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Riassunto

Lo zolfo ¢ uno dei macronutrienti essenziali per gli organismi fitoplanctonici, poiché ¢ alla base di
molte delle molecole che li costituiscono. Proprio per tale ragione, la “Sulfate Facilitation
Hypothesis” (SHF) ipotizza che I’incremento dello zolfo sottoforma di solfato in oceano abbia
avuto un ruolo importante nella radiazione fitoplanctonica. Sulla base di cid, sono state selezionate
tre microalghe comparse in diversi momenti della storia evolutiva, quali Tetraselmis suecica,
Dunaliella salina e Phaeodactylum tricornutum, e sono state acclimatate in presenza e carenza di
solfato. Il tasso massimo di crescita € maggiore a concentrazioni di solfato tipiche degli oceani
attuali (condizione di controllo, CTR) rispetto al tasso mostrato a concentrazioni basse di solfato
(condizione di limitazione, LS). L analisi degli elementi e del contenuto in macromolecole per
cellula mostra differenze specie specifiche nell’acclimatazione di fotosintesi e metabolismo. Ad
esempio, Phaeodactylum tricornutum acclimatata a basso solfato mostra una maggiore quota
cellulare di C, N e S, accompagnato pero da un notevole aumento della biomassa e da un rapporto
C/S alterato rispetto al controllo, mentre in Dunaliella salina C ed N aumentano mentre S
diminuisce. In tutte e tre le specie, a basse concentrazioni di solfato, si osserva un incremento delle
proteine; i rapporti carboidrati/proteine, lipidi/carboidrati e lipidi/proteine invece variano in
maniera diversa tra le diverse specie, suggerendo un diverso processo di rimodellamento del
metabolismo in risposta alla carenza di solfato. L’analisi del contenuto cellulare di clorofille e il
confronto di estratti proteici totali mediante SDS-PAGE mostrano una differenza relativa
nell’intensita di bande riconducibili a Rubisco e LHC tipica di ogni specie, permettendo di
ipotizzare che anche 1’acclimatazione della fotosintesi si basi su diverse strategie nelle tre specie in
analisi. L’efficienza fotosintetica, per le tre specie, non sembra essere invece particolarmente

influenzata dalla disponibilita di solfato.



In conclusione, per quanto la radiazione fitoplanctonica sia il risultato della pressione evolutiva di
piu fattori, biotici e abiotici, i dati qui descritti confermano 1’ipotesi SHF da cui prende le mosse il
lavoro sperimentale e la microalga Phaeodaactylum tricornutum che si ¢ evoluta solo
successivamente alle alghe verdi studiate e cio¢ quando la concentrazione di solfato in mare si ¢
notevolmente alzata, ¢ 1’alga che maggiormente deve rimodellare il pool degli elementi e delle
macromolecole per fronteggiare una limitazione di zolfo e che mostra le differenze piu marcate

nella crescita in presenza di una bassa disponibilita di solfato.



1 Introduzione

1.1 Passato e presente:

il ruolo della disponibilita di Zolfo nell’evoluzione delle

microalghe.

Lo zolfo ¢ un elemento fondamentale per gli organismi viventi, cosi come per le cellule
fitoplanctoniche, poiché essenziale per tante delle molecole biologiche ad esse necessarie. Gli
amminoacidi solforilati cisteina e metionina sono la via attraverso la quale lo zolfo entra nei pool
organici e attraverso la quale puo essere donato ad altre molecole contenenti gruppi tiolici. La
metionina, inoltre, ¢ I’amminoacido che permette I’inizio della sintesi proteica. Nelle proteine,
inoltre, la presenza di questi due amminoacidi permette la formazione di ponti disolfuro che hanno
ruolo strutturale o di regolazione (Adams & Capecchi, 1966; Webster, Engelhardt, and Zinder
1966). Un’altra molecola derivante dal metabolismo dello zolfo ¢ il glutatione che ¢ utile al
sequestro di metalli pesanti e atto alla detossificazione da tali composti. E ancora, le membrane
lipidiche possono contenere zolfo, come nel caso delle membrane fotosintetiche in cui sono
presenti sulfolipidi (Goss & Wilhelm, 2009; Van Mooy et al., 2006). Lo zolfo ¢ presente in
vitamine e cofattori, per via della sua capacita nucleofila, che consente il trasferimento di composti
mono o bicarboniosi attivando le vitamine. Infine, bisogna considerare anche molecole derivanti
dal metabolismo dello zolfo come il dimetil-sulfonio-propionato (DMSP) (Keller et al., 1989; Ratti
& Giordano, 2008) con attivita osmoprotettiva (Van Bergeijk ef al., 2003; Stefels 2000),
crioprotettiva (Van Rijssel and Gieskes 2002; Childers et al. 1997), antiossidante (Sunda, Kieber,
and Kiene 2002; Bucciarelli and Sunda 2003) e antipredatoria (antigrazing) (Wolfe et al., 1997,

