico. Le OASTL
formano fra di loro un dimero. Quando OAS-TL & unito a formare un dimero i due siti catalitici si
affacciano dallo stesso lato della molecola (Wirtz & Hell, 2006). La struttura del complesso CSC non
€ ancora stata determinata attraverso cristallografia. Diversi lavori che tengono conto delle
dimensioni dei singoli componenti e del CSC completo suggeriscono che quest’ultimo sia formato da
6 SAT, (il dimero di trimeri) e 4 OASTL due dimeri indipendenti fra loro (Campanini et al., 2005; Wirtz
& Hell, 2006). | due dimeri di OASTL interagiscono con le SAT al loro estremo C terminale, come gia
detto, e quindi agli estremi del cilindro. Molti dati, sia predittivi che cristallografici sembrano
suggerire un possibile legame con gli ultimi 10 aminoacidi dell’estremo C terminale di SAT con il sito
catalitico di OASTL. Quindi la porzione C terminale andrebbe a competere con OAS per I'ingresso nel

sito attivo (Huang et al., 2005).

Nella sintesi di cisteina, il fattore limitante & SAT (Berkowitz et al., 2002; Droux et al., 1998;
Kawashima et al., 2005; Ruffet et al., 1994). Sono stati osservati infatti livelli di cisteina e GSH piu

elevati che nei controlli in piante di Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana e Solanum tuberosum
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che sovra-esprimevano SAT in misura molto maggiore rispetto a piante che sovra-esprimevano
OASTL (Blaszczyk et al., 1999; Harms et al., 2000; Noji & Saito, 2002; Sirko et al., 2004; Wirtz & Hell,
2003). Laumento che comunque si registra quando si ha una sovra-espressione di OASTL potrebbe
essere legato al fatto che SAT mostra un forte aumento della sua affinita col substrato quando e
complessata nel CSC rispetto a quando si trova nella forma libera (Droux et al., 1998). Quindi una
sovrabbondanza di OASTL rispetto a SAT aumenta l'attivita di quest’ultima, come dimostrano
esperimenti in vitro (Ruffet et al., 1994). Al contrario OASTL possiede una ridottissima affinita al
substrato quando si trova legata nel complesso (Berkowitz et al., 2002; Droux et al., 1998; Kredich
et al., 1969). Inoltre, si ha anche un effetto sulla stabilita del CSC dovuto ai due substrati, infatti
mentre OAS destabilizza il complesso, il solfuro contribuisce a stabilizzarlo (Berkowitz et al., 2002;
Droux et al., 1998) OAS destabilizza il complesso gia a livelli di concentrazione fisiologica (Berkowitz
et al., 2002), ma in vivo questo suo effetto € solitamente compensato dal solfuro e dal rapido

consumo di OAS per formare cisteina.

In alcuni studi su A. thaliana la cisteina sembra inibire la forma citosolica di SAT, forse in un sistema
di controllo di feed back che va a legare i livelli di cisteina con quelli di OAS (ki Saito, 2000; Noji et
al., 1998). In generale il CSC sembra avere anche un importante funzione regolatrice e di controllo.
Molecola centrale in questo sembrerebbe essere OAS (Hell & Hillebrand, 2001). Quando i livelli di
solfuro all’interno della cellula sono normali, il CSC & assemblato, SAT produce OAS che viene subito
convertita a cisteina dai dimeri di OASTL non associati nel CSC. Quando i livelli di solfuro calano, si
accumula OAS, dal momento che non si riesce piu a formare nuova cisteina, mancando il substrato.
Aumento di OAS e calo di solfuro portano alla dissociazione del CSC e quindi al calo drastico
dell’attivita di SAT (Wirtz et al., 2006). Da studi basati su microarray in A.thaliana si € potuto notare

come i livelli di OAS abbiano anche un effetto sull’'espressione di differenti geni (Hirai et al., 2003).

Diversi autori individuano nelle OASTL, oltre allo loro principale attivita, anche una attivita L-
cisteina desulfidrasica. Questa attivita secondaria é stata vista ed analizzata su proteine

ricombinanti purificate di Solanum tuberosum (Riemenschneider et al., 2005).
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Produzione di H2S ed attivita desulfidrasica

Come detto, la cisteina € la prima forma organica dello zolfo e la prima molecola in cui si uniscono il
metabolismo dello zolfo e dell'azoto. Questo aminoacido & anche usato dalla cellula come fonte di
zolfo. Concentrazioni eccessive di cisteina sono dannose per la cellula dato che la cisteina va a ridurre

il ferro a Fe(lll) che a sua volta pud creare danni ossidativi.

Dato che la sintesi di cisteina avviene nei tre compartimenti cellulari in cui si ha sintesi proteica
(citosol, cloroplasto e mitocondrio), e dato che I'assimilazione riduttiva del solfato avviene nel
cloroplasto, in A. thaliana € stata indagata in modo dettagliato I'origine del solfuro di idrogeno,

necessario per la sintesi di cisteina nei differenti compartimenti cellulari.

Nel cloroplasto, dove la produzione di solfuro segue un percorso apparentemente piu lineare,
esistono solo due vie, il solfuro prodotto da SIR partendo dal solfito e il solfuro prodotto dall’attivita

secondaria delle OAS-TL cloroplastiche (Vojtovic et al., 2021).

Nel citosol, dove avviene la maggiore produzione di cisteina (Krueger et al., 2009), sono state invece
evidenziate tre vie di produzione del solfuro e tutte partono dalla cisteina. All’attivita secondaria di
OASTL si unisce l'attivita della L. cisteina desulfurasi che produce L-alanina e zolfo elementare che
viene convertito in solfuro con reazioni non enzimatiche (Heidenreich et al., 2005; Turowski et al.,
2012; Van Hoewyk et al., 2008). Lultima via di produzione del solfuro partendo da L-cisteina nel
citosol € anche la principale e riguarda la L-cisteina desulfidrasi (L-DES) che produce solfuro di
idrogeno, ammoniaca e piruvato (Alvarez et al., 2010). Le L-DES hanno struttura molto simile alle
OASTL e spesso vengono assegnate alla stessa classe enzimatica in seguito a classificazione dei dati
omici. Le desulfidrasi sono enzimi importanti per 'omeostasi della cisteina e quando assenti portano
ad un aumento dei livelli di quest’ultima che a sua volta porta ad un aumento della tolleranza allo

stress ossidativo (Vojtovic et al., 2021).

Il mitocondrio & il compartimento pil complesso per quanto riguarda la produzione di solfuro. Anche
qui una parte della produzione ¢ a carico dell’attivita secondaria della OASTL mitocondriale, inoltre
e stata vista una produzione di solfuro e beta-ciano alanina a partire da acido cianidrico e cisteina a
carico della beta cianoalanina sintasi (CAS) (Blumenthal et al.,, 1963; Garcia et al.,, 2013). In A.
thaliana inoltre & presente nel mitocondrio un'altra fonte possibile di solfuro; nel genoma di
arabidopsis infatti sono presenti due geni codificanti per D-cisteina desulfidrasi (D-DES). Le D-DES
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appartengono ad un'altra famiglia proteica rispetto alle L-DES e producono sempre ammoniaca,
piruvato e solfuro ma avendo ovviamente come substrato un D aminoacido, la D-cisteina
(Riemenschneider et al., 2005). Lesistenza di enzimi che hanno come substrato gli enantiomeri D
degli aminoacidi apre un capitolo molto interessante; tuttavia, il ruolo e 'omeostasi dei D-AA nelle
piante & tuttora poco conosciuto e poco approfondito e compreso (Riemenschneider et al., 2005;

Vojtovic et al., 2021).

1.4 Scenedesmus acutus

Scenedesmus acutus (Meyen, 1829) (Fig. 1.2), rinominato Tetradesmus obliquus in alcune
classificazioni recenti, & un membro della classe Chlorophyceae, appartenente all'ordine delle
Sphaeropleales e alla famiglia delle Scenedesmaceae. Questa alga verde unicellulare & diffusa in
ambienti acquatici dolci, ad eccezione di corsi d'acqua con forti correnti, e presenta una distribuzione

cosmopolita (Guiry and Guiry, 2024).

i % fj’v‘ m ﬁ%
& RS 8
Sgpeny e §

Figura 1.2: Fotomicrografia (LM) di Scenedesmus acutus.

Il genere Scenedesmus & caratterizzato da diversita morfologica e dalla sua capacita di formare
cenobi, piccole colonie di cellule, solitamente composte da quattro unita (anche se possono
occasionalmente essere due o otto), disposte parallelamente |'una accanto all'altra. Queste cellule,
che possono essere fusiformi o ellittiche, sono aploidi e mostrano una varieta di forme: sferiche,

ellissoidali, allungate o fusiformi, con dimensioni che variano da 3 a 78 um in lunghezzae da2a 10
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um in larghezza ogni cellula contiene un nucleo singolo e un cloroplasto parietale unico con un

pirenoide (Corradi et al., 1995).

Le Chlorophycee sono dotate di pigmenti fotosintetici simili a quelli delle piante terrestri, come la
clorofilla a, la clorofilla b e i carotenoidi, e immagazzinano amido come riserva energetica. A livello
riproduttivo, Scenedesmus acutus si moltiplica principalmente in modo vegetativo attraverso
I'autosporulazione, con ogni cellula che da origine a una nuova colonia figlia. La riproduzione
sessuale, caratterizzati dalla formazione di gameti flagellati, & possibile, in seguito alla esposizione

ad ambienti sfavorevoli o condizioni di stress (Corradi et al., 1995).

Le ricerche su questo organismo si sono recentemente concentrate sulla sua possibile applicazione
industriale nella produzione di cibo e carburanti come produttore di acidi grassi. Il genere
Scenedesmus & stato anche valutato per un suo utilizzo nelle biorimediazione (Ardila et al., 2017;

Breuer et al., 2012; Remmers et al., 2017).

Nel nostro laboratorio e stato selezionato un ceppo di Scenedesmus acutus tollerante al cromo (Cr-
t), trattando la popolazione wild-type (wt) con una concentrazione subletale di cromo esavalente
(Cr(V1)) paria 1 mg/l per un periodo prolungato. Questo trattamento ha portato alla selezione di un
ceppo capace di crescere e riprodursi anche in presenza di concentrazioni di Cr(VI) che normalmente
inibiscono la crescita del ceppo selvatico. Inoltre, questa tolleranza € una caratteristica ereditabile
che viene infatti mantenuta anche dopo lunghi periodi di coltura in medium privo di cromo (Corradi

et al., 1995).

Studi effettuati sui ceppi wt e Cr-t hanno rivelato che, oltre alla tolleranza al cromo, il ceppo Cr-t
mostra co-tolleranza a rame (Cu), zinco (Zn) e, in misura moderata, al cadmio (Cd) (Abd-El-Monem
et al., 1998; Torricelli et al., 2004). Inoltre, in presenza di Cr(VI), il ceppo Cr-t mantiene livelli piu
elevati di clorofilla e di attivita fotosintetica rispetto al ceppo selvatico. A basse intensita luminose,
I'accumulo di cromo € meno elevato in entrambi i ceppi, suggerendo che I'assorbimento del metallo

sia un processo dipendente dall'energia (Gorbi et al., 2001).

Dal punto di vista morfologico, entrambi i ceppi mostrano dimensioni cellulari simili in condizioni
standard, ma I'esposizione a concentrazioni crescenti di Cr(VI) induce un blocco nella divisione
cellulare, determinando un aumento significativo della dimensione delle cellule. Queste modifiche

sono accompagnate da un incremento della vacuolizzazione, del numero di granuli di amido, della
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dimensione del pirenoide e dall'accumulo di precipitati ad alta densita nel citoplasma, oltre a un

aumento significativo della dimensione del nucleo, pil pronunciato nel ceppo wt (Cozza et al., 2016).

Il ceppo Cr-tollerante mostra differenze metaboliche anche in assenza di cromo nel medium di
coltura, come una maggiore velocita di crescita e differenze nel contenuto proteico totale e negli

essudati extracellulari, che differiscono anche nel contenuto di carboidrati (Corradi et al., 1998).

Il ceppo tollerante al cromo di Scenedesmus acutus rappresenta quindi un esempio di adattamento
a condizioni ambientali sfavorevoli, ed un interessante caso di studio sulla tolleranza ai metalli

pesanti.

Il mantenimento per alcuni giorni (tre o sette) in un terreno completamente privo di zolfo ha lo stesso
effetto su entrambi ceppi: non si ha piu divisione cellulare e si riscontra invece un aumento delle
dimensioni della singola cellula. Entrambi i ceppi, in seguito a questo trattamento, mostrano un
aumento di tolleranza al cromo quando esposte a questo metallo in seguito al ripristino in un terreno
completo. Questo aumento di tolleranza, contrariamente a quella mostrata di norma dal ceppo
tollerante € pero transiente e viene perso se il trattamento con cromo viene effettuato dopo 48 h

del ripristino del terreno standard (Gorbi et al., 2007).

Il ceppo Cr-tollerante € in grado di crescere anche in presenza di concentrazioni di Cr(VI) che
inibiscono completamente la crescita nel wild-type, mantenendo un contenuto di clorofilla e tassi di
fotosintesi superiori. Anche se la disponibilita di zolfo & fondamentale per la resistenza a molti stress
biotici e abiotici, si € osservato che la deprivazione di zolfo per 7 giorni induce un aumento transitorio
della tolleranza al cromo in entrambi i ceppi (Gorbi et al., 2007) Dopo la deprivazione di zolfo, i ceppi
hanno aumentato la loro capacita di assorbire zolfo, ripristinando rapidamente il pool di GSH e
aumentando i livelli di cisteina libera. Queste risposte suggeriscono che la maggiore tolleranza al
Cr(VI) dopo la deprivazione di zolfo fosse legata alla sovra-regolazione del processo di
assorbimento/assimilazione dello zolfo (Gorbi et al., 2007) Inoltre, & stato dimostrato che anche una
deprivazione di zolfo di 3 giorni induceva un aumento della tolleranza al cromo in entrambi i ceppi.
E stato ipotizzato che sotto stress da deprivazione di zolfo, I|'attivazione dei percorsi di
assorbimento/assimilazione dello zolfo possa avere due conseguenze dirette relative alla
tolleranza/detossificazione del Cr: l'inibizione dell'assorbimento di Cr e I'aumento dell'accumulo e
della disponibilita di solfati per la produzione di molecole contenenti zolfo per la detossificazione del
Cr. Questi meccanismi potrebbero essere diversamente prevalenti nei due ceppi: nel wild-type si &

ipotizzato che la riduzione dell'assorbimento di Cr attraverso l'induzione di trasportatori di solfato
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ad alta affinita, mentre nel ceppo Cr-tollerante la strategia principale sembrerebbe essere I'aumento

della capacita detossificante (Marieschi et al., 2015).

Il trattamento con Cr(VI) induce una variazione nel rapporto eucromatina/eterocromatina in
entrambi i ceppi, suggerendo che il rimodellamento della cromatina potrebbe essere alla base della
differenziazione nell'espressione genica e nella tolleranza al metallo. Per acquisire ulteriori
informazioni sul rimodellamento della cromatina nucleare, (Cozza et al., 2016) hanno analizzato la
metilazione del DNA tramite immunolocalizzazione della 5-metil-citosina, prima e dopo
I'esposizione al Cr(VI). | risultati hanno evidenziato un basso livello di metilazione nel genoma di S.
acutus. E stato riscontrato che il nucleo delle cellule wt presentava una maggiore quantita basale di
citosine metilate rispetto a quelle del ceppo Cr-t. Dopo i trattamenti con Cr, le cellule wt hanno
mostrato un forte calo della metilazione, principalmente nella frazione eterocromatica, mentre il
ceppo Cr-t (con un iniziale livello di metilazione piu basso rispetto al wt) aumentava il proprio livello
di metilazione dopo I'esposizione al Cr. Questi risultati hanno suggerito I'esistenza di un legame
stretto tra il pattern di metilazione e la tolleranza al metallo nei ceppi Cr-tolleranti di S. acutus.
Questo legame é stato ulteriormente confermato dal lavoro di Ferrari e colleghi, in cui sono stati
confrontati i livelli di metilazione nell’intero genoma dei due ceppi, ed & stata riscontrata una
relazione fra la cromo tolleranza e la ipometilazione nel contesto CG. Nello stesso lavoro si &
osservata una differente metilazione e trascrizione di sei geni legati al pathway del solfato nel ceppo
cromo tollerante, indicando che meccanismi epigenetici sono coinvolti nella regolazione basale di

guesto pathway e potenzialmente correlati alla risposta allo stress da cromo (Ferrari et al., 2020).
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2 Materiali e Metodi

2.1 Preparazione terreno di coltura

Per le colture algali & stato preparato il terreno standard liquido (US, EPA 1971) raddoppiando la
concentrazione sia dei macro che dei micro nutrienti, come indicato in (Marieschi et al., 2015). La

concentrazione finale del terreno utilizzato e riportata nella tabella 2.1.

Elemento Concentrazione Finale
NaNO3 51,0 mg/L
KoHPO4 2,088 mg/L
MgCl; - 6 H,0 24,34 mg/L
MgSO0s - 7 H20 29,4 mg/L
CaCl; 2 H20 8,82 mg/L
NaHCOs 30,0 mg/L
FeCls 192,0 ug/L
Na, EDTA - 2 H20 600,0 pg/L
H3BO3 371,04 pg/L
MnCl, 528,52 pg/L
ZnCl; 6,542 ug/L
CoCl, 1,56 pg/L
CuCl, - 2 H20 0,022 pg/L
Na;MoO; - 2 H,0 14,52 pg/L

Tabella 2.1 — Composizione modificata del terreno di coltura liquido US EPA (1978) utilizzato per le colture algali.

Per praticita operativa, stock pil concentrati di terreno sterile vengono preparati separatamente e

sono poi diluiti con acqua sterile per la preparazione del terreno alla concentrazione necessaria.

Per il terreno solido viene invece preparato agar 1,8% in acqua, sterilizzandolo in autoclave. Al
momento dell’utilizzo I'agar viene sciolto mediante riscaldamento e ad esso viene aggiunto pari

volume di terreno di crescita sterilizzato a parte, per ottenere una soluzione finale di agar 0,9%.
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Tutte le colture sono state mantenute in condizioni axeniche in camera climatizzata ad una
temperatura di 241 °C un’intensita luminosa di 3000 lux, fotoperiodo di 16h ed areazione continua

per evitare il deposito delle cellule.

2.2 Deprivazione di zolfo e risposta al trattamento con cromo

Negli esperimenti che prevedevano la coltura in terreno privo di zolfo, aliquote delle colture madri
in crescita esponenziale, sono state centrifugate per 10 minuti a 2200 xg e lavate con acqua distillata.
| pellet sono stati risospesi alla concentrazione di 3x10° cellule/mLin 200 mL di terreno standard (+5)
contenente MgS0a (29,4 mg/L), oppure in terreno deprivato di zolfo (-S). Dato che il solfato di
magnesio rappresenta l'unica fonte di zolfo, per ripristinare la concentrazione di magnesio nel
terreno deprivato di zolfo & stato necessario raddoppiare il quantitativo di MgCl,. Dopo 7 giorni di
crescita in terreno +S (cellule unstarved) o in terreno -S (cellule S-starved) alle medesime condizioni
descritte sopra, le cellule di entrambi i ceppi sono state raccolte per centrifugazione, lavate e trattate

con Cr(V1), fornito come dicromato di potassio (K,Cr,07).

Per il trattamento con cromo, le cellule di entrambi i ceppi sono state esposte al Cr(VI) a
concentrazione di 1 mg/L e 2 mg/L, queste concentrazioni sono pari al valore LOEC (Lowest Observed
Effect Concentration) rispettivamente del ceppo wt e del ceppo cromo tollerante. Trattamenti e
controlli sono stati ripetuti per almeno 3 volte. La densita cellulare iniziale (3x10° cellule/mL) & stata
scelta in accordo con studi precedenti (Gorbi and Corradi, 1993; Corradi et al., 1995; Torricelli et al.,
2004; Gorbi et al., 2007) per essere certi della risposta all’intossicazione da metallo. Da qui in avanti,
il termine S-replete sara utilizzato per indicare le cellule pre-coltivate in assenza di zolfo e
successivamente trasferite in terreno standard, mentre il termine S-sufficient sara utilizzato per
indicare le cellule pre-coltivate in terreno standard e successivamente trasferite e mantenute in
terreno standard. Alcuni esperimenti di deprivazione di zolfo sono stati effettuati coltivando le alghe

per 24h in terreno standard e in terreno —S.
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2.3 Estrazione di DNA genomico

Componenti e concentrazioni finali del tampone utilizzato per I'estrazione del DNA genomico sono

riportati in Tabella 2.2

Componenti Concentrazione finale
Tris-HCI pH 8.0 (1M) 100 mM

EDTA pH 8.0 (0,5M) 20mM

NaCl (3M) 1,4M

CTAB (9%) u (*) 2%(p/v)
B-mercaptoetanolo (100%) (*) 2%(v/v)

H,O sterile /

Tabella 2.2 Concentrazione finale del tampone di estrazione. | componenti contrassegnati con (*) sono aggiunti immediatamente
dopo la rottura cellulare.

Lestrazione del DNA genomico & stata eseguita col seguente protocollo:

1. Il campione di coltura algale pari a 400 milioni di cellule & stato raccolto e centrifugato a
5000xg per 10 minuti a T ambiente;

2. |l pellet ottenuto e stato lavato in H,O sterile e nuovamente centrifugato a 5000xg per 10
minuti a T ambiente eliminando il surnatante. L'operazione ¢ stata ripetuta due volte per
rimuovere i residui di terreno di coltura;

3. Il pellet e stato infine risospeso in 758 uL di tampone di estrazione privo di B-
mercaptoetanolo e CTAB, per evitare la formazione di schiuma nel passaggio successivo di
rottura;

4. Successivamente a un ciclo di rottura con French Press a 2,71 kbar & stato recuperato il lisato,
e a questo sono stati aggiunti 222 uL di CTAB e 20 uL di B -mercaptoetanolo. L’estratto e
stato mantenuto a 4°C per almeno 3 minuti e agitato di tanto in tanto;

5. Ciascun estratto, dopo I'aggiunta di 124 uL di NaCl/BSA [4,54M NaCl, 3,63%(p/v) BSA] e 2 uL
di RNAsi A é stato incubato a 37°C per 30 minuti per rimuovere I’'RNA. BSA (Siero Albumina
Bovina) € una proteina che crea un’interfaccia tra la fase organica e la fase acquosa,
rendendo piu agevole il recupero della fase acquosa nei passaggi successivi. La presenza di

NaCl facilita I'azione della RNAsi;
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6. L'RNAsi e stata rimossa aggiungendo pari volume di cloroformio/alcol isoamilico (24/1). |
campioni sono stati tenuti in ghiaccio per 3 minuti e agitati periodicamente, e
successivamente centrifugati a 20000xg per 10 minuti a 4°C e recuperata la fase acquosa
contenente il DNA;

7. |l passaggio precedente é stato ripetuto due volte per recuperare completamente il DNA.
Una volta recuperata nuovamente la fase acquosa, il DNA é stato precipitato aggiungendo
pari volume di isopropanolo, mescolando per inversione e ponendolo a -80°C per almeno 30
minuti;

8. | campioni sono stati quindi centrifugati a 20000xg per 30 minuti a 4°C, e il surnatante
eliminato;

9. Il DNA precipitato & stato lavato per 2 volte aggiungendo 300 pL di etanolo 70% (v/v) e
centrifugando a 20000xg per 10 minuti a 4°C per rimuovere i residui dei sali usati per la
precipitazione;

10. Infine, il DNA viene lasciato asciugare all’aria per 5-10 minuti e poi risospeso in 50 pL di

tampone TE 0,5X.

Il DNA ottenuto é stato conservato a -20°C.

2.4 Quantificazione del DNA genomico

La quantita del DNA estratto & stata effettuata mediante NanoDrop™ One (Thermo Scientific™,

Waltham, MA).

Lintegrita del DNA ottenuto ¢ stata effettuata mediante elettroforesi su gel di agarosio caricando su
gel di agarosio 2 pL di DNA estratto (per ogni campione). Il confronto con un campione di riferimento
a concentrazione nota (DNA Zea mays a 150 ng/uL) consentiva una ulteriore quantificazione del DNA
estratto. Il gel & stato fotografato con fotocamera digitale CANON Power Shot A620 e analizzato con

il programma Gel Analyzer 2010.

35



2.5 Elettroforesi del DNA su gel di agarosio

| campioni di DNA sono stati analizzati su gel di agarosio in tampone TAE (TrisAcetato-EDTA). e
visualizzato mediante la presenza di etidio bromuro alla concentrazione finale di 0,05 pg/mL. La

percentuale di agarosio impiegata & stata variata in base alla lunghezza dei frammenti in esame.

2.6 Eluizione da gel di agarosio

Analizzando i profili elettroforetici delle amplificazioni eseguite si sono individuate bande di
particolare interesse, le quali sono state eluite da gel di agarosio utilizzando il Quiaquick Gel

Purification kit (Quiagen, Valencia, CA), seguendo le istruzioni fornite dal produttore.

2.7 Estrazione RNA totale

Per entrambi i ceppi I'RNA é stato estratto da aliquote di colture algali da pre-coltura di 7 giorni in
terreno standard o privo di zolfo (TO) e da colture S-sufficient e S-replete dopo 24, 48 e 72 ore di
ripristino del mezzo standard con e senza aggiunta di cromo. Per ciascun ceppo e per ciascuna
condizione sono stati raccolti mediante centrifugazione 200 mL di terreno di coltura. Il precipitato
algale é stato lavato per due volte con acqua distillata. Tutti i passaggi a temperatura ambiente sono
stati effettuati con la massima rapidita possibile per evitare la degradazione dell’RNA contenuto nelle
cellule. Tuttii campioni sono stati congelati con azoto e posti a -80 °C. Terminata la raccolta i campioni
sono stati liofilizzati e successivamente si € proceduto alla lisi cellulare attraverso frantumazione
meccanica con pestello e mortaio in azoto liquido. Sui campioni cosi ottenuti si € proceduto alla

estrazione.

Componenti e concentrazioni finali del tampone di estrazione per I’'/RNA sono riportati in Tabella 2.3

Componenti Concentrazione finale
Tris-HCI pH 7.5 (DEPC) 100 mM

EDTA pH 8.0 (DEPC) 20 mM

NaCl (DEPC) 1.4 M

CTAB (DEPC) 2% (p/v)
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B-mercaptoetanolo 2% (v/v)

H20 (DEPC)

Tabella 2.3 Concentrazione finale del tampone di estrazione per I’lRNA

1. Ad un’aliquota (10-20mg) del campione lisato sono stati aggiunti 882uL di tampone

di estrazione e 18pL di B-mercaptoetanolo.
2. | campioni sono stati incubati a 65°C per 45min.

3. e stato recuperato il surnatante al quale si & aggiunto pari volume di cloroformio/alcol

isoamilico (24/1) e si @ mescolato il campione cosi ottenuto per almeno 3min.

4, Le miscele ottenute sono state centrifugate a 14000 rpm (20000xg) per 10min a 4°C.

(punto 3 e 4 sono stati ripetuti due/tre volte a seconda della pulizia del campione)

5. e stata recuperata la fase acquosa e si € proceduto alla precipitazione aggiungendo
pari volume di isopropanolo 100%, mescolando delicatamente per inversione,
incubando in freezer a -80°C per ¥%h (oppure -20°C per 1h) e successivamente

centrifugando a 14000 rpm per 30min a 4°C ed eliminando il surnatante.

6. L'RNA cosi ottenuto é stato lavato due volte aggiungendo 300pL di etanolo 70%(v/v)

DEPC, centrifugando a 14000 rpm per 10min a 4°C ed eliminando il surnatante.

7. Il precipitato & stato lasciato asciugare e poi risospeso in 200uL di H,0 DEPC.

2.8 Precipitazione dell’RNA con LiCl

Questa reazione viene eseguita per eliminare eventuali tracce di DNA che possono contaminare

I'RNA estratto. Tutte le soluzioni sono state preparate con H,O DEPC.

1. L'RNA e stato precipitato con pari volume di LiCl (10 mM preparato con H,0 DEPC) e lasciato
in ghiaccio per 4 ore, trascorse le quali i campioni sono stati centrifugati a 12000-14000 x g
a 4°C per 25 minuti
2. | pellet sono stati risospesi in 100 pl di H,O DEPC e successivamente precipitati per 1h a -
20°C con 0,1 volumi di acetato di sodio 3 M pH 5,2, 2 volumi di EtOH 100% e 2 pL di EDTA
0,5M
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3. | campioni sono stati centrifugati a 12000-14000 x g a 4°C per 30 minuti e i pellet ottenuti
sono stati lavati con ETOH al 70% per 2 volte
4. |l surnatante e stato eliminato ed il pellet & stato essiccato sottovuoto per eliminare tracce

di alcol. I pellet sono stati risospesi in 30 ul di H,O DEPC

2.9 Quantificazione RNA

Dopo l'estrazione e la precipitazione con LiCl I'RNA é stato quantificato mediate NanoDrop™ One

(Thermo Scientific™, Waltham, MA).

2.10 Reazione di DNAsi

Questa reazione e utilizzata per eliminare eventuali tracce di DNA che possono contaminare la
preparazione di RNA e falsare i risultati delle reazioni di RT-PCR. Reazione eseguita in un volume di
50 pL. Sono stati messi in reazione 5 pg di RNA con 5 U di DNasi (1U x pg di RNA). Per eliminare
eventuali attivita da parte di possibili RNasi nella reazione sono stati aggiunti 1,5 uL di Inibitore RNasi
con concentrazione iniziale pari a 34,8 U/uL in modo da avere una concentrazione finale di inibitore
in reazione pari a 1 U/uL. Alla reazione sono stati aggiunti 5 uL di Tampone 10X ed infine & stata

portata a volume con H,O DEPC.

La reazione é stata incubata a 37°C per 30 minuti, al termine dei quali & stata fermata con 1 pL di
EDTA. Dopo aver portato il volume a 100 plL con altra H,O DEPC. E stato aggiunto pari volume di
Fenolo-Cloroformio, i composti miscelati e 'omogenato centrifugato. La fase acquosa contenente
I’'RNA ¢ stata separata dal Fenolo-Cloroformio ed € stata precipitata aggiungendo 2 volumi di etanolo
100% e 1/10 di volume di sodio acetato 3 M. Dopo due lavaggi con etanolo 70%, I'RNA é stato quindi

essiccato e risospeso in 10 pL H,O DEPC.
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2.11 Retrotrascrizione dei campioni trattati con DNAsi

La retrotrascrizione degli RNA trattati con DNAsi € stata eseguita preparando due miscele (MIX A e

MIX B). La composizione della miscela MIX A € mostrata nella Tabella 2.4, per un volume finale di 30

uL si compone di:

Componenti Volume Finale
RNA 5uL

Oligo(dT) 50 M 0,75 uL
Esameri-Promega 252 uM 0,7 uL

H20 DEPC 23,55 pL

Tabella 2.4 Composizione MIX A

La miscela MIX A, con volume finale di 30 pL, e stata portata a 70°C in bagno termostatico per 5

minuti e successivamente messa in ghiaccio, per risolvere le strutture secondarie dellRNA e

consentire I'appaiamento dei primer. Contemporaneamente a questo viene preparata la miscela MIX

B, per un volume finale di 20 puL. La composizione della miscela MIX B € mostrata in Tabella 2.5.

Componenti Volume Finale
Buffer 5X 10 uL

dNTP 2 5mM 1,25 pL
linibitore dell’RNasii | 1,5 uL
(1U/1L)*

IMMLV Promega reverse | 1pul
transcriptase (200U/1L)*

H20 DEPC 6,25 pL

Tabella 2.5 Composizione MIX B, i componenti segnati con * sono stati aggiunti dopo l'incibazione a 37°C

La reazione viene condotta nel thermal cycler MJ-RESEARCH PTC-100 (Marshall Scientific, Hampton,

NH) utilizzando il seguente protocollo.
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La reazione e stata incubata a 37°C e dopo 10 minuti sono stati aggiunti I'enzima e l'inibitore a
ciascun campione. La reazione & stata mantenuta a 37°C per 90 minuti, al termine dei quali & stata
fermata portando la temperatura a 70°C per 15 minuti. Terminata la reazione i campioni sono stati
centrifugati e conservati a -20°C per essere utilizzati successivamente nelle reazioni di PCR, talvolta
diluiti se eccessivamente concentrati. L'effettiva riuscita della retrotrascrizione e stata controllata in
PCR con primer specifici di Scenedesmus acutus di un gene la cui I'espressione & nota nelle condizioni
testate. | primer utilizzati come controllo sono stati quelli del gene S2TA63 (Torelli et al., 2008), che
codifica per una proteina di parete ricca in cisteina la cui trascrizione durante S starvation viene

repressa.

2.12 Identificazione dei geni di interesse e progettazione dei primer

L'identificazione di geni candidati, appartenenti al percorso di assorbimento/assimilazione dello
zolfo, e stata effettuata con il seguente approccio: inizialmente, per ciascun gene, & stata costruita
una sequenza consenso utilizzando le sequenze geniche presenti nel database (NCBI) di altre alghe
verdi filogeneticamente vicine a S. acutus. Successivamente, la sequenza consenso ottenuta € stata
allineata sul genoma di T. obliquus UTEX 393. Nella regione identificata del genoma di T. obliquus,
sono stati progettati dei primer che sono stati utilizzati per amplificare i corrispondenti frammenti
sia nel DNA genomico che nel cDNA attraverso la PCR (Reazione a Catena della Polimerasi). Infine, i
prodotti della PCR sono stati caricati su gel di agarosio (preparato in tampone 1X TAE (40 mM Tris,
20 mM acido acetico, 1 mM EDTA), eluiti, purificati e sequenziati.

| primer utilizzati per I'amplificazione dei diversi geni sono elencati in Tabella 2.6.

Gene Primer Sequenza Tm (°C)

SaSIR1 SaSIR1Forl 5'-CAGCTGCTGCAGCAGAGG-3' 60
SaSIR1For2 5'-CATGCAGCTGATGAAGTTCC-3' 60
SaSIR1Rev1 5'-CAGCGGCTTGAAGTCCTGG-3' 62
SaSIR1Rev2 5'-CCCATTCAGCTTCTGCAGC-3' 60

SaSIR3 SaSIR3Forl 5'-TGGGAAACAGCATGAGCACG-3' 62
SaSIR3For2 5'-GATGACAAGGACACGGTGC-3' 60
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Gene

SaOASTL1

SaOASTL2

SaOASTL3

SaOASTL4

SaSAT1

SaSAT2

SaD-DES

Primer

SaSIR3Rev1

SaSIR3Rev2

SaSIR3Rev3

SaOASTL1For

SaOASTL1Rev

SaOASTL2For Met

SaOASTL2Forl

SaOASTL2Rev1

SaOASTL2Rev2

SaOASTL3For

SaOASTL3Rev

SaOASTL4Forl

SaOASTL4For2

SaOASTL4Rev1

SaOASTL4Rev2

SaOASTL1.3.4(¥*)

SaSAT1ForMet

SaSAT1RevEst

SaSAT2Forl

SaSAT2For2

SaSAT2Revl

SaSAT2Rev2

D-DES For0

D-DES For Met

D-DES Forl

Sequenza
5'-GTTGCTGGGCCATATGCCC-3'
5'-ACCACACACGTAGAAGTGG-3'
5'-CACACGTCCCTCTCGTAGC-3'
5'-TGTACCTGAACAGCGTGACG-3'
5'-AGCGTCGAAGCTCCACAGC-3'
5'-TGGTTGACAAAGAAGGGCAG-3'
5'-TGAAGAGACATTGGCAAGCG-3'
5'-TTCAACAGCTGCATCATCCG-3'
5'-ACAAAAGCAAGCCCCCTGC-3'
5'-GTTGCAATCCAGGCTACACC-3'
5'-CGTCCCGCATCTTGATGCG-3'
5'-CCAACAAGAAGATCAAGGGC-3'
5'-CACTCCAGACTCCTTCATCC-3'
5'-GTGGTCTCGTAGTGCACGC-3'

5'-CGTCGAAGGTCATCTTCTCC-3'

5'-AGATCCAGGGCATCGGCG-3'
5'-ATGCAGCTGGCACAGCAGC-3'
5'-CATAGTCCAGGATGAAGTCC-3'
5'-GTGAATGTCAGTTTGGGAGC-3'
5'-CTGGCTGTTGACCTGCACC-3'
5'-CAGCAGTGACACATTGTTGC-3'
5'-CATACTCCGGGTCCTCTGC-3'
5'-AGTGACAGCAAGCCACASC-3'
5'-ATGGCATCGCTGCAGTACC-3'

5'-GGAGGCATACAGTCCAACC-3'

Tm (°C)
62
60
62
62
62
60
62
60
60
60
62
60
62
62

62

60
62
60
60
62
60
62
60
60

60
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Gene Primer Sequenza Tm (°C)
D-DES Revl 5'-GATGTAGTAGGGCTTCTTGC-3' 60
D-DES Rev Est 5'-ATGGCTGCGCTCACGTCC-3' 60

SaRBCS SaRubi F CCCCTCTCAGCGATGACC 60
SaRubi R GGTCCAGTACCTGTTGTCG 60

Tabella 2.6 Primer utilizzati per i differenti tentativi di amplificazione e sequenziamento dei geni di interesse. * Il primer
SaOASTL1.3.4 e stato progettato per poter funzionare s

2.13 Multiplex PCR

La Multiplex PCR (Chamberlainl et al., 1988) prevede l'utilizzo di piu coppie di primer, ciascuna
specifica per una sequenza bersaglio, al fine di amplificare contemporaneamente piu sequenze di
DNA o cDNA. Amplificando due sequenze distinte in una singola miscela di reazione & possibile
valutarne I'abbondanza relativa, eliminando disparita dovute alle differenze che normalmente si
riscontrano conducendo due reazioni separate. Questa tecnica richiede che le coppie di primer
abbiano Tm paragonabili e che non formino appaiamenti eterologhi tra loro, che siano altamente
specifiche e non amplifichino sequenze spurie, infine i prodotti di amplificazione devono avere
dimensioni relativamente simili, ma differenti e distinguibili su gel elettroforetico. Per effettuare una
co-amplificazione corretta si determinano empiricamente le concentrazioni di utilizzo per ciascuna
coppia di primer ed il numero ottimale di cicli di PCR, in modo che entrambe le bande d’interesse
siano visibili e quantificabili. Tale tecnica e stata utilizzata per ottenere le effettive variazioni di
espressione dei frammenti genici SaOASTL1, SaOASTL2, SaOASTL3, SaOASTL4, SaSAT1, SaSAT2,
SaSIR1 e SaD-DES nei campioni TO dopo una deprivazione di zolfo di 24h rapportando il segnale della
sequenza target in ciascun campione di cDNA con il rispettivo valore del segnale del gene per la
subunita piccola (Rbcs) della Rubisco usato come riferimento. La Rubisco e stata scelta come
riferimento interno perché, anche se nelle condizioni sperimentali da noi testate la sua espressione
puo variare, il suo trascritto & talmente abbondante che & possibile renderne costante
I'amplificazione svincolandola dall’'abbondanza iniziale nei vari campioni, mediante I'utilizzo di una
concentrazione limitante di primer in reazione. Sia per la sequenza di riferimento che per gli
amplificati di interesse sono state utilizzate coppie di primer specifici, costruite sulle sequenze di