Wolfe, 2000).
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Nell’oceano attuale si ha una concentrazione di SO4* pari a 28-30 mM (considerata storicamente,
la massima concentrazione) (Giordano et al., 2008) a differenza della concentrazione negli
ambienti d’acqua dolce in cui € circa 0.01-1 mM (Holmer & Storkholm, 2001). La concentrazione
di solfato negli oceani ha subito, pero, un’oscillazione in tempi geologici, aumentando e
diminuendo a seconda dell’attivita vulcanica e degli agenti atmosferici che hanno pit 0 meno

permesso il rilascio di zolfo da depositi evaporitici (Holser, 1966).

Grazie a diverse tipologie di analisi, oggi, siamo in grado di conoscere la variazione della
concentrazione di solfato durante le diverse ere geologiche (Figura 1 — 1). Durante I’ Archeano,
negli oceani, I’abbondanza di solfato era molto probabilmente inferiore a 200 pM (Habicht ef al.,
2002) concentrazione che ha permesso la proliferazione di cianobatteri, per poi aumentare a non
piu di 1-5 mM nelle acque oceaniche del Proterozoico, favorendo la crescita delle alghe verdi, ai
tempi le piu diffuse (Shen et al., 2002; Canfield 2004; Kah et al., 2004). Nel tardo Ercadiano la
concentrazione oceanica di solfato era pari a 15 mM per poi diminuire durante il Cambriano.
(Horita et al., 2002; Petrychenko et al., 2005). La concentrazione di solfato del Carbonifero
aumento nuovamente (>15 Mm) (Gill et al., 2007) in modo provvisorio, subendo un successivo
declino (Luo et al., 2010; Newton et al., 2011). Dal tardo Paleozoico all’inizio del Mesozoico la
concentrazione di solfato raggiunse valori di 13—27 mM, contribuendo all’ascesa in termini
evolutivi, delle diatomee, dei coccolitoforidi e delle dinoflagellate fotosintetiche. Le concentrazioni
attuali di zolfo sono molto simili a quelle del Paleozoico — Mesozoico ¢ i taxa menzionati Sono

anche oggi quelli che dominano la fotosintesi oceanica.
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Figura I-1: Concentrazione di solfato durante le diverse ere geologiche, correlata all’evoluzione delle linee

fitoplanctoniche. Immagine modificata da Ratti et al., 2011.

L’evidenza di una correlazione esistente tra i cambiamenti della chimica degli oceani e la
composizione fitoplanctonica, durante la successione delle ere geologiche, ha condotto ad
un’ipotesi definita “Ipotesi di facilitazione del solfato” (“‘Sulfate Facilitation Hypothesis™) (Ratti,
Knoll, and Giordano 2011). In particolare, secondo tale ipotesi, I’incremento della concentrazione
di solfato oceanico, che non ha influenzato la crescita e la diffusione delle alghe verdi e dei
cianobatteri, sembrerebbe correlato ad una maggiore diffusione in mare delle microalghe
caratterizzate da un rapporto C:S per cellula relativamente basso (Ratti, Knoll, and Giordano 2011;
Norici, Hell, and Giordano 2005). Generalmente il basso rapporto C:S ¢ comune in microalghe che
presentano clorofilla @ + ¢ tra cui diatomee, coccolitoforidi e dinoflagellate fotosintetiche, che si
sono evolute a partire da eventi endosimbiontici secondari e terziari e appartengono percio alla

linea rossa del plastidio.