Scenedesmus acutus (indicati con la sigla Sa).
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La reazione Multiplex & stata da prima messa a punto variando sia la concentrazione di ciascuna
coppia dei primer, in un intervallo trale 5 e le 12,5 pmoli, sia il numero di cicli di amplificazione (30-
38). Il rapporto 12,5 pmol / 5 pmol, rispettivamente del gene bersaglio e di RBCS, si e rivelato
ottimale per tutti i geni testati ed & stato quindi utilizzato per tutte le reazioni riportate. Il numero di
cicli di amplificazione ottimale per ottenere risultati chiari e riproducibili dopo le prove si & attestato
nel range compreso fra 33 e 38 cicli a secondo del gene analizzato. Dove non diversamente
specificato nel testo le reazioni finali sono state condotte con un rapporto primer target/primer
riferimento di 12,5/5 pmoli. Dopo I'iniziale messa a punto, la reazione é stata condotta nel thermal
cycler MJ Research PTC-100 (Marshall Scientific, Hampton, NH) in un volume finale pari a 25 L. La

composizione della miscela di reazione ¢ indicata in Tabella 2.7

Componenti Volume Finale
cDNA /

Taq Buffer 10X 2,5 uL
MgCI2 25 mM 2L
DMSO 0,75 uL
dNTP 2,5 mM 2L

SA Primer FOR 10 uM 1,25 uL
SA Primer REV 10 uM 1,25 uL
RBCs Primer FOR 10 uM 0,5 uL
RBCs Primer REV 10 uM 0,5 uL
Taq 5U/ul 0,2 uL
H.O A volume

Tabella 2.7 Componenti e volume finale per ciascuno di essi per la preparazione della miscela di reazione per PCR Multiplex

Nella Tabella 2,8 riportata sotto sono indicate le coppie di primer utilizzate per le reazioni di PCR
Multiplex, cosi come le condizioni di reazione. La sequenza e le caratteristiche di ogni primer usato

nella reazione sono riportati nella Tabella 2.6.
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Gene Coppia di primer Target/RBCS N° di Cicli Ta reazione (°C)
(pmol/pmol)

SaSIR1 SIR1For2 12,5/5 35 60
SIR1Revl
SaSIR3Forl 12,5/5 38 58
SaSIR3Revl
SaSIR3For2 12,5/5 38 60
SaSIR3Rev2
SaSIR3Forl 12,5/5 38 58
SaSIR3Rev3

SaSAT1 SAT1Fest 12,5/5 35 60
SAT1Revest

SaSAT2 SAT2SaFest 12,5/5 35 60
SAT2ToRest

SaOASTL1 | SaOASTL1F 12,5/5 35 60
SaOASTL1R

SaOASTL2 | SaOASTLFor2 12,5/5 38 60
SaOASTLRev2

SaOASTL3 | SaOASTL3F 12,5/5 35 60
SaOASTL3R

SaOASTL4 | SaOASTL134Fest 12,5/5 35 60
ToOASTL4RevEst

SaD-DES SoDESFor1 12,5/5 35 58
SoDESRevC

Tabella 2.7 Primers utilizzate nelle reazioni di PCR multiplex assieme ai primer per RBCS. Per ogni reazione sono riportati anche il
rapporto fra i primer dei geni di interesse e i primer RBCS, il numero di cicli di reazione e la temperatura di annealing.

Le reazioni sono state effettuate secondo il programma seguente:
94°C 5 minuti
35-38 cicli:

® 94°C 40 secondi
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* 60°C 40 secondi
e 72°C 40 secondi
72°C 5 minuti
4°Coo

| prodotti sono stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio (addizionato di bromuro di

etidio) con un passaggio di corrente di 100 V e visualizzati mediante trans-illuminatore UV.

2.14 Saggio attivita enzimatica

2.14.1 Preparazione estratto grezzo

Sono stati preparati gli estratti grezzi da alghe di entrambi i ceppi coltivate per 7 giorni in terreno
standard o privo di zolfo (tempi zero) e dopo 24 e 48 ore dal ripristino del terreno standard (S-
sufficient e S-replete) addizionato con 0, 1 o 2 mg /L di Cr(VI) dopo 24 e 48 ore dal ripristino del

terreno standard.
Per ciascuna condizione ¢ stato prelevato un volume di coltura corrispondente a 400 milioni di alghe.

| campioni raccolti sono stati centrifugati a temperatura ambiente (3500 xg per 4 minuti) e il
precipitato algale & stato successivamente lavato prima in H,O e poi in tampone di estrazione

(tampone fosfato 50 mM, pH 7,5, 10 uM di PLP e 1 mM di DTT).

Prima della rottura la coppa del distruttore cellulare € stata preparata effettuando cicli di lavaggio
con H20 distillata e raffreddata in ghiaccio prima dell'uso. La rottura e stata effettuata con ciclo unico
con il "One Shot" Cell Disrupter (Constant Systems Ltd., England) impostato a 2700 bars. Recuperato

I'omogenato questo & stato centrifugato a 11000xg per 15 minuti a 4°C.

Il surnatante, ossia I'estratto grezzo, € stato trasferito in nuove eppendorf. Per ogni campione sono
state preparate 3 aliquote, contenenti 0,5 - 0,6 ml ciascuna per evitare eccessivi cicli di

congelamento/scongelamento nei successivi saggi enzimatici.

Gli estratti grezzi sono stati congelati in azoto liquido per poi essere conservati a -80°C.
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2.14.2 Quantificazione proteine totali

Per determinare la concentrazione proteica degli estratti grezzi le proteine solubili sono state
guantificate su aliquote di estratto mediante saggio Biorad basato sul metodo Bradford, (Bradford,

1976), seguendo le indicazioni del fornitore.

2.14.3 Saggio attivita OAS-TL

Lattivita di sintesi di cisteina da parte di OAS-TL é stata valutata sugli estratti grezzi, secondo il
protocollo descritto in (Salbitani & Carfagna, 2017), dopo opportuna messa a punto su campioni di
Scenedesmus acutus. L'attivita dell'OASTL e stata determinata colorimetricamente come formazione

di cisteina (Gaitonde, 1967).

Le singole reazioni finali per ciascun campione sono state effettuate in 100 uL. La composizione della

miscela di reazione e descritta in Tabella 2.8.

Soluzioni stock Campione Concentrazione finale
1 M HEPES/KOH, pH 7.2 10 uL 100 mM

100 mM OAS 10 pL 10 mM

100 mM DTT 5uL 5mM

Estratto grezzo 65 pL*

50 mM Na2S 10 pL 5mM

Volume finale 100 uL

Tabella 2.8 Composizione della Miscela di Reazione per saggio OASTL. *Per ogni campione sono stati messi in reazione 5 ug di
proteine totali. | campioni sono stati normalizzati portando ciascuno ad un volume di 65 ul con aggiunta di acqua distillata sterile al
momento della reazione.

Dopo aver preparato e miscelato il mix di reazione, i campioni sono stati incubati a 50°C per 5 minuti.

La reazione & stata poi arrestata aggiungendo 50 uL di TCA 20% (v/v). Sono quindi stati
successivamente aggiunti ad ogni campione 100 pL di acido acetico glaciale e 200 yL di soluzione di
ninidrina (preparata sciogliendo 0,12 g di ninidrina in 3 ml di acido acetico glaciale e 2 ml HCI 37%).

Dopodiché i campioni sono stati incubati a 100°C per 5 minuti per consentire lo sviluppo della
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reazione colorimetrica e successivamente raffreddati in acqua a 10°C per altri 5 minuti per fermare

la reazione.

Sono stati quindi aggiunti 550 pL di etanolo (96%) per stabilizzare il colore, ed é stato letto il valore

di assorbanza a 560 nm.

2.14.4 Saggio attivita cisteina desulfidrasica

Sugli estratti grezzi & stato effettuato il test enzimatico per quantificare I'attivita Desulfidrasica. Sono
stati effettuati con questo protocollo sia il test per valutare I'attivita L-cisteina desulfidrasica che

guello per I'attivita D-cisteina desulfidrasica.

Per ogni campione sono stati messi in reazione 50 ug di proteine totali, il volume dei campioni prima
di effettuare il saggio & stato standardizzato a 200ulL con H20 distillata sterile. La miscela di reazione

e indicata in tabella 2.9, ogni campione e stato preparato in un volume finale di 1mL.

Reagente Campione Concentrazione Finale
TRIS 100 pL 100 mM

DTT 2,5uL 2,5 mM

L-Cys/D-Cys * 8 uL 0,8 mM

Estratto grezzo 200 plL -

H20 689,5 uL -

Tabella 2.9 Composizione della Miscela di Reazione per saggio Desulfidrasico. *e stato usato come substrato di reazione L-cisteina o
D-cisteina a seconda del test eseguito. | due enantiomeri della cisteina sono stati utilizzati alle stesse concentrazioni.

Dopo aver preparato i campioni questi sono stati incubati a 37°C per 15 minuti.

Dopo i 15 minuti la reazione & stata fermata aggiungendo 100 pL di Soluzione Stopperl (FeCl3 30

mM in HCI 1,2 N) e 100 pL di Soluzione Stopper2 (N,N-dimetil-p- fenilendiammina

dicloridrato 20 mM in HCI 7.2 N). | campioni sono stati mantenuti al buio per 20 minuti ed & stato

successivamente letto il valore di assorbanza a 670 nm.

La retta di taratura & stata costruita utilizzando Na;S, in un range di concentrazione finale compreso

fralo0ei 100 puM.
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2.15 Sequenziamento

| campioni da sequenziare sono stati inviati presso la ditta BRM Genomics (Via Redipuglia 21A, 35131

Padova, Italia). Il sequenziamento e effettuato con metodo Sanger.

2.16 Analisi bioinformatica e statistica

Le analisi di omologia di sequenza sono state effettuate utilizzando BlastX e Blastp

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), ClustalOmega (http://www.clustal.org/omega/) e

ClustalX (Larkin et al., 2007). Le sequenze nucleotidiche sono state tradotte in sequenze di
amminoacidi utilizzando il programma TranslateTool (web.expasy.org/translate/). Ricerca dei
domini conservati e sequenze consenso sono state effettuate con ScanProsite

(https://prosite.expasy.org/scanprosite/) (De castro et al., 2006). Le previsioni e le analisi delle

strutture proteiche sono state eseguite tramite il sito Alphafold (Jumper et al., 2021) e i modelli 3D
sono stati visualizzati attraverso il programma The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.5.4
Schrodinger, LLC. La localizzazione dei potenziali siti di taglio cTP e stata predetta utilizzando il server
ChloroP 1.1 (Emanuelsson et al., 1999). L’analisi filogenetica & stata effettuata con sia con il software

MEGA X (Kumar et al., 2018) sia con programma FigTree, http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.

La visualizzazione degli alberi & stata effettuata grazie al visualizzatore di alberi filogenetici iTOL

(https://itol.embl.de/) (Letunic 2021). Per reperire le corrette informazioni tassonomiche sulle

specie algali si € ricorso al database Algaebase (https://www.algaebase.org/) (Guiry, M.D. & Guiry,

G.M. 2024).

Per I'analisi statistica e stato utilizzato il programma informatico: SPSS-22 (IBM, Chicago, IL). Tutte le
reazioni di PCR sono state replicate almeno tre volte. Le differenze significative tra i vari trattamenti
sono state valutate mediante ANOVA univariata dopo aver verificato 'omogeneita delle varianze
mediante il test di Levene (1960). Per i confronti multipli invece é stato utilizzato il test di Duncan.
Nei grafici lettere diverse indicano campioni significativamente diversi e le barre di errore

corrispondono alla deviazione standard.
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2.17 Campionamento presso sorgenti di acquifero ofiolitico

| campionamenti sono stati eseguiti presso sorgenti cromifere situate sul monte Prinzera, montagna

ofiolitica in provincia di Parma, Italia.

I monte e di origine vulcanica e le sorgenti d’acqua che si trovano sulle sue pendici mostrano
concentrazioni di cromo generalmente superiori ai limiti di legge di 5 pg/L (Tumolo et al., 2020). La
raccolta di acqua e di parte del terriccio umido é stata effettuata a livello della scaturigine da una
sorgente e di parte del terriccio umido lungo il percorso del ruscello. La portata della sorgente &
interessata da cambiamenti stagionali associati ai regimi pluviometrici stagionali. Sono stati inoltre
prelevati 2L di acqua separatamente per analizzare i parametri chimico-fisici dell’acqua ed effettuare

il test ecotossicologico.

Y

Figura 2.1 (A) Profilo del Monte Prinzera, montagna di origine ofiolitica che presenta scarsa vegetazione Chelli et al., 2016). (B)
Monte Prinzera con indicato il punto di campionamento presso sorgente di origine ofiolitica. (C) Scaturigine della sorgente.
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2.18 Selezione delle singole colonie sterili

Per poter confrontare geneticamente le differenti specie presenti nei campioni analizzandone il
genoma, é stato indispensabile 'ottenimento di colture sterili esente da contaminazioni batteriche,

o di altre specie algali.

| campioni di acqua e terriccio sono stati rabboccati con terreno di coltura, posti in beute e
posizionati in cella climatica a temperatura di 24+1 °C e fotoperiodo di 16 ore per consentire la
crescita algale. Sono state preparate piastre contenenti terreno standard addizionato di agar. Le
colture cosi ottenute sono state piastrate su terreno standard solido e mantenute in camera

climatizzata nelle stesse condizioni descritte per le colture in terreno liquido.

Le colonie cosi ottenute sono state trasferite su piastre master. Fra le colonie isolate su master sono
state selezionate le colonie algali e trasferite su terreno liquido standard con aggiunta di antibiotici
secondo il protocollo presente in (Kan & Pan, 2010). Queste colture sono state successivamente
piastrate su terreno solido contenente antibiotici per isolare le colonie pure. Dalle colonie cosi

ottenute si & poi proceduto alla preparazione della coltura in terreno liquido per le successive analisi.

2.19 Test ecotossicologico

Sull'acqua prelevata al monte Prinzera sono state effettuate misure per determinarne le
caratteristiche di conducibilita e di pH. L'analisi della tossicita dovuta alla presenza di contaminanti &
stata effettuata attraverso un test di inibizione della crescita dell’alga verde Pseudokirchneriella
subcapitata secondo il metodo standard OECD Guideline N° 201 (2006) (Oecd Guideline N° 201,
2006)

L'acqua raccolta alla sorgente del monte Prinzera & stata centrifugata immediatamente prima del

saggio per rimuovere potenziali batteri che potessero falsare i risultati del test.

Il test e stato effettuato in terreno di crescita (U.S. EPA, 1978). Nelle 6 repliche di controllo il terreno
e stato preparato portando a volume i componenti con H,O distillata, mentre nelle 6 repliche di

trattamento i sali del terreno diluiti con I'acqua proveniente dalla sorgente del monte Prinzera. Sono
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state effettuate misure di conducibilita elettrica sia nel terreno controllo che in quello da testare,

preparato con l'acqua raccolta al monte Prinzera.

La concentrazione di cellule iniziale da utilizzare per permettere una crescita esponenziale durante
tutto l'esperimento e massimizzare |'esposizione delle alghe all'agente tossico, nel caso di
Pseudokirchneriella subcapitata, & di 10* cellule/ml (OECD Guideline N° 201, 2006). Le beute
contenenti le alghe vengono poste in agitazione in una cella climatica con fotoperiodo di 16 ore e
una temperatura di 24+1 °C. ). La crescita algale & stata controllata ogni 24 ore attraverso la camera

contaglobuli di Neubauer.

Ad inizio e fine saggio e stato misurato il pH in ognuna delle condizioni testate.

2.20 Riconoscimento attraverso chiavi morfologiche

Uno dei metodi adottati per il riconoscimento delle specie algali € stato |'utilizzo di chiavi
dicotomiche, basate sull’analisi di caratteristiche morfologiche visibili a microscopio. Le chiavi
dicotomiche utilizzate sono “Les Algues d’eau douce. Initiation a la systématique. Tome I: Les Algues
Vertes” (Bourrelly P., 1966) e “A key to common algae. Freshwater estuarine and some coastal
species” (Bellinger E.G., 1992). Per le diatomee € invece stato utilizzato I"”Atlante delle diatomee

bentoniche dei corsi d’acqua italiani” (ISPRA, 2014).

2.21 Identificazione tramite analisi DNA Barcoding

Per avere una maggiore sicurezza nella determinazione delle specie algali si & proceduto alla loro
identificazione molecolare mediante DNA Barcoding. Per I'analisi dei campioni raccolti sono stati

usati diversi marcatori genici utilizzati I'identificazione di diversi gruppi algali:

- rbcL: Gene del cloroplasto coinvolto nella fotosintesi, comune nelle alghe verdi e diatomee (J. D.

Hall & Lewis, 2010).
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- ITS (Internal Transcribed Spacer): Regioni del DNA ribosomiale nucleari, compresa fra la subunita
maggiore e la subunita minore del RNA ribosomiale offre alta risoluzione per l'identificazione delle

specie ed é stata largamente usata per I'identificazione delle alghe verdi (J. D. Hall & Lewis, 2010).

- TufA: Gene utilizzato specificamente per le alghe verdi, il gene tufA codifica per una proteina
essenziale nel processo di traduzione, nota come fattore di elongazione Tu (EF-Tu) (J. D. Hall & Lewis,

2010).

- Cox1 mitochondrial marker cytochrome oxidase subunit I: gene mitocondriale molto usato per
I'identificazione di specie animali, & stato dimostrato essere un buon marcatore nell’identificazione

delle alghe rosse. (Sounders 2005)

| primer utilizzati per i diversi marcatori sono riportati in tabella 2,10.

Marcatori | Primer

ITS ITS2F 5’-ATGCGATACTTGGTGTGAA-3' (Chen et al., 2010)

ITS2R 5’-GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3' (Chen et al., 2010)

ITS1 5-AGGAGAAGTCGTAACAAGGT-3' (J. D. Hall & Lewis, 2010)

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (White et al., 1990)

TufA TufA F 5'-TGAAACAGAAMAWCGTCATTATGC -3' (Fama et al., 2002)

TufA R 5’-CCTTCNCGAATMGCRAAWCGC -3' (Fama et al., 2002)

TufA.50F 5’-TGGATGGTGCTATTYTAGTTG -3' (J. D. Hall & Lewis, 2010)

TufA.50F 5’-TGGATGGTGCTATTYTAGTTG -3' (J. D. Hall & Lewis, 2010)

NCSSU NewcocSSUF 5'-GTCGGCGAGGTTACTTTGAG-3' (J. D. Hall & Lewis, 2010)

NewcocSSUR 5’-ACCGGAATCAACCTGACAAG-3' (J. D. Hall & Lewis, 2010).

rbcl DtrbcL2F 5’-TCAGAACGGACTCGAATTAAA-3' (Lang & Kaczmarska, 2011)

DtrbcL2R 5’-CCAATWGTACCACCACCYAAT-3' (Daugbjgf & Andersen, 1997)

Fw_rbcL_192: 5—GGTACTTGGACAACWGTWTGGAC- 3’ (Hadi et al., 2016)

Rv_rbclL_657: 5-GAAACGGTCTCKCCARCGCAT- 3’ (Hadi et al., 2016)

rbcL-M379 5’-FGGTTTCAAAGCTYTWCGTGC-3' (McManus & Lewis, 2011)

Rv_rbcl_1089 5’ — ATACCACGRCTACGRTCTTT — 3’ (Hadi et al., 2016)

Cox1 GazF1 5’-TCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' Saunders, 2005
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GazR1 5’-ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA-3' Saunders, 2005

Tabella 2,10 Primer utilizzati per DNA Barcoding.

2.22 Test di tolleranza al cromo

Per testare la tolleranza al cromo delle specie algali isolate, € stato condotto un esperimento per
analizzare la loro capacita di crescita in presenza di diverse concentrazioni di cromo esavalente. Le
concentrazioni di Cr(VI), fornite sotto forma di bicromato di potassio (K2Cr207), testate nei campioni
includono 0 mg /L come controllo, e poi 0.125, 0.5, 1 e 1.5 mg /L. Per ogni concentrazione, sono
state effettuate tre repliche utilizzando un terreno di crescita standard (secondo le indicazioni
dell'U.S. EPA, 1978), inoculando le alghe prelevate da una coltura in fase esponenziale, rinnovata tre

o 5 giorni prima della preparazione del test, a seconda dei tassi di crescita specifici per ogni specie.

La durata del test di tolleranza e stata modulata in base alle cinetiche di crescita di ogni specie. La
densita algale iniziale era di 1x10° cellule/ml. L'esperimento & stato condotto in provette da 100 ml,
mantenute in condizioni controllate di gorgogliamento in una cella climatica con un fotoperiodo di
16 ore e una temperatura compresa tra i 21 e i 24 °C. La crescita algale & stata monitorata sia
utilizzando la camera contaglobuli di Neubauer sia misurando la densita ottica alla lunghezza d’'onda

di 650 nm, 670 nm e 750nm.
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Scopo del lavoro

Il mio progetto di dottorato si poneva due obbiettivi paralleli. Il primo era quello di approfondire le
conoscenze sui meccanismi di tolleranza al cromo e la loro relazione con il metabolismo del solfato
nell’alga verde Scenedesmus acutus, utilizzando due ceppi di questo organismo con differente
tolleranza ai metalli pesanti. In lavori precedenti del nostro gruppo € stata dimostrata una
correlazione fra la deprivazione di zolfo e un aumento transiente della tolleranza al cromo esavalente
sia nel ceppo wild type che nel ceppo cromo tollerante (Gorbi et al., 2007; Marieschi et al., 2015). Il
ceppo cromo tollerante mostra anche livelli costitutivamente maggiori delle forme organiche dello
zolfo, in particolare cisteina, rispetto al wild type. Inoltre, in seguito a deprivazione di zolfo, il ceppo
cromo tollerante aumenta in maniera significativamente maggiore rispetto al wild type la
concentrazione di cisteina cellulare libera. Lo scopo principale del primo obiettivo della mia attivita
di dottorato riguardava quindi lI'analisi della regolazione della sintesi della cisteina nei due ceppi in
differenti condizioni, concentrandoci sulla parte terminale del pathway di sintesi del'lamminoacido
ovvero sugli enzimi solfito reduttasi (SIR) e sul complesso cisteina sintasi (CSC) formato dagli enzimi
O-acetilserina (tiolo) liasi (OAS-TL) e serina acetiltransferasi (SAT). Nel mio progetto I'attenzione si &
concentrata soprattutto sullo studio dell’espressione genica e dell’attivitd enzimatica di OAS-TL. E
infatti noto, nelle piante superiori, che alcuni stress ambientali come carenza di zolfo, azoto, carbonio
ed esposizione a metalli pesanti possano indurre ad un aumento dei livelli di espressione di OAS-TL
(Dominguez-Solis et al., 2001; Takahashi & Saito, 1996). Inoltre, in piante transgeniche, la
sovraespressione di OAS-TL porta ad una riduzione del danno ossidativo (Noji et al., 2001; Saito et
al., 1994; Youssefian et al., 2001) e migliora la tolleranza ai metalli pesanti (Dominguez-Solis et al.,

2001).

Il secondo obiettivo del mio progetto voleva invece andare a verificare se le osservazioni effettuate
sul nostro organismo modello potessero essere estese ad altre specie algali trovate in natura in
ambienti contaminati da cromo. Si tratta quindi di un obiettivo ad ampio respiro e a lungo termine.
Durante il mio dottorato ci siamo occupati della prima parte di questo progetto, ovvero
I'individuazione di siti idonei di campionamento, I'isolamento e I'identificazione delle specie algali

trovate e I'analisi della tolleranza al cromo esavalente di queste ultime.
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3 Risultati e discussione

3.1 Prima Parte

3.1.1 Analisi dell’Espressione dei Geni Responsabili della Sintesi di Cisteina

La ricerca dei geni di interesse era stata fatta nel nostro laboratorio ricercando nei file Contig del
genoma non ancora annotato di Teradesmus obliquus UTEX 393 (considerato sinonimo di
Scenedesmus acutus) (Carreres et al., 2017) le sequenze omologhe ai geni del pathway del solfato
nel genoma annotato dell’alga modello Chlamydomonas reinhardtii. All'interno del genoma di C.
reinhardtii sono presenti tre geni SIR, due geni SAT e 4 geni OAS-TL (Gonzalez-Ballester & Grossman,
2009). Sulle sequenze identificate in T. obliquus erano stati costruiti i primer per isolare i corrispettivi
geni in S. acutus (Ferrari et al., 2020). | geni cosi identificati erano stati denominati (per omologia
con le sequenze di Chlamydomonas): SaSirl (GenBank: QPT54870.1), SaSir3 (GenBank:
QPT54871.1), SaSatl (GenBank: QPT54868.1), SaSat2 (GenBank: QPT54869.1), SaOAS-TL1
(GenBank: AlZ00783.2), SaOAS-TL2 (GenBank: QPT54866.1), SaOAS-TL3 (GenBank: AlZ00784.2),
SaOAS-TL4 (GenBank: QPT54867.1).

Sulle sequenze di questi geni sono stati disegnate coppie di primer da utilizzare nell’analisi di
espressione. | primer utilizzati sono elencati in tabella 2.6. Per ogni gene sono state progettate piu
coppie di primer e successivamente utilizzate quelle che davano una migliore amplificazione negli

esperimenti di PCR multiplex.

In entrambi i ceppi & stato valutato I'effetto di deprivazione di zolfo sui livelli di espressione dei geni
coinvolti nella sintesi di cisteina. | livelli di espressione sono stati valutati a seguito di coltura per 24h
in terreno standard (+S) o in terreno privo di zolfo (-S).Llanalisi & stata condotta attraverso PCR
Multiplex che prevedevano la contemporanea amplificazione dei frammenti genici dei trascritti di
SaOAS-TL1-4, SaSIR1, SaSIR3, SaSAT1-2 e di un gene di riferimento interno, ovvero il gene codificante
per la subunita piccola della Rubisco (SaRbcs), che aveva dato buoni risultati in lavori precedenti nel
nostro laboratorio (Sardella et al., 2019). Seppur vero che la carenza di un nutriente fondamentale
come lo zolfo vada a influenzare differenti cicli metaboli, fotosintesi compresa, I'abbondanza di
guesto trascritto in ogni condizione testata ci ha comunque permesso di standardizzare la quantita

di amplificato rendendo limitante la quantita di primer per questo gene.
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Lintensita della banda di amplificazione della sequenza bersaglio & stata espressa per ciascun gene
come percentuale del totale dell’'amplificazione per ciascuna corsia, inteso come somma delle

intensita delle bande di amplificazione ottenute dallo standard (Rbcs) e dal bersaglio per ogni corsia.

SIR1

Il grafico raffigurante I'espressione percentuale di SaSIR1 nelle quattro condizioni testate e riportato
in Figura 3.1. Questo gene & espresso in maniera costitutiva e nel ceppo cromo tollerante il livello di
espressione del gene e leggermente pil elevato rispetto al wild type ed in entrambi i ceppi sembra
esserci una lieve induzione da deprivazione di zolfo. Nonostante il trend sia abbastanza chiaro,

nessuna delle differenze osservate fra i livelli di espressione é risultata significativa (p<0,05).
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Figura 3.1 Espressione di SIR1 nei due ceppi, wild type (Wt) e cromo tollerante (CrT) di S. acutus nelle condizioni di coltura in terreno
standard (+S) e privo di zolfo (-S) per 24h. Reazione di PCR con 35 cicli di amplificazione. L'espressione di SIR1 viene indicata come
percentuale riferita alla somma della intensita delle bande di amplificazione per il gene di interesse ed il gene di riferimento (Rbcs) in
ciascuna corsia.

SIR3

Per il gene SaSIR3 con nessuna delle coppie di primer testate siamo riusciti ad ottenere un

amplificato, forse per problemi nella identificazione iniziale della sequenza.

SAT

| livelli di espressione genica calcolati per le due isoforme di SAT sono riportati in Figura 3.2. SaSAT1

e SaSAT2 sono entrambe espresse in maniera costitutiva e mostrano lo stesso trend di espressione,
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ovvero nessuna differenza fra ceppi né in terreno standard né in terreno privo di zolfo e blanda

induzione, data da deprivazione di zolfo in entrambi i ceppi ma significativa solo nel caso di SaSAT1.

(A) (B)
SaSAT1 SaSAT2
100 100
90 90

80
70 * *

80
70

60

. 1
.

60

50

SaSAT1*100/(SaSAT1 + SaRbcs)
SaSAT2*100/(SaSAT2 + SaRbcs)

40 T
30 30
20 20
10 10
0 0
Wt+S Wt-5 CrT+S CrT-s Wi+ Wt-S Crt+S crt-s
ISATL 45,95 63,78 53,47 62,46 SAT2 38,65 54,49 39,37 49,83
Wt+S B Wt-S CrT+S ®mCrT-S Wt+S BWt-S Crt+S mCrt-S

Figura 3.2 Espressione di SAT1 (A) e SAT2 (B) nei due ceppi, wild type (Wt) e cromo tollerante (CrT) di S. acutus, nelle condizioni di
coltura in terreno standard (+S) e privo di zolfo (-S) per 24h. Reazione di PCR con 35 cicli di amplificazione. L'espressione dei geni di
interesse viene indicata come percentuale riferita alla somma della intensita delle bande di amplificazione per il gene di interesse ed
il gene di riferimento (Rbcs) in ciascuna corsia. La differenza significativa fra terreno (+S e -S) all’interno dello stesso ceppo é indicata
con * con p <0.05

OAS-TL

Delle quattro isoforme di OAS-TL, tre mostrano espressione costitutiva e inducibilita a seguito di
deprivazione di zolfo. Come mostrato in Figura 3.3 A e 3.3 C, SaOAS-TL1 e SaOAS-TL3 hanno livelli di
espressione paragonabili e sono le forme meno suscettibili alla deprivazione di zolfo. Infatti, SaOAS-
TL 3 (Figura 3.3 c¢) aumenta la propria espressione molto debolmente e 'aumento registrato non
risulta significativo e SaOAS-TL1 (Figura 3,3 a) mostra un aumento significativo (p<0,05) solo nei livelli
di espressione del ceppo wild type in seguito a deprivazione di zolfo. Si osserva un aumento anche
nei livelli di espressione del ceppo cromo tollerante; tuttavia, questo aumento non é significativo a

causa dei livelli piu alti presenti in questo ceppo in terreno +S.

Anche la forma SaOAS-TL4 (Figura 3,3 d) risulta costitutivamente espressa e presenta i livelli di
espressione piu alti fra tutte le forme in ognuna delle condizioni testate. In questa forma I'aumento
di espressione dopo 24h di deprivazione di zolfo risulta altamente significativo (p<0,01) per
entrambe i ceppi. Non si & osservata nessuna differenza significativa fra ceppi nelle diverse condizioni

nutrizionali per nessuna delle forme SaOAS-TL 1, SaOAS-TL 3 e SaOAS-TL 4.
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SaOAS-TL2 (Figura 3.3 b) e la forma con i piu bassi livelli di espressione, tanto che per visualizzarne
I'amplificato & stato necessario aumentare il numero di cicli di reazione. | livelli di espressione per
guesto enzima sono nulli o quasi per entrambi i ceppi in presenza di zolfo e si osserva un’induzione
altamente significativa (p<0,01) a seguito di deprivazione di zolfo per entrambi i ceppi. Questo
sembrerebbe indicare OAS-TL 2 come un gene non coinvolto nei pathway basali di controllo dei livelli

di questo aminoacido ed invece specifico nella risposta a stress ambientali, nello specifico alla

carenza di zolfo.
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Figura 3,2 Espressione di OAS-TL1 (a) e OAS-TL2 (b), OAS-TL3 (c) e OAS-TL4 (d) nei due ceppi, wild type (Wt) e cromo tollerante (CrT)
di S. acutus, nelle condizioni di coltura in terreno standard (+S) e privo di zolfo (-S), per 24h. Reazione di PCR con 35 cicli di
amplificazione per OAS-TL1, OAS-TL3 e OAS-TL4 e reazione di PCR con 38 cicli di reazione per OAS-TL2. . L'espressione dei geni di
interesse viene indicata come percentuale riferita alla somma della intensita delle bande di amplificazione per il gene di interesse ed

il gene di riferimento (Rbcs) in ciascuna corsia. La differenza significativa fra terreno (+S e -S) all’interno dello stesso ceppo € indicata
con *conp<0.05e **conp<0.01.

Sebbene tutte e 4 le forme di OAS-TL mostrino inducibilita da carenza di zolfo, SaOAS-TL4 e SaOAS-
TL2 sembrano essere le forme piu attive nella risposta allo stress nutrizionale. aumento di
espressione osservato a seguito di deprivazione di zolfo nei geni analizzati & in accordo con quanto
riportato in letteratura, in Chlamydomonas infatti i geni codificanti per SAT1 (Ravina et al., 2002) SIR
1, OAS-TL1, e OAS-TL3 e SAT2 risultano meno sensibili alle variazioni di zolfo nel terreno di coltura e
non mostrano un aumento di espressione significativo in seguito a deprivazione di zolfo(Gonzalez-
Ballester et al., 2010) mentre OAS-TL4 risulta altamente inducibile (Gonzalez-Ballester et al., 2010;
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Z.Zhang et al., 2004). In contrasto alla letteratura invece risulta il comportamento di SaOAS-TL2 che

in Chlamydomonas non risulta inducibile da carenza di zolfo (Z. Zhang et al., 2004).

3.1.2 O-ACETILSERINA-TIOLO-LIASI

3.1.2.1 Analisi Filogenetica

Lelevata risposta delle OAS-TL alla carenza di solfato potrebbe essere responsabile dell’'aumentata
sintesi di cisteina e dell'aumento transiente di tolleranza al cromo osservato in entrambe i ceppi
durante il recovery dopo un periodo di deprivazione di zolfo (Gorbi et al., 2007; Sardella et al., 2019).

Partendo da questa considerazione, abbiamo approfondito le analisi su questo enzima.

Le sequenze di S. acutus sono state utilizzate per ricercare in banca dati le sequenze omologhe in
vari gruppi algali. Le sequenze ottenute sono state quindi allineate e utilizzate per ricostruire un

albero filogenetico.

In Figura 3.4 & riportato I'albero ottenuto unendo tutti i risultati delle ricerche di omologia, limitata

ai soli organismi algali, delle quattro isoforme di OAS-TL.

Lalbero & composto da due rami separati, nel ramo principale sono raggruppate le sequenze
omologhe a SaOAS-TL1, SaOAS-TL3 e SaOAS-TL4, i cui sub-cluster sono indicati rispettivamente dai
cerchietti giallo, blu, e verde in figura 3.4 mentre il ramo secondario, dove sono presenti un numero
inferiore di sequenze, contiene le sequenze omologhe a SaOAS-TL2 (ramo indicato dal cerchietto
rosso in Figura 3.4). In analisi filogenetiche piu estese comprendenti anche piante superiori (dato
non mostrato), troviamo che la maggioranza delle sequenze di piante superiori appartengono al
ramo principale e mostrano in particolare omologia con OAS-TL4. Questa isoforma sembra quindi

essere quella maggiormente evoluta fra le quattro analizzate.

All'interno delle alghe verdi, sia le Chlorophyceae che le Trebouxiophyceae possiedono quattro
isoforme. Mentre nelle Mamiellophyceae nella nostra analisi siamo riusciti ad isolare soltanto tre
isoforme, che hanno una distribuzione simile, sia per numero che per posizione all’interno

dell’albero, a quella delle sequenze di diatomee. | restanti gruppi algali, come le rhodophytae,
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mostrano un numero minore di isoforme, con solo due forme presenti, una nel ramo principale

(forme 1, 3, 4) e una nel ramo secondario (forma 2).

Chlamydomonas eustigma GAX7536 1.
118961200 snuid ook

Figura 3.4 Albero filogenetico di OAS-TL nei differenti gruppi algali. Il ramo specifico per ognuna delle quattro isoforme di S. acutus é
indicato con un pallino colorato: in rosso OAS-TL2, in giallo OAS-TL1, in blu OAS-TL3 ed i verde OAS-TL4. Colorate in rosso troviamo le
sequneze appartenenti alle Rhodophyte; in giallo le sequenze appartenenti alle Bacillariophyceae; in azzurro le sequenze di
mamiellophyceae; in verde scuro le sequenze di Trebouxiophyceae; in verde chiaro le Chlorophyceae. Albero prodotto con il software
MEGA utilizzando il metodo di clustering Neighbor joining con un valore di bootstrap di 1000, partendo da allineamento di sequenze
omologhe effettuato con I'algoritmo ClustalW. L'albero ottenuto e stato visualizzato con il software iTOL, rooted a midpoint. | valori di
bootstrap sono rappresentati dai pallini azzurri, significativita maggiore del valore corrisponde ad area maggiore del pallino.
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L'analisi estesa, ampliando la ricerca a 1000 sequenze omologhe, ha mostrato per le forme SaOAS-
TL 1, SaOAS-TL3 e SaOAS-TL4 elevata omologia con sequenze algali e di piante superiori, mentre per
SaOAS-TL2 su 1000 sequenze omologhe solo 150 appartenevano a organismi fotosintetizzanti,
mentre le restanti 850 sequenze appartenevano a organismo fungini. Questo dato, unito alla
divergenza netta ottenuta da analisi filogenetica fra OAS-TL2 e le altre isoforme potrebbe avere due
possibili spiegazioni: la prima farebbe ipotizzare che SaOAS-TL2 abbia una localizzazione cellulare
non cloroplastica e che sia quindi la forma citosolica o mitocondriale dell’enzima; la seconda
possibile spiegazione potrebbe invece essere legata ad una funzione differente di OAS-TL2 rispetto

alle altre tre forme di questo enzima.

3.1.2.2 Localizzazione cellulare

Per meglio comprendere il dato filogenetico si & cercato di stimare la localizzazione cellulare delle
differenti forme di OAS-TL di S. acutus, utilizzando gli svariati algoritmi disponibili con questa
funzione. Le localizzazioni cellulari stimate delle differenti OAS-TL di S. acutus sono riportate in
tabella 3.1. E purtroppo immediatamente evidente che non ci sia una univocita nelle localizzazioni
indicate per nessuna delle isoforme considerate. SaOAS-TL 1, SaOAS-TL 3 e SaOAS-TL 4 vengono
localizzate nel mitocondrio o nel cloroplasto a seconda dello strumento utilizzato. Anche in questo
caso OAS-TL 2 si presenta come la piu divergente fra le isoforme, ed & anche la forma che presenta
maggiore variabilita fra le possibili localizzazioni. In OAS-TL2 & anche interessante notare come
nessun programma utilizzato la identifichi come forma cloroplastica, evidenza, per quanto debole,

in linea con le nostre conclusioni dell’analisi filogenetica.

Nel tentativo di ottenere un dato piu chiaro, soprattutto per OAS-TL1, OAS-TL3 e OAS-TL4, abbiamo
effettuato una analisi espansa utilizzando anche le sequenze omologhe di altre alghe verdi (dati non
riportati). Queste analisi non ci hanno tuttavia consentito di ottenere delle indicazioni aggiuntive

rispetto a quelle gia ottenute attraverso I'analisi delle sequenze di S. acutus.

Questi strumenti di analisi bioinformatica, addestrati su sequenze di piante superiori, mostrano
spesso il limite di non identificare correttamente i peptidi di transito presenti nelle proteine algali.

In Arabidopsis thaliana sono presenti 5 forme di questo enzima, 8 se si considerano anche le
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proteine OAS-TL-like riportate da Alvarez e collaboratori (2010), con differenti localizzazioni cellulari
(Kawashima et al., 2005), tuttavia, dato che le sequenze di piante superiori presentano in massima
parte omologia forte con OAS-TL4, e che nessuna delle sequenze di Arabidopsis clusterizza nel
gruppo di appartenenza di SaOAS-TL2, non ci e stato possibile traslare le indicazioni per le

localizzazioni delle proteine di Arabidopsis ai vari enzimi di S. acutus.