Ci sono pero altre ipotesi che tentano di spiegare la predominanza evolutiva delle microalghe con
clorofilla a + ¢, come quella sull’incremento della pressione predatoria. Proprio a seguito

dell’incremento di solfato oceanico si ¢ avuta una variazione, durante il Mesozoico, della qualita
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della biomassa fitoplanctonica avente una riduzione del rapporto C:N. Gli erbivori, infatti,
necessitano di proteine con un elevato quantitativo di azoto per crescere e riprodursi. La variazione
stechiometrica della biomassa fitoplanctonica, e I’energia da essa acquisita, avrebbe condotto ad un
incremento della mobilita degli erbivori, un’aumentata complessita delle strutture buccali e
dell’aggressivita di pascolo. (Hawlena & Schmitz, 2010; Giordano, 2013; Fanesi, Raven, and
Giordano 2014). Per cui, sarebbe stata 1’attivita predatoria dei protisti e dei metazoi ad aver
influenzato I’evoluzione del fitoplancton marino (Ratti, Knoll, and Giordano 2013) applicando una
pressione predatoria selettiva. Una risposta del fitoplancton nella difesa contro i predatori sarebbe
stata la sintesi di sostanze tossiche (DMSP (Falkowski et al. 2004; Knoll et al. 2007)). 11 DMSP
viene prodotto in quantita elevate proprio dalle microalghe contenenti clorofilla a + ¢ € si dimostra
essere utile alla cellula come molecola antipredatoria, attraverso la sua degradazione con

produzione di acido acrilico, tossico per i predatori. (Wolfe et al., 1997; Wolfe, 2000).

Queste ipotesi, sicuramente, devono essere considerate in un contesto multifattoriale dove una sola
variante non puo aver determinato 1’evoluzione fitoplanctonica. Fattori biotici e abiotici hanno
condotto alla radiazione evolutiva del fitoplancton e molto probabilmente 1’aumento di solfato

oceanico ¢€ tra questi.

1.2 11 metabolismo dello zolfo

Lo zolfo ¢ il quarto nutriente pitu importante nelle cellule algali come si evince dall’aggiornato

rapporto Redfield (Redfield et al., 1963; Ho et al. 2003):
C:N:P:5 =106:16:1:0,7

Lo zolfo viene assimilato come solfuro ma acquisito quasi esclusivamente come solfato, molto
abbondante in ambiente oceanico. Il metabolismo dello zolfo € ben conosciuto nelle piante come

nell’organismo modello Arabidopsis thaliana, e nell’alga d’acqua dolce Chlamydomonas

13



reinhardtii. Questi studi fungono da punto di partenza per comprendere la via metabolica di

assimilazione dello zolfo nelle microalghe.

Il primo passaggio della via metabolica di acquisizione del solfato prevede la sua attivazione che
avviene mediante 1’enzima ATP solforilasi (ATPS), indotto in carenza di zolfo (come osservato in
Dunaliella salina da Giordano, Pezzoni, and Hell 2000), per produrre 5’adenosinfosfosolfato
(APS). Questo passaggio ¢ fondamentale per far si che il solfato abbia un potenziale redox che gli

permetta di essere “aggredito” dai donatori di elettroni (NADPH).

A seconda dell’alga e della sua storia evolutiva si distinguono varie isoforme di ATPS come quelle
delle alghe verdi (8 — 10 cisteine) e quelle delle diatomee (che possono presentare 2 isoforme di
questo enzima, una con 4 e I’altra con 8 — 10 cisteine) (Kopriva, Wiedemann, and Reski 2007;
Patron, Durnford, and Kopriva 2008). L’ ATPS necessaria alla riduzione del solfato ¢ presente solo
a livello plastidico (costituita da 2 — 6 subunitd), ma, esistono anche forme citoplasmatiche
coinvolte invece nel processo di solfatazione (Prioretti et al. 2014; Lunn et al. 1990; Renosto 1993