Protein
WOLFPSORT | TargetP CELLO Deeploc PredAlgo Prowler Multiloc 2
Mitocondrio /| Membrana Mitocondrio /
OAS-TL1 | Cloroplasto | tilacoidale Cloroplasto | Cloroplasto Mitocondrio | Cloroplasto | Cloroplasto
Pathway Mitocondrio/ | Mitocondrio/
OAS-TL2 | EXTRA Altro Mitocondrio Mitochondrion | secretorio Altro Citosol
Membrana
OAS-TL3 | Cloroplasto tilacoidale Cloroplasto Cloroplasto Mitocondrio Mitocondrio | Cloroplasto
Membrana Mitocondrio/
OAS-TL4 | Mitocondrio | tilacoidale | Cloroplasto | Cloroplasto Cloroplasto | Altro Cloroplasto

Tabella 3.1 Localizzazione cellulare predetta per le differenti forme di OAS-TL di Scenedesmus acutus ottenuta utilizzando algoritmi
presenti su diversi siti di predizione.

Nel tentativo di caratterizzare meglio, in particolare OAS-TL2, e per cercare di ovviare ai limiti
intrinseci di questi algoritmi, abbiamo esteso l'analisi anche alle sequenze di piante superiori
filogeneticamente vicine ad OAS-TL2 (dati non mostrati). Anche in questo caso € stata osservata
grande variabilita nelle indicazioni, sia tra sequenze, sia tra i risultati ottenuti con i differenti algoritmi

utilizzati.

Nell’'organismo modello C. reinhardtii |a sintesi di cisteina sembra limitata al cloroplasto ed & stato
postulato che la presenza in molteplici compartimenti cellulari dell’attivita di sintesi di cisteina che
si registra nelle piante vascolari sia una caratteristica evolutasi successivamente (Giordano &
Prioretti, 2016). In realta, come dimostrato sperimentalmente da Carfagna e colleghi, (Carfagna et
al., 2011), esiste un isoforma citosolica di OAS-TL, in aggiunta alla forma cloroplastica, nell’alga verda

Chlorella sorokiniana.
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Tuttavia, ad oggi, la mancanza di studi approfonditi su un numero di specie ampio non consentono
di fornire una risposta chiara alla localizzazione cellulare delle OAS-TL in alghe e alla evoluzione della

compartimentalizzazione della produzione di cisteina (Giordano & Prioretti, 2016).

3.1.2.3 Analisi Strutturale

Per capire meglio le differenze fra le varie forme di OAS-TL in Scenedesmus acutus abbiamo
effettuato un’analisi strutturale piu dettagliata. Purtroppo, esistono pochi studi su queste proteine
in alghe, quindi non abbiamo trovato nelle banche dati modelli cristallografici da analizzare e I'analisi
si @ quindi inizialmente focalizzata sul modello cristallografico della proteina AtOAS-TL di A. thaliana
(AtOASS) corrispondente alla forma citosolica dell’enzima (codice UniProt: P47998). Le informazioni

ottenute sono state quindi utilizzate per inferire sulle proprieta delle OAS-TL di S. acutus.

Bonner e colleghi hanno effettuato un’analisi cristallografica e biochimica approfondita della
struttura di AtOASS e hanno svolto esperimenti di mutagenesi volti a comprendere quali fossero i
residui determinanti per l'attivita enzimatica. Lenzima attivo si trova in forma di omodimero, il
monomero € composto da due domini strutturali beta/alpha, un pil piccolo dominio N-terminale
(residui 45—150) ed un piu grande dominio C-terminale (residui 3—44 e 151-303) (Bonner et al.,
2005).

Il dominio catalitico delle OAST-TL individuato mediante Prosite (de Castro et al., 2006) & condiviso
con quello delle cistationina beta-sintasi, ed ha la seguente sequenza consenso: K-x-E-x(3,4)-[PAF]-
[STAGC]-x-S-[IVAPM]-K-x-R-x-[STAG]-x(2)-[LIVM]. Questa sequenza consenso & stata ottenuta usando
un ampio spettro di organismi, comprendenti tutti i regni. La lisina del gruppo K-x-R € I'aminoacido
responsabile del legame con il PLP nel sito attivo, cosi come dimostrano lavori su piante superiori

(Bonner et al., 2005) e batteri (Rege et al., 1996).

Questa lisina presente nel sito attivo lega il PLP formando una base di Schiff interna, I'0-acetilserina
scalza il PLP dal legame con la lisina iniziando la prima mezza reazione e producendo un intermedio
di alfa-aminoacrilato legato al PLP. La seconda mezza reazione coinvolge l'aggiunta di solfuro
all'intermedio, generando cosi un'aldimmina esterna con la serina. La lisina del sito attivo reagisce

con questo intermedio, rilasciando cisteina e rigenerando la base di Schiff (Tai & Cook, 2001).
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La lisina catalitica non € l'unico aminoacido responsabile del corretto legame con il PLP. Nella
sequenza di AtOASS formano legami idrogeno diretti con il piridossalfosfato la G181, T182, G183 e

T185. H157 e T185 invece formano legami idrogeno indiretti con il PLP mediati da molecole d’acqua.

Nella sequenza di A. thaliana completano il sito attivo i residui 74-78 (TSGNT) che formano l'altro

lato del sito attivo. Questi sono responsabili della corretta interazione con la molecola di solfuro.

Caratteristica di OAS-TL e anche quella di formare il complesso cisteina sintasi con SAT. In AtOASS
sono stati individuati tre aminoacidi (K217, H221 e K222), facenti parte di un loop altamente
conservato fra due alfa eliche vicine al solco di ingresso del sito attivo. Mutanti portanti mutazioni
puntiformi su tre aminoacidi polari di questo loop: K217A, H221A, e K222A, non hanno mostrato
una riduzione dell’attivita enzimatica di OAS-TL ma sono incapaci di formare un complesso stabile

con AtSAT.

Sovrapponendo la struttura di AtOASS e le strutture predette attraverso Alphafold (Jumper et al.,
2021) delle quattro isoforme di S. acutus (Figura 3.5) si pud notare come OAS-TL2 (Figura 3.5 B) sia

la forma che piu si discosta dalla struttura di A thaliana, mentre quella che piu la ricalca € la forma

OAS-TL4 (Figura 3.5 D). Questo ¢ atteso e ricalca il dato filogenetico.

Figura 3.5: Sovrapposizione fra la struttura cristallografica di AtOASS, in verde, e le predizioni di struttura ottenute con Alphafold di:
SaOAS-TL1 (A), in azzurro; SaOAS-TL2 (B), in viola; SaOAS-TL3 (C), in giallo; SaOAS-TL4 (D), in rosa. In rosso é indicata la molecola di
PLP. Strutture sovrapposte ed immagine realizzata con il programma PyMOL (versione 2.5.4).
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Nella Figura 3.6 sono riportati gli allineamenti parziali delle quattro forme di SaOAS-TL ottenute con
clustal omega (Sievers et al., 2011). Nel riquadro verde € evidenziata la sequenza che forma legami
idrogeno con il piridossalfosfato descritta precedentemente. Questa sequenza, assieme alla
sequenza consenso indicata da un riquadro azzurro, portante la lisina catalitica (freccia blu), e
responsabile della corretta interazione con il PLP. Le differenze che si osservano su OAS-TL2 non
cadono su residui indicati come fondamentali per il corretto legame con il cofattore. Questo

conferma tutte e quattro le forme come enzimi capaci di legare correttamente il piridossalfosfato.

.

Sa0AS-TL2 WSNSRQQQQLPPAVDSVLGAIGNTPLIRIASLSEQ---TGCEIL( KAEFLNPGGSVKDRV 96
Sa0AS-TL1 ELNEDVGVHAHHIAPDATKLIGNTPMVYLNSVTKQGPGCYARVA( KLELMQPCCSVKDRI 101
Sa0AS-TL3 AAAVAAPAKQEGVAADVTALVGNTPMVYLNRVT - - -AGCAAKVA; KLEIMEPCCSVKDRI 116
SaOAS-TL4 GNAAATQAPTLNIAENVTQLIGNTPMVYLNRVT - - -EGTVAKVA/ KLEIMEPCCSVKDRI 96
***u s L B R * ok ok ok K .
Sa0AS-TL2 ALRIYEETLASGQLQPGGL-ITE ;TAGSTC VSLAMVAAAVGCHCFIAMPDDAAVEKAQLL 155
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Sa0AS-TL1 GIGAGFVPKVLDTSLLDEVVKVSSKEAVEMARRLALEEGLLAGISS 322
Sa0AS-TL3 GIGAGFVPGVMDTQLVDEVLQVSSDDAIAMAARLATEEGLFCGISS 337
SaOAS-TL4

GIGAGFVPGVLDTKLIDEVIQVSSDDAVDMARRLATEEGLLTGISS 317

A . . Foeoowow gk o ke Rk * oo ke ko k.

Figura 3.6 Sono riportate in figura le porzioni di interesse di un allineamento fra le quattro isoforme di OAS-TL di S. acutus. Nel riquadro
azzurro é riportata la sequenza consenso del dominio catalitico con indicata con una freccia blu la lisina (K) catalitica. Nel riquadro
arancione é riportata invece la porzione del sito attivo responsabile del legame con la molecola di solfuro. Con le frecce rosse sono
indicati i due residui mutati in SaOAS-TL2. Nel riquadro verde troviamo la porzione del sito attivo responsabile della formazione dei
legami deboli con il PLP. Nel riquadro viola chiaro e indicata invece la sequenza (KPGPHK) che riveste un ruolo importante nella
complessazione con SAT. Con le frecce viola scuro sono indicati i residui (K) e (HK) responsabili per la corretta formazione del legame.

OAS-TL2 mostra tuttavia differenze nella porzione di sito attivo responsabile del legame con il
solfuro, evidenziata dal riquadro arancione. Nel lavoro di Bonner e colleghi (2005) su A. thaliana,
mutazioni su questa breve sequenza conservata, in particolare la mutazione puntiforme della serina
(S) in alanina (A), ha portato ad una riduzione drastica della Kcat per entrambi i substrati di OAS-TL

(OAS e HS). Non ci sono evidenze sperimentali dell’effetto della mutazione dell’asparagina (N) in
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serina, ovvero la differenza che osserviamo su SaOAS-TL2; tuttavia, mutazioni dell’asparagina in

alanina hanno portato ad una riduzione dell’ordine di 10° dell’efficienza cinetica (Km/Kcat).

Indagando pil a fondo I'importanza di questi residui anche in organismi non fotosintetizzanti, in un
articolo del 2004, Fujita e Takegawa hanno studiato I'effetto di mutazioni su due geni potenzialmente
codificanti per cisteina sintasi di Schizosaccharomices pombe, rispettivamente cysla (codice
GeneBank: NP_595332.1) e cys1lb (codice GeneBank: NP_593343.1). La capacita di sintesi di cisteina
e stata testata attraverso esperimenti di inattivazione genica. | mutanti difettivi di cysla per crescere
avevano bisogno di una fonte di cisteina esterna, mentre i mutanti cyslb erano in grado di crescere
anche in terreno privo di cisteina (Fujita & Takegawa, 2004). Questo sembrerebbe indicare che in
Schizosaccharomices pombe cysb1 non abbia capacita di sintesi di cisteina. Nella Figura 3.7 sono
allineante le due sequenze di S. pombe citate assieme alla sequenza OAS-TL2 di Scenedesmus acutus.
Nel riquadro in arancione dell'immagine e evidenziato il sito di legame al solfuro. OAS-TL2 presenta
le stesse differenze amminoacidiche in questo sito che troviamo nella proteina cysbl, ovvero la

forma senza capacita di sintesi di cisteina in S. pombe.

cysla GRTPLIRLNTLSNETGCNILAKAEFQNPGGSVKDRAAYYVVRDAEKKGKLSRG--GTIVE 79

cyslb GNTKMVRIKSLSQATGCDILAKAEFLNPGNSPKDRVALQMIRTAEENGDLVPYQSNAVYE 110

OASTL2 GNTPLIRIASLSEQTGCEILGKAEFLNPGGSVKDRVALRIVEETLASGQLQPG——GLITE 118
¥ d s oedke wdkck. kdok.ockok ok kR kdkok k.. .k R

cysla (3’ TAGNTC IGLAHIARARGYKCVIYMPNTQSQAKIDTLKFLGAEVHPVPVAPFSNPLNYNH 139

cyslb GTAGSTCISIAMLCCSLGYDSRIYMPSDQSKEKSDILELLGAHVQRVTPAPIVDPNHFVN 170

OASTL2 GTAGSTCVSLAMVAAAVGCHCFIAMPDDAAVEKAQLLQALGAEVVRLRPVSITHPEHPVN 178

<kkk ki . ok . - X ¥ k¥ . X o ke K¥X X . . X .

Figura 3.7 Porzione di allineamento fra SaOAS-TL2 e cysla e cyslb di S. pombe. Nel riquadro arancione la porzione del sito attivo
responsabile del legame col la molecola di solfuro durante la reazione.

E possibile quindi, in base a queste considerazioni, supporre che SaOAS-TL2 non sia una cisteina
sintasi. Una risposta alla sua possibile funzione potrebbe trovarsi nel lavoro di Alvarez e colleghi
(Alvarez et al., 2010). In questo lavoro si dimostra sperimentalmente come la proteina OAS-TL-like
citosolica di A. thaliana (codice UniProt: F4K5T2), anch’essa con una differenza nel sito di legame al
solfuro (TSGNT), ovvero una glicina (G) al posto della serina (S), abbia in realta un’attivita L-cisteina

desulfidrasica.

Come detto precedentemente, oltre alla reazione enzimatica di sintesi della cisteina, le OAS-TL

devono avere la capacita di formare un legame con SAT andando a costituire il complesso cisteina
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sintasi. Nel riquadro viola della Figura 3.6 € evidenziato il loop conservato (KPGPHK) indicato come
necessario per la corretta interazione con SAT e quindi della formazione del complesso cisteina
sintasi. SaOAS-TL2 mostra una inserzione di 16 aminoacidi che va ad interrompere questa porzione
di sequenza, che & inoltre mancante dei due residui HK terminali indicati come necessari per la
corretta formazione del legame con SAT. La sequenza di legame con SAT nelle OAS-TL all’interno degli
organismi fotosintetizzanti & altamente conservato, tanto che ha consentito a Salbitani e
collaboratori (Salbitani et al., 2014), di effettuare una purificazione per affinita di OAS-TL dell’alga
verde Chlorella sorokiniana utilizzando la forma citosolica di SAT (AtSAT5) di A. thaliana. La sua
mancanza o alterazione potrebbe quindi indicare una diversa attivita o una diversa capacita di

intervenire nella formazione del complesso CSC.

Le indicazioni ottenute dal confronto con le sequenze di A. thaliana sembrerebbero indicare per
SaOAS-TL2 una diversa capacita di interagire col solfuro e una ridotta capacita di legame con SAT.
Quanto detto potrebbe portare ad ipotizzare per questo enzima o una attivita diversa dalla sintesi di
cisteina o comungue una ridotta capacita di formare il complesso CSC e quindi di intervenire sulla
regolazione della formazione di OAS ed una probabile prevalente attivita come dimero libero. Per
guanto questo potrebbe sicuramente essere un ulteriore indicazione della funzione differente dalla
sintesi di cisteina per SaOAS-TL2, é tuttavia vero che le informazioni ricavate su OAS-TL dalle analisi
condotte su A. thaliana potrebbero perd non bastare per le forme OAS-TL2 presenti in alghe, data la

maggiore omologia di questa isoforma con sequenze di organismi non fotosintetici

Le informazioni ottenute dall’'analisi filogenetica e strutturale sembrano quindi indicare una
localizzazione non cloroplastica per SaOAS-TL2 e potenzialmente anche una funzione L-cisteina
desulfidrasica. La scarsita di studi dettagliati su sequenze OAS-TL di organismi algali ci rendono

impossibile, tuttavia, assegnare con certezza queste caratteristiche a questa proteina.

3.1.2.4 Test Attivita OAS-TL

Per verificare se la deprivazione di zolfo e la presenza di Cr(VI) all'interno del terreno di coltura
avessero un effetto sull’attivita enzimatica di OAS-TL, abbiamo valutato |'attivita di sintesi di cisteina
nei due ceppi di S. acutus in differenti condizioni. Il saggio € stato effettuato su alghe pre-coltivate

per sette giorni in terreno completo (S-sufficient) o in terreno privo di zolfo (S-replete) e
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successivamente rimesse in coltura in terreno standard addizionato con 0, 1 e 2mg/L di Cr(VI). |
campionamenti sono stati effettuati al termine della pre-coltura per i tempi zero, e dopo 24 e 48 ore
dal rinnovo dei nutrienti. L'attivita enzimatica & espressa come umoli di cisteina prodotta per mg di

proteina totale al minuto.

In figura 3.8 & riportato I'effetto della carenza di zolfo e delle differenti concentrazioni di cromo nel
ceppo wild type (figura 3.8 A) e nel ceppo cromo tollerante (figura 3.8 B). In entrambi i ceppi, al
tempo zero, I'attivita di sintesi di cisteina e fortemente indotta nella condizione S-replete rispetto
alla condizione S-sufficient. Lattivita enzimatica si mantiene stabile nella condizione S-sufficient sia
alle 24 che alle 48 ore. Nella condizione S-replete I'attivita cala in modo altamente significativo dopo
24 ore dal ripristino dei nutrienti e il calo continua in modo non significativo alle 48 ore, rimanendo

comunque a livelli significativamente piu alti rispetto a quelli osservati nella condizione S-sufficient.

(A) (B)
Attivita OAS-TL — Ceppo Wt Attivita OAS-TL — Ceppo CrT
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- 8,00E+00 8,00E+00
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S repl wt Cr-1mg/L 8,78E+00 3,40E+00 2,07E+00 —o—S repl Cr-tol Cr-1mg/L 9,27E+00 3,01E+00 2,56E+00
=e=—S repl wt Cr-2mg/L 8,78E+00 2,78E+00 1,86E+00 =e—S5 repl Cr-tol Cr-2mg/L 9,27E+00 3,01E+00 1,98E+00
S suff wt contr 9,26E-01 7,63E-01 5,89E-01 S suff Cr-tol contr 8,39E-01 9,70E-01 1,01E+00
S suff wt Cr-Img/L  9,26E-01 7,22E-01 5,37E-01 S suff Cr-tol Cr-1mg/L  8,39E-01 9,89E-01 1,35E+00
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Figura 3.8: Attivita di sintesi della cisteina nel ceppo Wild Type (A) e cromo tollerante (B), espressa come umoli di cisteina prodotta per
mg di proteine totali al minuto. In azzurro sono rappresentate le colture wild type S-sufficient, In verde le condizioni wild type S-replete,
In marrone le condizioni cromo tollerante S-sufficient. In ocra le condizioni cromo tollerante (S-replete). Nei toni piu chiari dei rispettivi
colori sono riportate le condizioni controllo mentre le colture trattate con 1 mg/L di Cr(VI) e 2 mg/L di Cr(VI) sono rappresentate con
toni progressivamente piti scuri dello stesso colore. La differenza significativa fra le condizioni S-sufficient e S-replete all’interno dello
stesso ceppo é indicata con * (p < 0.05) oppure ** (p < 0.01). La differenza significativa fra i tempi zero e le 24 ore all’interno della
condizione S-replete é indicata con ## (p < 0.01).
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3.1.2.5 Test Attivita L-cisteina desulfidrasica.