ATPS in plants.pdf n.d.; Rotte and Leustek 2000).
La successiva riduzione del solfato, prevede due reazioni che avvengono nel cloroplasto:

1. lariduzione del solfato attivato (APS) a solfito

APS reduttasi(APR)
APS + 2 glutatione,.q » S0% + glutatione,, + AMP +2H*

2. lariduzione del solfito a solfuro

solfito reduttasi (SiR) -

La prima di queste due reazioni usa 2 molecole di glutatione per ridurre il solfato in solfito. APR
puo essere distinta in APR — A (forma ancestrale), tipica delle alghe verdi, caratterizzata dalla
presenza, all’estremita C terminale, di un dominio glutaredoxina / tireodoxina e da un dominio

centrale che utilizza come cofattore un centro FesSs (Bick et al. 1998; Gutierrez-Marcos ef al.
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1996; Kopriva and Koprivova 2004; Setya, Murillo, and Leustek 1996). Per le alghe della linea
rossa ¢ stata individuata I’APR — B che non presenta il centro Fe-S per cui considerata la forma

adattatasi alla carenza di Fe (Kopriva et al. 2007; Patron, Durnford, and Kopriva 2008).

La seconda reazione, ad opera della solfito reduttasi, usa 6 elettroni per la riduzione del solfito a
solfuro che sono veicolati dalla ferridossina ridotta. La solfito reduttasi (SiR) ¢ un omodimero o
omotetramero plastidiale. E un enzima costitutivo che serve a mantenere bassi i livelli intracellulari
di solfito per via della tossicita che esso esprime (Yarmolinsky et al., 2013). Proprio per questa
ragione la sua trascrizione e attivazione non dipendono dalla disponibilita di zolfo, a differenza

dell’ ATP solforilasi e I’APS reduttasi, come osservato in Arabidopsis thaliana (Khan et al., 2010).

11 solfuro prodotto, grazie a 2 enzimi che insieme formano un unico complesso enzimatico, puo

essere assimilato come cisteina (Figura 1 — 2).

CH,
\
=°
0
OH |
CH,
CH, 0 CoASH |
Il H,N*— C— H
HN*— C—H + HC—C 5— CA =l \
Serina C0O-
Co0- acetitrasferasi
Serina Acetil-CoA O-Acetilserina
CH,4
|
(|:7 0]
0 SH
| \
CH, H.O c‘H2
‘ 2
H,N*— C— H ¥ HS —— H,N*—C—H + CH;COO
OAS(tiol)liasi l
CO0- Co0-
Solfuro di
O-Acetilserina idrogeno Cisteina Acetato

Figura 1-2: Pathway enzimatico per la produzione di cisteina a partire dal solfuro. Grazie all’attivita della serina
acetiltrasferasi (SAT) si ha produzione di O — acetilserina. Questa insieme al solfuro con 1’enzima O — acetilserina tioliasi

produce cisteina.
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Gli enzimi in questione sono la serina acetiltrasferasi (SAT) e I’O — acetilserina tioliasi (OAS-TL)
che insieme costituiscono il complesso enzimatico della cisteina sintasi (CSC) (Hell & Wirtz, 2008;
Saito 2004). In Arabidopsis thaliana, esistono piu isoforme di entrambi gli enzimi localizzati nel
cloroplasto, nel citosol e nel mitocondrio. La riduzione del solfato a solfuro, quindi, &
esclusivamente plastidiale mentre I’assimilazione puo avvenire in pit compartimenti cellulari
(Haas et al., 2008; Watanabe et al. 2008). L’efficienza di questa via assimilatoria ¢ molto elevata,
poiché la produzione di cisteina viene modulata dalla formazione e dall’assemblaggio del

complesso CSC.

Quando il complesso si forma, solo I’enzima SAT ¢ attivo, producendo O — acetilserina, mentre,
quando il complesso ¢ disassemblato solo OAS-TL viene attivato, producendo cisteina. La
produzione di O- acetilserina regola la sintesi degli enzimi necessari alla riduzione del solfato e
all’assemblaggio del complesso enzimatico. Quando si produce cisteina, invece, si ha la
repressione della trascrizione dei pathway enzimatici legati all’assimilazione dello zolfo (noto da
studi in Arabidopsis thaliana da Droux et al., 1998). Valutando I’attivita enzimatica di questi due
enzimi e la loro abbondanza, ¢ stato ipotizzato che lo stato del complesso enzimatico potrebbe
mostrare delle differenze tra le alghe della linea verde e quelle della linea rossa. Quest’ultime, con
maggiore frequenza, presenterebbero il complesso disassemblato, rispetto alle prime (Prioretti &

Giordano, 2016).

Una volta prodotta, la cisteina potra essere utilizzata dalla cellula, ad esempio per la produzione di

glutatione e metionina.
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1.3 Descrizione delle specie sperimentali

1.3.1 Tetraselmis suecica

Tetraselmis suecica (Figura 1 — 3), descritta per la prima volta da Butcher nel 1959 (Lund &
Butcher, 1960), ¢ un’alga unicellulare flagellata piatta, di forma ellittica / sferica (phylum
Chlorophyta, classe Chlorodendrophyceae, ordine Chlorodendrales). Evolutivamente, si tratta di
un genere vicino alle classi Ulvophyceae, Trebouxiophyceae e Chlorophyceae, costituenti il gruppo
UTC (Leliaert et al., 2012). Questa vicinanza evolutiva ¢ evidente se si considerano alcune
caratteristiche con esse condivise: la mitosi chiusa e la presenza di un ficoplasto (Stewart &
Mattox, 1984). All’estremita anteriore, presenta un’invaginazione caratteristica, da cui si dipartono
4 flagelli uguali. L’apparato di Golgi conferisce una particolarita a questa microalga verde. Infatti,
¢ in grado di secerne delle scaglie, che si dispongono a formare una teca (parete extracellulare
rigida), esternamente alla cellula, che copre la superficie del protoplasto (Domozych et al., 1981).

Come il corpo cellulare, anche i flagelli sono dotati di scaglie.

Molteplici possono essere gli usi applicativi di questa microalga, che esulano dal suo semplice
studio in ambito fisiologico. Ha un importante valenza commerciale in piu ambiti come in

acquacoltura e in ambito cosmetico, per citarne alcuni (Fabregas et al., 2001; Fanesi et al., 2014).

Figura 1-3: Tetraselmis suecica immagine da Phycokey.
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1.3.2 Dunaliella salina

Dunaliella salina & stata originariamente descritta da Dunal nel 1838 con il nome di
Haematococcus salinus, ma nel 1905, E.C. Teodoresco ha dimostrato che la nuova specie differiva
da Hematococcus. In onore di Dunal gli diede un nuovo nome di genere, Dunaliella. Dunaliella
salina (phylum Chlorophyta, classe Chlorophyceae, ordine Chlamydomonadales) (Figura 1 — 3)
(Ramos et al., 2011) & una microalga unicellulare marina verde, con 2 flagelli uguali (“deux longs
flagellums dépassant en longueur le corps tout entier” Teodoresco E.C., 1905), e avente una taglia

cellulare tra 6,3 — 13,3 um (Teodoresco E.C., 1905; Oren, 2005).

Per via dell’assenza di una parete rigida e della presenza di un glicocalice, Dunaliella salina, & in
grado di adattarsi rapidamente ad ampie variazioni di salinita. Per cui, Dunaliella salina, ¢ una
microalga modello per studi di tolleranza alla salinita. Inoltre in condizioni di stress abiotico, le
cellule di alcune specie appartenenti al genere Dunaliella, possono diventare arancioni, per via di
un accumulo di beta carotene in globuli plastidici (Polle et al., 2017; Lamers et al., 2010; Lamers et

al.,2012; Han et al., 2019).

Ha un solo cloroplasto a forma di coppa, un nucleo anteriore, una macchia oculare e un pirenoide
circondato da granuli di amido nell’estremita posteriore della cellula. (Ginzburg, 1988). Con un
approccio di annotazione conservativo che non tiene conto delle sequenze ripetute, ¢ stata
presentata una bozza del genoma contente 16.697 loci che forniscono 18.801 trascritti codificanti
proteine. Un approccio di annotazione meno conservativo ha invece svelato la presenza di 36.851

geni codificanti proteine (Polle et al., 2017).
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Figura 1-4: Dunaliella salina. Immagine da Ramos et al., 2011.