Laumentata attivita enzimatica di OASTL osservata dopo deprivazione di zolfo potrebbe essere
imputata all'aumentata espressione di tutte le forme di SaOAS-TL a seguito di deprivazione di zolfo,
ed in particolare all’attivazione di SGaOASTL2 e SaOASTL4. Queste osservazioni potrebbero spiegare
gli alti valori di cisteina osservati nella condizione S-replete in lavori precedenti (Gorbi et al., 2007;
Sardella et al., 2019). Per la produzione di cisteina occorrono, come detto, O-acetil serina (OAS) e
solfuro. Maggiore disponibilita di OAS potrebbero derivare dall’attivazione di SaSAT1 indotta dalla
carenza di solfato, mentre per quanto riguarda la disponibilita di solfuro non abbiamo evidenziato
aumenti significativi di espressione a carico di SaS/R1 e purtroppo non siamo riusciti a produrre dati
a carico dell’espressione di SaSIR3. Tuttavia, dati di letteratura indicherebbero queste due forme
come cloroplastiche e, nel lavoro di Sardella e colleghi (2019), e stato dimostrato come I'attivita
dell’enzima ATP solforilasi (ATS), enzima a monte del pathway di riduzione del solfato, sia inferiore
in entrambi i ceppi nella condizione S-replete rispetto alla condizione S-sufficient al tempo zero. E
quindi difficile immaginare che il solfuro necessario per la produzione delle quantita di cisteina

osservate provenga da questa via metabolica.

La cellula vegetale pero, oltre alla via cloroplastica, dispone di altre possibili vie di produzione del
solfuro nel mitocondrio o nel citosol attraverso la degradazione di cisteine grazie all’azione di cys
desulfidrasi che sono state dimostrate contribuire al mantenimento delllomeostasi di cisteina in
condizioni di stress ambientali in Arabidopsis (Alvarez et al., 2010). Il processo di consumo di cisteina
per produrre solfuro e generare nuova cisteina parrebbe non molto sensato, ma potrebbe innescarsi
durante il periodo di deprivazione di zolfo a valle dell'azione delle proteasi coinvolte nel
riarrangiamento delle proteine cellulari nell’'ottica di economizzare zolfo. L'enzima potrebbe quindi
agire su residui di cisteina provenienti da altre proteine o attingendo a pool di cisteina contenuti nel
glutatione (GSH). Durante il periodo di deprivazione di zolfo infatti sono stati osservate significative
riduzioni di GSH in S. acutus (Gorbi et al., 2007; Sardella et al., 2019) e C. sorokiniana (Carfagna et
al., 2011) e nei livelli di proteine solubili in C. reinhardtii (Takahashi et al., 2001; Z. Zhang et al., 2004).

Vie alternative di produzione del solfuro, oltre a quella di assimilazione riduttiva dello zolfo nel
cloroplasto, sono di estrema importanza per le cellule data |'elevata valenza che questa molecola
riveste come molecola segnale per innescare risposte a vari stress (H. Liu et al., 2021; Q. Zhang et

al., 2020). Per questo motivo abbiamo deciso di analizzare anche I'attivita desulfidrasica.
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3.1.3 Cisteina Desulfidrasi

3.1.3.1 Analisi bioinformatica

La ricerca delle sequenze di Cys desulfidrasi & stata effettuata in banca dati partendo dalle sequenze
dell’organismo modello A. thaliana sulla base delle informazioni sull’attivita L-cisteina desulfidrasica
in differenti piante superiori (Kurmanbayeva et al., 2022; Riemenschneider et al., 2005). In
Arabidopis oltre all'enzima L-Cys desulfidrasi (codice UniProt: F4K5T2) sono presenti due forme
dell’enzima D-cisteina desulfidrasi. La forma DCYD1_ARATH (codice UniProt: F4HYF3), viene descritta
come una D-cisteina desulfidrasi con elevata affinita per la D-cisteina, mentre la seconda isoforma
(DCYD2_ARATH, codice UniProt: A1L4V7) viene descritto come un enzima capace di accettare
entrambi gli enantiomeri della cisteina come substrato. Questi enzimi condividono alcune
caratteristiche con le OAS-TL e sono entrambe appartenenti alla famiglia di enzimi PLP dipendenti e

dati di letteratura riportano una attivita desulfidrasica come attivita collaterale delle OAS-TL stesse.

La ricerca effettuata su database di sequenza algali, usando come query le sequenze DCYD1 e DCYD?2,
conducono a sequenze di D-Cys algali, la sequenza di L-Cys- desulfidrasi (codice UniProt: F4K5T2) ha
restituito in Scenedesmus acutus e negli altri organismi algali solo sequenze di OAS-TL; questo
lascerebbe supporre che nelle alghe I'attivita L-Cys desulfidrasica sia a carico dell’attivita collaterale

delle OAS-TL (Kurmanbayeva et al., 2022).

Nell'immagine 3.9 e riportato una parte del logo di sequenza ottenuto con sequenze omologhe ad
entrambe le sequenze di A. thaliana. Nei riquadri rossi sono evidenziate due differenti porzioni del
sito attivo, responsabili del corretto legame con il PLP. Con una freccia rosso scuro € indicata la lisina
catalitica, con una freccia viola e invece indicata un’asparagina, altro aminoacido importante per il
legame con il cofattore piridossal fosfato. Mentre le forme omologhe alla sequenza DCYD1 di A.
thaliana presentano una asparagina in questa posizione, le forme omologhe a DCYD2 presentano
un’alanina. Nelle piante le isoforme che presentano I'alanina in questa posizione sono catalogate
come forme mitocondriali. Questa mutazione si € rivelata altamente capace di discernere fra le due

forme di questo gene nelle analisi filogenetiche da noi effettuate.
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Figura 3.9 (a.) Logo del sito attivo dell’enzima D-cisteina desulfidrasi ottenuto da sequenze di organismi algali. Nei riquadri rossi sono
indicate due porzioni particolarmente conservate del sito attivo, importanti per il corretto legame con il piridossalfosfato. con una
freccia rosso scuro é indicata la lisina catalitica mentre con una freccia lilla e indicata un’asparagina (aminoacido facente parte del
sito attivo e che contribuisce al legame con il PLP) che in alcune sequenze é mutato in alanina. (b.) Sovrapposizione delle strutture
predette delle due isoforme di A. thaliana. In verde DCYD1 e in giallo DCYD2. (c.) Ingrandimento all’interno del sito attivo. Sono
evidenziati la lisina catalitica (freccia rosso scuro) e I'asparagina/alanina (freccia lilla). In blu troviamo i residui della forma DCYD1, in
arancione quelli della forma DCYD2.

Nell’albero filogenetico riportato in figura 3.10, ottenuto dall’allineamento di una selezione di
sequenze algali, possiamo vedere una separazione netta in due rami, corrispondenti alle due
isoforme di A. thaliana. Un ramo principale, segnato in verde, con le sequenze omologhe a DCYD1
ed un ramo secondario, segnato in giallo, dove invece si trovano le sequenze omologhe a DCYD2.
Non tutti i gruppi algali presentano entrambe le isoforme; in particolare, nelle Chlamydomonadales
e nelle Trebouxiophyceae sono presenti due forme di desulfidrasi, come indicato dalle sequenze che
clusterizzano in entrambe i rami, quindi sia la desulfidrasi che accetta come substrato sia L che D-
cysteina che quella con elevata affinita per D-cysteina. In Scenedesmus acutus cosi come in altre
alghe appartenenti alle Sphaeropleales sembrano apparentemente presenti solo sequenze

omologhe a DCYD1 (forma portante I'asparagina nel sito attivo, ad alta affinita per la D-cisteina).

Nelle Sphaeropleales quindi I'attivita desulfidrasica a carico della L-Cys sarebbe molto probabilmente

lasciata all’attivita collaterale delle OAS-TL.
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Figura 3.10 Albero filogenetico di D-DES nei differenti gruppi algali. Il ramo degli organismi omologhi all’enzima DCYD1 di A. thaliana
(portante I'asparagina nel sito attivo) é indicato da una linea verde a fianco, mentre Il ramo degli organismi omologhi all’enzima
DCYD2 di A. thaliana (portante I'alanina nel sito attivo) é indicato da una linea gialla. Albero prodotto con il software MEGA utilizzando
il metodo di clustering Neighbor joining con un valore di bootstrap di 1000, partendo da allineamento di sequenze omologhe effettuato
con l'algoritmo ClustalW. L'albero ottenuto é stato visualizzato con il software iTOL, rooted a midpoint. | valori di bootstrap sono
rappresentati dai pallini azzurri, significativita maggiore del valore corrisponde ad area maggiore del pallino.

Per capire se l'attivita D-cisteina desulfidrasi fosse la causa della produzione di solfuro necessaria per
la sintesi di cisteina osservata abbiamo disegnato primer sulle sequenze algali di Scenedesmus e
Tetradesmus trovate in banca dati ed abbiamo isolato il gene D-DES su cDNA di S. acutus (sequenza
non ancora sottomessa in banca dati). Sulla sequenza di S. acutus sono stati successivamente
costruiti primer specifici per I'analisi di espressione in PCR multiplex per verificare se ci fosse una

differenza di espressione di D-Cys DES fra i due ceppi oppure una induzione da deprivazione di zolfo.
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3.1.3.2 Espressione genica

Il grafico raffigurante I'espressione percentuale di SaD-DES nei due ceppi, wild type e cromo-
tollerante, coltivati per 24h in terreno standard (+S) o in terreno privo di zolfo (-S), € riportato in
Figura 3.10. Il gene SaD-DES ¢ debolmente espresso in modo costitutivo in entrambi i ceppi. Nel
ceppo cromo tollerante troviamo livelli significativamente superiori rispetto al ceppo wild type. Non

sono state osservate variazioni significative indotte da deprivazione di zolfo.
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Figura 3.11 Espressione di SaD-DES nei due ceppi, wild type (Wt) e cromo tollerante (CrT) di S. acutus, nelle condizioni di coltura in
terreno standard (+S) e privo di zolfo (-S) per 24h. Reazione di PCR con 35 cicli di amplificazione. L'espressione dei geni di interesse
viene indicata come percentuale riferita alla somma della intensita delle bande di amplificazione per il gene di interesse ed il gene di
riferimento (Rbcs) in ciascuna corsia. La differenza significativa fra ceppi all’interno dello stesso terreno (+S e -S) € indicata con # con
p <0.05.

3.1.3.3 Attivita Cisteina Desulfidrasica

Ci siamo inoltre chiesti se la presenza di una desulfidrasi specifica per le D-cisteine e I'assenza di un

gene certo invece per la L-cisteina potesse portare a differenti livelli di attivita fra i due enzimi

Cosi come il saggio per l'attivita di OAS-TL anche il saggio per l'attivita L-desulfidrasica e D-
desulfidrasica & stato effettuato su alghe pre-coltivate per sette giorni in terreno completo o in
terreno privo di zolfo e successivamente rimesse in coltura in terreno standard, addizionato con 0O,
1 e 2 mg/L di Cr(VI). | campionamenti sono stati effettuati al termine della pre-coltura per i tempi
zero, e dopo 24 e 48 ore dal rinnovo dei nutrienti. Lattivita enzimatica & espressa come pmoli di

solfuro prodotto per mg di proteina totale al minuto.
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3.1.3.3.1 Saggio attivita L-Cys desulfidrasica

Sia nel ceppo wild type (figura 3.12 A) che nel ceppo cromo tollerante (Figura 3.12 B), la precoltura
di sette giorni induce un aumento dell’attivita L-cisteina desulfidrasica. | livelli di attivita al tempo
zero sono piu alti nella condizione S-replete, ma non in modo significativo. In seguito al ripristino dei
nutrienti si assiste ad un calo progressivo dell’attivita in entrambi i ceppi e in entrambe le condizioni
di precoltura, fino al ritorno ai livelli basali. Non sono presenti effetti significativi dipendenti dalla

concentrazione di cromo.
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Figura 3.12: Attivita L-cisteina desulfidrasica nel ceppo Wild Type (A) e cromo tollerante (B), espressa come umoli di solfuro prodotto
per mg di proteine totali al minuto. In azzurro sono rappresentate le colture wild type S-sufficient, In verde le condizioni wild type S-
replete, In marrone le condizioni cromo tollerante S-sufficient. In ocra le condizioni cromo tollerante (S-replete). Nei toni piu chiari dei
rispettivi colori sono riportate le condizioni controllo mentre le colture trattate con 1 mg/L di Cr(VI) e 2 mg/L di Cr(VI) sono
rappresentate con toni progressivamente pit scuri dello stesso colore.

| valori elevati riscontrati nelle cellule S-sufficient al tempo zero potrebbero essere imputati al

parziale esaurimento dei nutrienti al termine della precoltura di sette giorni.

3.1.3.3.2 Saggio attivita D-Cys desulfidrasica

| differenti livelli di espressione fra ceppi osservati a carico del gene SaD-DES ci hanno indotto a

chiederci se una maggiore attivita D-cisteina desulfidrasica nel ceppo cromo tollerante potesse
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essere parte di una regolazione differente dell’'omeostasi della D-cisteina nel ceppo cromo tollerante

rispetto al wild type.

Nella Figura 3.13 é riportato il grafico che mostra i livelli di attivita D-cisteina desulfidrasica nelle
differenti condizioni testate nel ceppo wild type (figura 3.13 A) e nel ceppo cromo tollerante (figura
3.13 B). |l risultato dell'analisi ricalca molto da vicino quello gia visto per l'attivita L-cisteina
desulfidrasica. Infatti, anche in questo caso abbiamo un aumento dei livelli dell’attivita dato dalla
precoltura. Lattivita D-cisteina desulfidrasica e significativamente maggiore al tempo zero nelle
condizioni S-replete rispetto alle condizioni S-sufficient per entrambi i ceppi. Lattivita si riduce

progressivamente verso i livelli basali alle 48 ore dal ripristino dei nutrienti.
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Figura 3.13: Attivita D-cisteina desulfidrasica nel ceppo Wild Type (A) e cromo tollerante (B), espressa come umoli di solfuro prodotto
per mg di proteine totali al minuto. In azzurro sono rappresentate le colture wild type S-sufficient, In verde le condizioni wild type S-
replete, In marrone le condizioni cromo tollerante S-sufficient. In ocra le condizioni cromo tollerante (S-replete). Nei toni pit chiari dei
rispettivi colori sono riportate le condizioni controllo mentre le colture trattate con 1 mg/L di Cr(VI) e 2 mg/L di Cr(VI) sono
rappresentate con toni progressivamente pit scuri dello stesso colore. La differenza significativa fra le condizioni S-sufficient e S-replete
all’interno dello stesso ceppo é indicata con * (p < 0.05)

3.1.3.3.3 Comparazione fra I'attivita L-cisteina desulfidrasica e I'attivita D-cisteina desulfidrasica

| grafici rappresentati in Figura 3.14 comparano l'attivita L-Cys e D-Cys desulfidrasiche osservate. Al
termine della precoltura in terreno +S entrambe i ceppi mostrano una attivita D-Cys desulfidrasica
maggiore rispetto a quella L-Cys desulfidrasica. Questa differenza risulta significativa nel ceppo Cr-
tollerante (27,15 + 6,37 contro 18,84 + 4,53 umoli mg™* prot min) (figura 3.14 B) ma non nel ceppo

wild type (30,31 + 5,19 contro 22,76 + 4 umoli mg?! prot min) (figura 3.14 A). Al termine della
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coltura in terreno privo di zolfo le differenze fra I'attivita dei due enzimi si accentuano, diventando
significativa nel ceppo wild type (36,82 + 1,17 contro 26,98 + 4,45 umoli mg™ prot min!) (figura. 3.14
C) e altamente significativa nel ceppo cromo tollerante (37,31 + 3,94 contro 25,59 * 4,98 umoli mg’
! prot min?) (figura 3.14 D). Dopo il ripristino dei nutrienti le attivita di entrambi gli enzimi si
abbassano e le differenze fra loro non risultano piu significative. Lattivita dell’enzima non pare

influenzata dalla presenza del cromo quanto dalla disponibilita di zolfo.
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Figura 3.14: Comparazione dell’attivita L-cisteina desulfidrasica e I'attivita D-cisteina desulfidrasica nel ceppo wild type S sufficient (A),
cromo tollerante S sufficient (B), wild type S replete (C), e cromo tollerante S replete (D). Lattivita & espressa come umoli di solfuro
prodotto per mg di proteine totali al minuto. In viola é riportata l'attivita D-cisteina desulfidrasica, in grigio I'attivita L-cisteina
desulfidrasica. Nei toni pit chiari dei rispettivi colori sono riportate le condizioni controllo mentre le colture trattate con 1 mg/L di
Cr(VI) e 2 mg/L di Cr(VI) sono rappresentate con toni progressivamente pit scuri dello stesso colore. La differenza significativa fra
dell’attivita L-cisteina desulfidrasica e I'attivita D-cisteina desulfidrasica é indicata con * (p < 0.05) oppure ** (p < 0.01)

Nonostante la maggior espressione di SaD-DES nel ceppo cromo tollerante, non abbiamo riscontrato
significative differenze nella attivita dell’enzima fra ceppi, questa apparente discrepanza potrebbe
essere data dal fatto che I'analisi di espressione e di attivita sono state analizzate a tempi differenti.
L'analisi di espressione e stata infatti condotta dopo 24h di deprivazione di zolfo mentre I'attivita e
stata valutata dopo 7 giorni di precoltura ed in queste condizioni I'attivita dell’enzima aumenta anche
nelle alghe coltivate in presenza di zolfo, quando cioe I'elevata densita algale di una coltura che ha

ormai raggiunto il plateau porta presumibilmente ad una limitazione nella disponibilita dei nutrienti.
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L'attivita desulfidrasica sembra quindi maggiormente elevata a carico del substrato D-cys per la quale
nelle Sphaeropleales e presente I'enzima specifico, mentre I'attivita L-desulfidrasica potrebbe essere
solo a carico dell’attivita collaterale delle OAS-TL. Le caratteristiche di OASTL2: mutazioni significative
sia nel sito di legame al solfuro sia nel sito della formazione di legame con SAT, in parte simili a DES1
di A. thaliana (codice UniProt: FAK5T2), la sua bassa espressione e la sua induzione in condizioni =S,
potrebbero far pensare che la principale attivita di questa forma sia I'attivita desulfidrasica. Questo
potrebbe essere in accordo con la sua presunta collocazione mitocondriale, data la grande omologia
con OAS-TL di organismi non fotosintetizzanti, compartimento dove avviene prevalentemente la
degradazione degli aminoacidi solforati e dove nelle piante superiori, a fronte di una attivita di SAT
dell’80%, si riscontra solo un 10% di attivita di OAS-TL, rispetto al 45% di attivita riscontrata nel

cloroplasto e nel citosol (Hell & Wirtz, 2008).

La maggiore attivita della D-cys desulfidrasi, e la maggior espressione costitutiva di questo enzima
nel ceppo cromo tollerante, aprono una interessante prospettiva di indagine, dato che la presenza
di un enzima di questo tipo implica la presenza all'interno della cellula di un pool di D-aminoacidi. |
D-aminoacidi sono stati per lungo tempo considerati tossici per gli organismi viventi e si riteneva
fossero assorbiti solo dall’'ambiente. La questione & ancora poco studiata e non completamente
chiarita, ma alcuni studi inducono a ipotizzare che le piante possano produrre D-aminoacidi a partire
dagli enantiomeri L attraverso reazioni di racemizzazione, deaminazione e transaminazione
(Kolukisaoglu & Suarez, 2017). Questi D-aminoacidi hanno una importante funzione strutturale nella
produzione della parete dei cianobatteri, &€ quindi ipotizzabile che la loro via di sintesi sia rimasta

all'interno delle cellule vegetali.

L'abbondanza di dati che indicano la presenza di D-aminoacidi fa comunque ipotizzare che questi
enantiomeri non siano solo accidentalmente assorbiti dall'ambiente ma che abbiano un ruolo nei
processi fisiologici delle piante. Una possibilita & che questi aminoacidi possano servire come riserva
di azoto (Moe, 2013; Vranova et al., 2012). A tal proposito, un accumulo di D-cisteina potrebbe anche
costituire una riserva di zolfo accumulata dalle cellule in condizioni di abbondante disponibilita di
guesto nutriente per far fronte a momenti di deprivazione. Inoltre, & stato ipotizzato un legame fra
i D-aminoacidi e le specie reattive dello zolfo (RSS) nella risposta delle piante agli stress ambientali
(Yamasaki et al., 2019). 'aumento dell’attivita D-cys desulfidrasica con conseguente aumento di
produzione di solfuro e stato in effetti osservato in risposta a stress da siccita (Jin et al., 2011; Scuffi

et al., 2014), nella modulazione della produzione di ROS durante la maturazione dei frutti di
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pomodoro (Zhao et al.,, 2023) e nella mitigazione dello stress da cadmio (S. Ali et al., 2013).
Laumento del solfuro all'interno della cellula potrebbe essere implicato in due modi nella risposta
allo stress: 1) svolgendo un ruolo primario come mediatore del segnale (Gotor et al., 2015; He et al.,
2018), 2) rendendo disponibile uno dei substrati per la sintesi di cisteina, non piu ottenibile dalla
normale via di riduzione cloroplastica in caso di limitato ingresso di solfato, e conseguente aumento

di produzione di GSH.

Dato che solo I'enantiomero L-cisteina svolge una funzione di regolazione a feedback negativo sul
pathway di assimilazione del solfato, come indicato dal lavoro di Bolchi e collaboratori in mais (Bolchi
et al., 1999), la conversione nel D-enantiomero potrebbe costituire una strategia per rimuovere uno
dei prodotti del pathway ed impedirgli di intervenire sulla regolazione a feedback. Questo potrebbe
spiegare: il grande aumento di cisteina osservato nel ceppo Cr-tollerante durante il recovery dopo 7
giorni di deprivazione di zolfo (Gorbi et al., 2007; Sardella et al.,, 2019), senza il conseguente
silenziamento a feedback del pathway di assimilazione del solfato; e le ipotesi degli autori secondo
cui i due ceppi avrebbero una diversa sensibilita ai livelli intracellulari di zolfo con conseguente
alterata regolazione a feedback negativo del pathway. Una maggiore riserva di zolfo di questo tipo
potrebbe essere collegata alla maggiore prontezza di risposta e alla diversa capacita di

detossificazione del Cr(VI) del ceppo tollerante.

Nei lavori citati tuttavia i livelli di cisteina osservati erano misurati come cisteina libera totale,
ulteriori indagini a carico della quantita relativa dei due enantiomeri sarebbero necessarie per
chiarire se la capacita di convertire la L-cisteina nell’enantiomero possa avere un ruolo nell’accumulo

di zolfo e nella diversa tolleranza dei due ceppi di S. acutus.
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3.2 Seconda Parte

In questa seconda parte del lavoro mi sono occupato di recuperare, identificare e analizzare
campioni algali da fonti d’acqua contaminate da cromo. Il luogo di campionamento e stato
individuato presso una sorgente sul monte Prinzera, rilievo ofiolitico situato nell’appennino
parmense. In questa localita sono stati effettuati diversi studi da gruppi di ricerca del nostro
Dipartimento, interessati all’aspetto geologico e biologico di questo monte metallifero. La sorgente
prescelta per il campionamento € monitorata da anni da colleghi geologi e mostra livelli di Cr(VI)
variabili nel corso dell'anno e dipendenti dalla portata del flusso d’acqua, comunque mediamente
superiori (12 pg/L) ai limiti consentiti per legge (50ug/L per il cromo totale e 5ug/L per il cromo
esavalente) (Segadelli et al., 2017; Volpe, 2021). Date le limitazioni alla mobilita imposte dalla
emergenza COVID 19 fino ad aprile 2021 e la scarsa piovosita dell’inverno-primavera 2020-2021 non
Ci era stato possibile effettuare il campionamento all’inizio del primo anno di dottorato come era in

programma; quindi, tutta la seguente attivita & stata possibile dal secondo anno in poi.

| campionamenti di acqua alla sorgente sono stati effettuati nel periodo marzo-aprile 2022. Le prime
analisi sono state effettuate sui parametri dell’acqua e sulla sua potenziale tossicita per gli organismi
acquatici (Oecd Guideline N° 201, 2006), parallelamente si & proceduto all’isolamento di popolazioni
pure degli organismi rinvenuti a livello della scaturigine della sorgente (campione comprendente
acqua e suolo), sui quali effettuare I'identificazione con metodi molecolari e le successive analisi di

tolleranza al cromo.

3.2.1 Test ecotossicologico

Lacqua prelevata dalle sorgenti del monte Prinzera & stata analizzata per misurarne i parametri
chimico- fisici prima di utilizzarla per preparare il terreno di coltura ed effettuare i test di ecotossicita

secondo il protocollo standard OECD 201 (Oecd Guideline N° 201, 2006).

Come riportato in tabella 3.2 I'acqua della sorgente ha un pH di 7,8 e una conducibilita elettrica
molto elevata di 432uS. La concentrazione di cromo nell’acqua alla data del prelievo era di 11,2 pg/L,
guest’ultimo dato e stato ricavato da analisi effettuata su campionamento alla stessa data effettuata

dai colleghi geologi (Volpe, 2021).
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Acqua Acqua Sorgente
controllo Prinzera
Conducibilita (uS) 5,4 432
pH 7,5 7,8
Concentrazioni Cr(VI) (ug/L) |/ 11,2

Tabella 3.2 Parametri chimico/fisici (pH, conducibilita e concentrazione di cromato) nelle acque della Sorgente del monte Prinzera,
dell’acqua utilizzata per i controlli.

Il saggio ecotossicologico e stato quindi effettuato secondo il protocollo standard OECD 201 (Oecd
Guideline N° 201, 2006), diluendo i sali del terreno con l'acqua della sorgente del Prinzera e
confrontando la crescita algale di Pseudokirchneriella subcapitata (attualmente rinominata
Raphidocelis subcapitata) nel terreno cosi preparato con la crescita algale delle colture controllo,
coltivate in terreno preparato diluendo i sali in acqua distillata. | parametri chimico-fisici dei terreni

di coltura dei controlli (C) e dei campioni preparati con I'acqua della sorgente (P) sono riportati in

tabella 3.3
Terreno Terreno Sorgente
Controllo Prinzera
Conducibilita (uS) 72 520
pH 8,03 8,52
Concentrazioni Cr(VI) (pg/L) |/ 11,2

Tabella 3.3 Parametri chimico/fisici (pH, conducibilita e concentrazione di cromato) nei terreni di coltura dei controlli (C) e dei
campioni preparati con I'acqua della sorgente (P)

L'andamento della biomassa € stato monitorato per 72h e al termine dell’esperimento & stato

verificato che fossero mantenute le condizioni di validita del saggio, ovvero:
1) variazioni del pH dei controlli tra inizio e fine coltura non eccedente le 1,5 unita
2) aumento di almeno 16 volte della biomassa dei controlli

3) coefficiente medio di variazione dei tassi specifici di crescita (CV%) per ogni giorno del test <35%
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| risultati del test, riportati in figura 3.15, mostrano come I'acqua della sorgente del monte Prinzera
abbia un effetto significativamente inibente (p<0,05) sulla crescita algale sin dall’inizio della coltura,

attestandosi ad un tasso di inibizione medio del 17,829%. alle 72h.

Andamento lineare della biomassa algale nel tempo
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Figure 3.15 Andamento lineare della biomassa algale per entrambi i campioni alle 72 ore. La significativita (p < 0,05) della differenza
fra i controlli e i campioni Sorgente Prinzera calcolata con t-student e indicata con *

La significativa riduzione della crescita alle 72 ore conferma la capacita inibitoria dell’acqua della
sorgente del monte Prinzera e indica che la stazione scelta per il campionamento rappresenta un
luogo di possibile insorgenza di risposta adattativa allo stress ambientale per gli organismi che lo

popolano.

L'agente di stress potrebbe essere la presenza non elevatissima ma costante di Cr(VI), anche se non
e possibile escludere che l'elevata concentrazione elettrolitica registrata sia essa stessa fonte di

stress.
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3.2.2 Isolamento dei ceppi algali

| campioni di acqua prelevati dalla sorgente sono stati piastrati su terreno solido e da queste piastre
iniziali le colonie che via via si sviluppavano sono state isolate e poste su piastre master. Le colonie
che si sono sviluppate pil precocemente (individuate dai numeri 1-30) mostravano una maggiore
eterogeneita, mentre quelle sviluppatesi piu tardivamente si sono dimostrate appartenere

essenzialmente a due specie probabilmente con capacita di crescita piu lenta.

Delle 61 colonie ottenute 27 erano di specie algali, mentre le restanti sono risultate batteriche ed in
casi sporadici cianobatteriche. Ad un primo esame al microscopio alcune colonie sono risultate
composte di organismi appartenenti a taxa differenti e sono state quindi ripiastrate per selezionare
colonie pure. In questo primo step di selezione sono state osservate diverse diatomee pennate che

sono state pero purtroppo in gran parte perse durante il processo di selezione.

Le specie algali cresciute sulle piastre master sono state osservate al microscopio ottico durante la
fase di selezione. Nella figura 3.16 sono raffigurate alcune delle specie algali (identificate col numero
della colonia sulle piastre master) che presentavano caratteristiche morfologiche abbastanza

diversificate da essere considerate specie differenti.

Molte delle specie isolate sul monte Prinzera presentano una dimensione inferiori ai 20 um, (alcune
anche al di sotto dei 5 um) e dettagli che sarebbero fondamentali per la loro caratterizzazione non
sono visibili al microscopio ottico. Questo ha limitato seriamente la nostra capacita di identificare
correttamente le specie, considerando anche variazioni morfologiche dovute a differenti stadi
vegetativi o condizioni ambientali che influenzano dimensioni e colorazione. Infine, la tassonomia,
in particolare delle alghe, € un campo in rapida evoluzione grazie ai progressi nelle tecniche
molecolari, risultando in frequenti cambi di nome delle specie e richiedendo aggiornamenti continui
delle chiavi dicotomiche per mantenerne I'accuratezza. Per I'identificazione delle varie specie si &

quindi deciso di ricorrere a tecniche molecolari.
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Figura 3.16: (3) Bracteacoccus polaris ;(4) Neocystis brevis; (9) Vischeria sp.; (14) Sellaphora minima; (39) Pseudopleurococcus printzii
cresciuto in terreno liquido (39 a) e su terreno solido (39 b); (45) Chromochloris zofingiensis, immagine al microscopio (45 a), foto da
piastra di colonie mature con colorazione rosso/arancio.
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3.2.3 DNA barcoding e sequenziamento

Per poter quindi identificare in modo preciso le specie isolate, abbiamo utilizzato la tecnica del DNA
barcoding, applicando differenti marcatori. Le sequenze ottenute sono state inviate in banca dati e

successivamente allineate con le sequenze omologhe per ottenere gli alberi filogenetici.

Fra i marcatori utilizzati TufA si € dimostrato quello in grado di poter discriminare un numero
maggiore di specie algali, i risultati ottenuti con TufA sono stati confermati con altri marcatori come
ITS o SSU. Per I'identificazione delle diatomee sono stati invece utilizzati i marcatori rbcl e Cox1. Di
seguito sono riportati i tre alberi filogenetici ottenuti con i marcatori TufA (figura 3.17), ITS (figura
3.18), Rbcl (figura 3.19) e Cox1 (figura 3.20), in versione semplificata per questioni di chiarezza

espositiva.
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Figure 3.17: Albero filogenetico per il marcatore TufA. Costruito da un campione di sequenze omologhe prodotte dalle ricerche per
omologia delle sequenze delle differenti specie analizzate. In verde sono evidenziate le sequenze di Chromocloris zoofingensis; in giallo
sono evidenziate le sequenze del genere Bracteacoccus; in blu le sequenze di Neocystis brevis; in viola le sequenze del genere
Eustigmatos (sinonimo di Vischeria) e in rosso le sequenz di Pseudopleurococcus printzii. Albero prodotto con il software MEGA
utilizzando il metodo di clustering Neighbor Joining con un valore di bootstrap di 1000, partendo da allineamento di sequenze
omologhe effettuato con I'algoritmo ClustalW. L'albero ottenuto é stato visualizzato con il software iTOL, rooted a midpoint. | valori di
bootstrap sono rappresentati dai pallini azzurri, significativita maggiore del valore corrisponde ad area maggiore del pallino.
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Figure 3.18 Albero filogenetico per il marcatore ITS. Costruito da un campione di sequenze omologhe prodotte dalle ricerche per
omologia delle sequenze delle differenti specie analizzate. In viola sono evidenziate le sequenze del genere Vischeria (sinonimo di
Eustigmatos), in blu le sequenze di Neocystis brevis; in verde sono evidenziate le sequenze di Pseudococcomyxa simplex. Albero
prodotto con il software MEGA utilizzando il metodo di clustering Neighbor Joining con un valore di bootstrap di 1000, partendo da
allineamento di sequenze omologhe effettuato con I'algoritmo ClustalW. L'albero ottenuto é stato visualizzato con il software iTOL,
rooted a midpoint. I valori di bootstrap sono rappresentati dai pallini azzurri, significativita maggiore del valore corrisponde ad area

maggiore del pallino.
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Figure 3.19 Albero filogenetico per il marcatore Rbcl. Costruito da un campione di sequenze omologhe prodotte dalle ricerche per
omologia della sequenza della colonia 14. In marroncino chiaro sono evidenziate le sequenze di Sellaphora minima (sinonimo di
Eolimna minima). Albero prodotto con il software MEGA utilizzando il metodo di clustering Neighbor Joining con un valore di bootstrap
di 1000, partendo da allineamento di sequenze omologhe effettuato con I'algoritmo ClustalW. L'albero ottenuto e stato visualizzato
con il software iTOL, rooted a midpoint. | valori di bootstrap sono rappresentati dai pallini azzurri, significativita maggiore del valore
corrisponde ad area maggiore del pallino.

Tree scale: 0.01 ———

Sellaphora.cf.minima EF164929.1
B { | Colonia 14
! Colonia 20
_| Sellaphora.seminulum KC736653.1
Sellaphora.cf.seminula EF164956.1
[ - - Sellaphora.laevissima AB971666.1
1 sellaphora.laevissima EF164931.1
r - Sellaphora.blackfordensis FJ042934.1
[ L sellaphora.blackfordensis FJ042929.1
| | Sellaphora.capitata F3042904.1
lsellaphora.capitata EF164947.2

Sellaphora.lanceolata EF164953.1
—L Sellaphora.obesa HQ317090.1

Sellaphora.bacillum EF164941.2
Sellaphora.pupula HQ317108.1
[ Sellaphora.pausariae MK210624.1
1 Sellaphora.pausariae MK210626.1
L Sellaphora.marvanii AB617704.1

I Sellaphora.pupula HQ317105.1
1 Sellaphora.pupula KC911837.1
Sellaphora.auldreekie KC911819.1
Sellaphora.auldreekie KC911818.1
Sellaphora.auldreekie EF164932.1

Figura 3.20 Albero filogenetico per il marcatore Cox1. Costruito da un campione di sequenze omologhe prodotte dalle ricerche per
omologia delle sequenze delle colonia 14 e 20. In marroncino chiaro sono evidenziate le sequenze di Sellaphora minima (sinonimo di
Eolimna minima). Albero prodotto con il software MEGA utilizzando il metodo di clustering Neighbor Joining con un valore di bootstrap
di 1000, partendo da allineamento di sequenze omologhe effettuato con I'algoritmo ClustalW. L'albero ottenuto e stato visualizzato
con il software iTOL, rooted a midpoint. | valori di bootstrap sono rappresentati dai pallini azzurri, significativitd maggiore del valore
corrisponde ad area maggiore del pallino.
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Nella tabella 3.4 sono riassunti i risultati ottenuti per I'analisi tramite DNA barcoding. Come detto,
TufA é stato il marcatore che ci ha permesso una discriminazione piu ad ampio spettro. ITS e SSU

sono stati utilizzati spesso come complementari a TufA per avere una conferma del risultato. Per

I'analisi delle diatomee, fra i marcatori utilizzati, Rbcl e Cox1 si sono dimostrati i migliori.

Colonia Marker per DNA Barcoding | Identita Ordine

0 TufA, ITS Vischeria sp. 1 Eustigmatales

3 TufA, SSU Bracteacoccus polaris Sphaeropleales

4 TufA, ITS Neocystis brevis Sphaeropleales

5 TufA, SSU Bracteacoccus sp. Sphaeropleales

8 SSu, ITS Pseudococcomixa Cholorellales
simplex

9 TufA, ITS Vischeria sp. 2 Eustigmatales

14, 20 Rbcl, Cox1 Sellaphora minima Naviculales

31, 33, 34, 35, 37, | TufA Pseudopleurococcus Ulvales

39-44, 46-50 printzii

36, 38, 45 TufA, SSU Chromochloris Sphaeropleales
zofingiensis

Tabella 3.4: Nella tabella sono riportate tutte le colonie identificate, i marker usati per il DNA Barcoding, I'identita trovata e I'ordine di
appartenenza per ogni specie identificata.

Le specie algali trovate appartengono per la maggior parte al phylum Chlorophyta (66%), mentre il
33% appartengono al Heterokontophyta. Sicuramente il secondo phylum é sottorappresentato dal
momento che una grossa parte delle diatomee € stata persa durante la selezione. Il nostro obbiettivo
non era tuttavia misurare la biodiversita dell’'ecosistema campionato ma trovare in questo organismi

adattati allo stress da cromo.

Le alghe appartenenti alle colonie 38 e 45 sono state entrambe identificate come appartenenti alla
specie Chromochloris zofingensis attraverso analisi genetica. La colonia 36 invece & stata identificata
attraverso una comparazione delle caratteristiche morfologiche sia micro che macroscopiche con le
altre due colonie identificate. | marker utilizzati per I'identificazione sono stati TufA e SSU, entrambi

hanno mostrato un buon livello di discriminazione nell’individuazione di questa specie.
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Chromochloris zofingiensis (Dénz) Fucikova & L.A.lewis 2012 e un'alga verde unicellulare che
appartiene all’'ordine delle Sphaeropleales. Le cellule giovani contengono singolo nucleo e singolo
cloroplasto parietale, tonda od ovale, e sono molto simili ad altre alghe coccoidi come Bracteacoccus
e Chlorella. Le cellule mature contengono multipli cloroplasti parietali e sono polinucleate. Inoltre,
nelle cellule mature abbiamo un aumento della quantita di carotenoidi (3.16 45, b), oltre che un
aumento di dimensioni. | cloroplasti mancano di un pirenoide. La riproduzione avviene tramite

autospore. Non presenta flagelli o ciclia (Fucikova & Lewis, 2012).

Le alghe appartenenti alla colonia 3 sono state identificate nella specie Bracteacoccus polaris. Per
analogia morfologica abbiamo identificato anche la colonia 5 come appartenente allo stesso genere,
pur non arrivando, mancando i dati genetici e considerando le difficolta intrinseche presenti
nell’analisi morfologica delle alghe coccoidi, a considerarli con certezza come appartenete alla stessa

specie.

Il genere Bracteacoccus, appartenente all'ordine delle Sphaeropleales, comprende alghe verdi
coccoidi di dimensioni variabili da 4 a 110 um hanno forma sferica o leggermente ellittica, e possono
formare aggregati. Polinucleata e con multipli cloroplasti nella sua forma matura, si riproduce sia
attraverso aplanospore che zoospore biflagellate. Non ci sono osservazioni di una riproduzione
sessuata. Nella forma vegetativa queste alghe mostrano una spessa parete cellulare. Nelle cellule

mature si ha presenza di pigmenti arancioni (Fucikova et al., 2013).

Bracteacoccus ¢ adattabile a un'ampia gamma di condizioni ambientali e puo essere trovato sia in
ambienti acquatici dolci che terrestri. Compresi ambienti fortemente inquinati (Allaguvatova et al.,

2022; Patova & Dorokhova, 2008).