1.3.3 Phaeodactylum tricornutum

Phaeodactylum tricornutum ¢ stata inizialmente descritta come un nuovo genere con una singola
specie da Bohlin nel 1897 (phylum Heterokonta, classe Bacillariophyceae, ordine Naviculales)
(Lewin, 1958). Egli descrisse solo il morfotipo a tre punte (Figura 1 — 5) (Tesson ef al., 2009), con
un cloroplasto marrone — giallo, ed un frustulo debolmente silicizzato. Oggi, si distinguono 4
morfotipi: ovale, fusiforme, a tre punte, cruciforme (raramente osservato). Phaeodactylum
tricornutum ¢ una diatomea marina pennata, appartenente alla linea rossa. Per via dei diversi
morfotipi, ¢ impossibile determinare un’unica taglia cellulare. Per Phaeodactylum tricornutum ¢

stato sequenziato |’intero genoma (Bowler et al., 2008).

Figura 1-5: Phaeodactylum tricornutum. Immagine da Tesson et al., 2009.
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1.3.4 Criterio di scelta delle specie sperimentali

Tetraselmis suecica, appartenente all’ordine delle Chlorodendrales caratterizzato da una precoce
divergenza dalle “core Chlorophytes”, si ¢ evoluta nelle acque oceaniche del tardo Proterozoico (~
1200 mya) (Tappan, 1980; Knoll, 2003) con concentrazione di solfato pari a 1-5 mM (Shen et al.,
2002) (Canfield, 2004) (Kah et al., 2004). Nelle stesse acque, poco dopo le Chlorodendrales, si
sono evolute e affermate anche le Chlamydomonadales come Dunaliella salina. Phaeodactylum
tricornutum, appartenente all’ordine Naviculales, ha invece subito un’ascesa evolutiva nel tardo
Paleozoico — inizio Mesozoico a concentrazioni di solfato oceanico simili a quelle attuali tra 13 —
27 mM. Per cui le risposte fisiologiche delle tre specie alla limitazione da solfato possono mostrare
sostanziali differenze riconducibili al tempo evolutivo e quindi alla concentrazione di solfato

oceanico che ne ha favorito la diffusione.

1.4 Fotosintesi

La fotosintesi, negli organismi eucarioti, come nel caso delle microalghe analizzate in questa tesi,
avviene in organelli denominati cloroplasti che derivano da un processo endosimbiotico primario di
un cianobatterio ancestrale in un ospite eucariotico. Gli eventi endosimbiotici possono essere anche
di natura secondaria o terziaria, ad esempio quando un organismo eucariotico incorpora un
organismo derivante da un processo endosimbiotico primario o secondario, rispettivamente. In
questo modo le membrane che circondano il cloroplasto possono essere 2, in seguito ad un
processo di endosimbiosi primaria (7etraselmis suecica, Dunaliella salina), 3 (euglenoidi e
dinoflagellate), o 4 (Phaeodactylum tricornutum) (McFadden, 2001; Howe ef al., 2008) a seguito

di un processo di endosimbiosi secondaria o terziaria.

I cloroplasti sono la sede dei pigmenti attivi nella fotosintesi in grado di utilizzare una porzione

della luce dello spettro elettromagnetico, quella definita radiazione fotosintetica attiva (PAR). Tra i
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principali, le clorofille (Bjorn et al., 2009) sono costituite da un anello tetrapirrolico con al centro
un atomo di magnesio. Le clorofille assorbono fortemente nelle regioni del blu e del rosso e
possiamo distinguerle in clorofille a e b presenti nelle specie sperimentali Tetraselmis suecica e
Dunaliella salina, mentre la diatomea Phaeodactylum tricornutum, avente plastidi di origine
secondaria, contiene le clorofille a e ¢ (Dougherty et al., 1970). La clorofilla a ha un ruolo centrale
nell’apparato fotosintetico costituendo il dimero speciale dei centri di reazione dei fotosistemi,

dando il via alla catena di trasporto elettronica.