Le alghe appartenenti alla colonia 4 sono state identificate come appartenenti alla specie Neocystis
brevis. Per quest’alga sono stati utilizzati i marcatori ITS e TufA. L'analisi genetica di questa specie &
stata particolarmente coerente con diversi marcatori e siamo arrivati ad individuare il genere anche

con marker meno discriminanti per il mondo algale come SSU (dato non mostrato).

Secondo Algaebase (https://www.algaebase.org), il sito di riferimento per la tassonomia algale, il

genere Neocystis appartiene all’'ordine delle Sphaeropleales, tuttavia la sua collocazione appare
controversa, infatti un lavoro recente (Gaysina et al.,, 2021) colloca (o ri-colloca) questo genere
all'interno delle Trebouxiophyceae. Anche le nostre osservazioni sembrerebbero concordare con

guesta classificazione. Queste alghe sono tipicamente unicellulari e si presentano con forma ellittica.
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Hanno dimensioni relativamente piccole, con lunghezza inferiore ai 10 pm. E un genere presente in
un ampio spettro di ambienti terrestri, inclusi habitat estremi. Queste alghe, quando cresciute su
terreno solido, producono una sostanza mucillaginosa che ricopre le colonie (Allaguvatova et al.,

2022; Gaysina et al., 2021).

Le alghe appartenenti alle colonie 0 e 9 sono state identificate come appartenenti al genere
Vischeria. Uidentificazione & avvenuta utilizzando i marcatori tufA e ITS, come mostrato negli alberi
riportati nella figura 3.17 e nella figura 3.18. Pur appartenendo allo stesso genere, la loro
localizzazione filogenetica le distingue potenzialmente come due specie differenti, sono quindi state

rinominate come Vischeria sp1 e Vischeria sp2.

Il genere Vischeria appartiene all'ordine delle Eustigmatales ed e caratterizzato da alghe piccole
(attorno ai dieci um), ma alcune specie mostrano anche cellule di dimensioni maggiori. Questo
genere possiede solitamente un singolo cloroplasto giallo verde che presenta solitamente un

pirenoide. Formano autospore, solitamente dalle 2 alle 4 per cellula (Temraleeva & Portnaya, 2023).

Le alghe appartenenti alla colonia 8 sono state identificate come appartenenti alla specie
Pseudococcomyxa simplex. Questa € I'unica alga verde fra quelle da noi utilizzate dove il marcatore

TufA non si & dimostrato efficace. Sono stati utilizzati in questo caso quindi i marcatori SSU e ITS.

Pseudococcomyxa simplex (Mainx) Fott 1981, appartenente all’ordine delle Chlorellales. Presente in
differenti ambienti estremi come costa antartiche e terreni limitrofi a fumarole vulcaniche.
Comprende alghe verdi unicellulari mononucleate attorno ai 7-12 um di lunghezza, di forma
ellissoidale o piriformi. La riproduzione avviene attraverso produzione di 2-8 autospore. Le cellule
sono caratterizzate da un singolo cloroplasto parietale senza pirenoide che va a ricoprire quasi

interamente la parete cellulare (Broady, 1987).

Le diatomee delle colonie 14 e 20 sono state entrambe identificate come Sellaphora minima. Questa

identificazione e avvenuta sfruttando i marcatori Rbcl e Cox1.

Sellaphora minima (Grunow) 1990 & una diatomea appartenente all'ordine delle Naviculales. Il
frustolo ha forma differente a seconda del lato osservato. La faccia valvare presenta forma ellittica
con estremita arrotondate con rafe dritto e sottile lungo |la parte assiale. La faccia connettiva mostra
invece forma rettangolare con angoli leggermente arrotondati. Presenta due cloroplasti di colore

giallo/bruno e che appaiono dalla faccia valvare come due nastri parietali che corrono lungo il lato
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lungo della cellula. La lunghezza di questa cellula varia molto passando da alghe di dimensione

inferiore ai 5 um ad alghe lunghe piu di 15 um (Granetti, 1968).

Le rimanenti colonie appartenenti alle alghe verdi, che mostravano tutte una forte omologia
morfologica, sono state tutte identificate come appartenenti alla specie Pseudopleurococcus printzii

attraverso I’analisi della colonia 39 con il marcatore TufA.

Pseudopleurococcus printzii (Vischer) 1933 € un'alga verde appartenente all’ordine delle Ulvales.
Quest’alga tende a formare aggregati, ad assumere forma allungata/cilindrica in coltura solida (figura
3.16 39, b), In coltura liquida invece mostra una tendenza a rigonfiarsi (figura 3.16 39, a). Le prime
cellule che tendono a cambiare forma sono quelle poste ai bordi. Nella forma allungata il cloroplasto
parietale e solitamente confinato al centro della cellula dando ai filamenti che vengono a formarsi
un aspetto bandeggiato. Pseudopleurococcus printzii presenta una parete cellulare molto spessa e

un solo cloroplasto che puo variare in forma e dimensioni (Johnson & John, 1990).

In siti contaminati collegati a miniere abbandonate di zinco e rame in Polonia le Chlorophyte (42-
55%) costituiscono il gruppo algale piu rappresentato, seguito dai cianobatteri e dalle
Heterokontophyte (13-21%). Fra le Heterokontophyte trovate sono presenti anche specie
appartenenti al genere Eustigmatos (sinonimo di Vischeria) (Trzciniska & Pawlik-Skowroriska, 2008).
Dall’analisi delle specie algali su terreni contaminati da metalli pesanti (in particolare nikel e rame)
nella tundra artica, sono state trovate differenti specie isolate nei nostri rilevamenti sul monte
prinzera, per esempio: Neocystis brevis, Bracteacoccus e Pseudococcomyxa simplex! (Redkina &
Shalygina, 2021). In suoli contaminati della tundra artica presso miniere di carbone sono state
trovate alghe appartenenti al genere Bracteacoccus e Pseudococcomixa simplex (Patova &
Dorokhova, 2008) Il genere Eustigmatos cosi come il genere Bracteacoccus sono stati trovati su suoli
serpentini in Sud Affrica (Venter et al., 2015). Non ci sono riferimenti riguardo la presenza di
Chromochloris zofingensis in ambienti contaminati da metalli pesanti. Tuttavia, quest’alga ha subito
diversi cambi di nome, e solo recentemente e stata identificata appartenente al genere
Chromochloris (Fucikovd & Lewis, 2012). Questo potrebbe aver portato a identificarla in passato

come appartenente al genere Bracteacoccus, Chlorella o al genere Muriella.
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3.2.4 Test di tolleranza al cromo

Dal momento che le acque prelevate dal monte Prinzera hanno mostrato un potenziale inibente pari
al 17%, le alghe trovate in quelle condizioni sono buoni canditati per cercare una tolleranza ai metalli
pesanti, in particolare al cromo. Per individuare ceppi tolleranti sono stati effettuati test di tolleranza
valutando la capacita delle alghe di crescere in presenza di concentrazioni di Cr(VI) sulle alghe delle
colonie 4 (Neocystis sp), 3 (Bracteacoccus sp.) e 38 (Chromochloris zofingensis). Le specie analizzate
appartengono all'ordine delle Sphaeropleales, come S. acutus, tranne forse Neocystis, per la quale

permane il dubbio dell’appartenenza alle Trebouxiophyceae.

Data la differente velocita di crescita, i test per le diverse specie algali hanno avuto durata diversa.
La crescita della colonia 4 & stata analizzata in un arco temporale di 4 giorni, mentre le colonie 3 e

38 sono state analizzate nell’arco di 11 gironi.

Le specie testate sono state coltivate in presenza di differenti concentrazioni di Cr(VI), ovvero: 0 mg/L
, 0,125 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, e 1,5 mg/L. 'andamento della crescita & stato seguito mediante
conteggio con camere contaglobuli per Neocystis. Per Bracteacoccus e Chromochloris I'eterogeneita
di dimensioni, la presenza di autospore in numero variabile fino a 32-64 all’interno della parete della
cellula madre e il rilascio di zoospore flagellate di piccole dimensioni hanno invece reso molto
complesso il conteggio per cui I'andamento delle loro cinetiche & stato seguito mediante lettura

dell’assorbanza, dopo aver controllato la corrispondenza di linearita fra i due metodi di analisi.

Figura 3.21 Test di tolleranza al Cr(VI) in Neocystis brevis dopo 96h di coltura. Partendo da sinistra: concentrazioni di cromo esavalente
di 1.5, 1, 0.5 e 0.125 mg/L. A destra le 3 repliche di controllo. Si puo notare una riduzione della colorazione verde all’aumentare della
concentrazione di cromo alle 96 ore.
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3.2.4.1 Neocystis brevis — Colonia 4

Neocystis brevis € in grado di crescere in presenza di una concentrazione di 0,125mg/L di Cr(VI),
concentrazione alla quale non si osserva nessuna differenza significativa rispetto al controllo. Questa
concentrazione € 10 volte superiore a quella riscontrata nell’acqua del monte Prinzera nel periodo
in cui abbiamo effettuato il campionamento (12,5 pg/L). La crescita risulta invece significativamente
rallentata in presenza di una concentrazione di 0,5 mg/L Cr(VI), e completamente inibita alle

concentrazionidiale 1,5 mg/L.

Andamento lineare della biomassa algale nel tempo -
Neocystis brevis (colonia 4)
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—@=0mg/L =8=0,125mg/L =8=0,5mg/L I1mg/L =8=1,5mg/L

Figura 3.22 Valori medi della crescita Neocystis brevis nel tempo con 5 concentrazioni differenti di Cr(VI). Con * sono indicate le
condizioni che subiscono una inibizione significativa (p < 0.05) della crescita rispetto al controllo (0 mg/L) al termine dell’esperimento.
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3.2.4.2 Bracteacoccus polaris. - Colonia 3

Bracteacoccus polaris mostra una crescita lenta, il test e stato quindi effettuato nell’arco di 11 giorni.
Per quest’alga non sono state rilevate differenze significative fra la capacita di crescita in presenza di
differenti concentrazioni di Cr(VI). Nonostante questo, & possibile che le difficolta nella

guantificazione e quindi I'elevata deviazione standard abbiano nascosto della significativita

Andamento lineare della biomassa algale nel tempo
- Bracteacoccus polaris (colonia 3)
4,00E-01

3,50E-01

3,00E-01
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2,50E-01
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1,50E-01 =
o 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11

Tempo (giorni)

——0mg/L ——0,125mg/L ——0,5mg/L 1mg/L —e—1,5mg/L

Figure 3.23 Valori medi della crescita Bracteacoccus polaris nel tempo con 5 concentrazioni differenti di Cr(VI). Con * sono indicate le
condizione che subiscono una inibizione significativa (p < 0.05) della crescita rispetto al controllo (0 mg/L) al termine dell’'esperimento.
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3.2.4.3 Chromochloris zofingiensis - Colonia 38

Anche nel caso di Chromochloris zofingiensis ci troviamo di fronte ad un’alga dalla crescita lenta,
paragonabile a Bracteacoccus. |l testo di tolleranza é stato effettuato quindi anche in questo caso
nell'arco di 11 giorni. Chromochloris mostra tolleranza fino a una concentrazione di 1 mg/mL di
Cr(V1). Alla concentrazione di 1,5 mg/mL di Cr(VI) si osserva un calo significativo della crescita che

comungue non € completamente inibita.

Andamento lineare della biomassa algale nel tempo -
Chromochloris zofingiensis (colonia 38)

3,50E-01
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Figure 3.24 Valori medi della crescita Chromochloris zofingiensis (colonia 38) nel tempo con 5 concentrazioni differenti di Cr(VI). Con *
sono indicate le condizione che subiscono una inibizione significativa (p < 0.05) della crescita rispetto al controllo (0 mg/L) al termine
dell’esperimento.

Tutte le alghe testate hanno quindi mostrato un certo livello di tolleranza al cromo, a concentrazioni
pil 0 meno elevate a seconda delle specie, e comunque superiori di almeno 10 volte a quelle
mediamente presenti nell’acqua della sorgente di provenienza. Questo conferma che il luogo scelto
per il campionamento ha effettive potenzialita di indurre, grazie alla pressione ambientale, la
selezione di popolazioni algali tolleranti al metallo. Tuttavia, dato che molti stress hanno riposte

incrociate fra loro, rimane da chiarire se I'adattamento sia indotto dalla presenza costante di cromo
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nell’ambiente o piuttosto dall’elevata conducibilita elettrica dell'acqua della sorgente. Il fatto che le
specie algali ritrovate siano state rilevate anche in altri suoli contaminati da metalli (Patova &
Dorokhova, 2008; Trzcinska & Pawlik-Skowroniska, 2008; Venter et al., 2015), lascia comunque aperto
il dubbio se le specie ritrovate nella sorgente del Monte Prinzera siano organismi naturalmente
estremofili capaci di vivere in ambienti particolari oppure ecotipi di una specie “neutrale” adattati

ad uno stress ambientale.

3.2.4.4 Chromochloris zofingiensis - CCAP 211/14

Per verificare che la tolleranza al cromo osservata non sia dovuta ad una tolleranza intrinseca della
specie ma ad adattamenti specifici dei ceppi isolati da noi nelle acque della sorgente, il test di
tolleranza & stato effettuato anche sul ceppo commerciale CCAP 211/14 di Chromochloris
zofingiensis. |l ceppo CCAP 211/14 e stato quindi coltivato nelle stesse condizioni gia utilizzate per il
ceppo di C. zofingiensis isolato sul monte Prinzera. Il ceppo CCAP 211/14 ha mostrato una crescita
molto maggiore rispetto a quella delle alghe della colonia 38. Questa differenza nel controllo fra i
due ceppi non & attualmente sotto esame, ma merita di essere indagata perché potrebbe
rappresentare una differente necessita nutrizionale del ceppo di Chromochloris isolato sul Prinzera.
Per quanto riguarda il cromo, il ceppo CCAP 211/14 ha mostrato una diminuzione significativa della

crescita alla concentrazione paria 1 mg/Le 1,5 mg/L.
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Andamento lineare della biomassa algale nel tempo
- Chromochloris zofingiensis (CCAP 211/14)
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Figure 3.25 Valori medi della crescita Chromochloris zofingiensis (ceppo CCAP 211/14)nel tempo con 5 concentrazioni differenti di
Cr(VI). Con * sono indicate le condizione che subiscono una inibizione significativa (p < 0.05) della crescita rispetto al controllo (0 mg/L)
al termine dell’esperimento.

3.2.4.5 Comparazione della Percentuale di Inibizione dei due ceppi di Chromochloris zofingiensis

Per poter meglio confrontare i due ceppi abbiamo calcolato la percentuale di inibizione media a
ciascuna concentrazione di cromo. Come riportato in figura 3.26, in presenza di 1 mg/L di Cr(VI) il
ceppo CCAP 211/14 mostra un’inibizione della crescita del 33,75 + 10,2% a fronte di una inibizione
del 12,45 + 5,46% osservata nel ceppo del Monte Prinzera. Questa differenza risulta altamente
significativa (p<0,01) mentre la significativita delle differenze osservate (50,98 + 8,23% nel ceppo
CCAP211/14 e 37,48 + 8,43% nel ceppo del Momte Prinzera) si riduce (p<0,05%) alla concentrazione
di 1,5 mg/L di Cr(VI), quando anche il ceppo del Monte Prinzera mostra segni di inibizione della

crescita.

Queste osservazioni evidenziano che la specie C. zofingiensis puo essere naturalmente tollerante ma

che il ceppo isolato al Prinzera mostra un maggiore adattamento alla presenza di Cr(VI).
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Figure 3.26: Grafico riportante i valori delle percentuali di inibizioni medie dei due ceppi di Chromochloris zofingiensis dopo undici
giorni di esposizione a 5 differenti concentrazioni di cromo(VI). La significativita della differenza nei valori di inibizione percentuale fra
i due ceppi alla stessa concentrazione é riportata con * (p < 0.05) oppure ** (p < 0.01).
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5 Conclusioni

Parte uno

La deprivazione di zolfo per 24 ore non ha portato a variazioni dei livelli di trascritto del gene
coinvolto nella sintesi di solfuro analizzato (SaS/R1). Il dato e tuttavia incompleto dal momento che
non é stato possibile analizzare i livelli di espressione di SaSIR3. Nei geni coinvolti nella formazione
del complesso cisteina sintasi abbiamo osservato induzione in seguito a deprivazione di zolfo per
SaSAT1, SaOAS-TL4 e, contrariamente ai dati di letteratura riguradanti C. reinhardtii, SaOAS-TL2.
Oltre a essere fortemente indotto SaOAS-TL2 & anche I'unica delle quattro isoforme di OAS-TL a non

essere espressa costitutivamente o a essere espressa a livelli quasi non detectabili.

Lanalisi filogenetica conferma quanto noto in letteratura, ovvero che SaOAS-TL2 e la forma
strutturalmente piu divergente fra le quattro OAS-TL. Questo enzima sembrerebbe mancare del sito
di legame per SAT e mostra inoltre differenze nella porzione del sito attivo deputata all’interazione
con il solfuro. Queste due caratteristiche potrebbero indicare una sua presenza esclusivamente
come dimero libero o addirittura una funzione L-cisteina desulfidrasica. La sua presenza anche in
organismi non fotosintetizzanti lascerebbe ipotizzare che questa sia la forma citosolica o

mitocondriale

L'analisi dell’attivita L e D-cisteina desulfidrasica ha evidenziato un aumento dei livelli di attivita in
seguito a deprivazione di zolfo di sette giorni per entrambi i ceppi. In tutte le condizioni testate
I'attivita D-cisteina desulfidrasica e risultata maggiore che quella L-desulfidrasica. La differenza fra le
due attivita & maggiore nel ceppo cromo tollerante e si accentua in condizioni di deprivazione di
solfato. E’ interessante notare che i livelli di espressione del gene D-cisteina desulfidrasi nel ceppo

cromo tollerante siano significativamente maggiori rispetto a quelli osservati nel ceppo wild type.

Questo suggerisce una maggiore presenza di D-cisteina nel ceppo cromo tollerante. Dal momento
che la L-cisteina ha effetto a feedback negativo sul pathway del solfato, la produzione di D-cisteina
potrebbe essere una strategia per accumulare zolfo organico in una forma non coinvolta nel sistema
di controllo. L'enantiomero D potrebbe quindi andare a costituire una riserva pronta di solfuro in

caso di risposta allo stress.
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Parte due

| test di ecotossicita condotti sulle acque della sorgente del monte Prinzera hano confermato la sua
capacita di inibizione della crescita algale. Tutte le alghe testate fra quelle isolate sul monte Prinzera
hanno mostrato livelli di tolleranza a concentrazioni di cromo almeno 10 volte superiori a quelle
mediamente registrate nell'acqua della sorgente, confermando che il luogo scelto per il
campionamento ha effettive potenzialita di selezionare popolazioni algali indotte dalla pressione
ambientale a tollerare il cromo. Rimane da chiarire se I'adattamento sia indotto dalla presenza
costante di cromo nell'ambiente o piuttosto alla elevata conducibilita elettrica dell'acqua della
sorgente. Molte delle specie ritrovate sono comuni ad altri suoli contaminati da metalli, & quindi
possibile che le specie ritrovate siano estremofile e non ecotipi adattati di una specie neutrale.
Tuttavia test di tolleranza condotti da noi su due ceppi dell’alga Chromochloris zofingiensis (ceppo
isolato dalla sorgente del monte Prinzera e ceppo commerciale CCAP 211/14) evidenziano che la
specie C. zofingiensis puo essere naturalmente tollerante ma che il ceppo isolato al Prinzera mostra
una maggiore tolleranza alla presenza di Cr(VI). Il ceppo di Chromochloris zofingiensis potra quindi
essere utilizzato in studi successivi per poter espandere la conoscenza dei meccanismi di tolleranza

al cromo esavalente.
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