I carotenoidi sono definiti pigmenti accessori per via del fatto che sono caratterizzati da uno spettro
di assorbimento diverso da quello delle clorofille e possono trasferire 1’energia luminosa da loro
assorbita alle clorofille per I’evento fotochimico. Sono molecole lineari con doppi legami congiunti
multipli, in grado di assorbire nella regione tra i 400 ¢ 500 nm (arancio). I carotenoidi sono
fondamentali anche nella fotoprotezione, ad esempio nel ciclo delle xantofille, in quanto possono

dissipare 1’energia assorbita in eccesso sotto forma di calore.

I pigmenti fotosintetici sono presenti come complessi pigmento-proteina detti fotosistemi, composti
da proteine antenna (o LHC, light harvesting complex) e core dei fotosistemi (PS core) e
localizzati, all’interno dei cloroplasti, nelle membrane tilacoidali. L’energia assorbita dai pigmenti

dei fotosistemi puo quindi:

. Essere utilizzata per la fotochimica: 1’energia elettromagnetica assorbita viene
convertita in energia chimica e trasferita sotto forma di elettroni agli accettori primari
determinando il processo fotosintetico (catena di trasporto degli elettroni);

. Essere dissipata come calore, un processo che viene caratterizzato grazie al parametro
“NPQ” (Non Photochemical Quenching, Materiali e Metodi 2.7 per maggiori dettagli);

. Portare all’emissione di un fotone (Fluorescenza): I’energia ¢ dissipata sotto forma di

luce.
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Questi tre eventi sono in competizione tra loro e 1’incremento dell’efficienza di uno, risulta nel
decremento dell’efficienza degli altri due (Maxwell and Johnoson 2000). Lo studio della
fluorescenza della clorofilla rappresenta un’importante metodologia per la caratterizzazione del

processo fotosintetico in vivo (vedi Materiali e Metodi 2.7).

L’energia luminosa raggiunge i centri di reazione (CR) all’interno dei fotosistemi (PS) sia per
assorbimento diretto, che attraverso dei complessi pigmento-proteina denominati antenne la cui
funzione ¢ quella allargare la superficie di contatto per i fotoni, per catturarne il maggior numero
possibile. (Figura 1 — 6).
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Figura 1-6: trasferimento di energia luminosa in un PS in cui I’energia luminosa viene prima catturata dalle antenne e poi

trasferita ai centri di reazione (adattata da Johnson, 2016).

Proprio in seguito all’eccitazione subita dai complessi pigmento-proteina, si genera una reazione
che comunemente viene chiamata “catena di trasporto degli elettroni” (Figura 1 — 7), che coinvolge

due fotosistemi, rispettivamente:

. PSII: PS di tipo chinonico, in cui i chinoni sono gli accettori primari di elettroni; contiene il
complesso evolvente ossigeno (OEC), in grado di catalizzare la reazione di fotolisi dell’acqua,

generando ossigeno molecolare, protoni ed elettroni.
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. PSI: PS di tipo Fe-S in cui la separazione di carica viene stabilizzata per cessione degli

elettroni ai centri Fe-S,

L’eccitazione data dalla luce, attraverso il passaggio di energia tra i pigmenti delle antenne,
raggiunge il dimero di clorofilla del PSII (P680). Da questo 1’elettrone viene ceduto all’accettore
primario, la feofitina, e da qui al plastochinone PQa e quindi al PQg. In questo meccanismo, gia
prima che I’elettrone venga ceduto a quest’ultimo accettore, il dimero di clorofilla iniziale viene
rigenerato attraverso un processo detto di fotolisi ad opera di un complesso Oxigen Evolving
Complex (OEC) che da due molecole di acqua produce O, e 4H".Gli elettroni dal PSII, grazie ai
plastochinoni, al citocromo b6f e alla plastocianina, passano al PSI, riducendo il suo dimero
speciale quando quest’ultimo si trova nella forma P700+, quindi ossidato dopo aver assorbito di un
fotone e donato un elettrone ai successivi trasportatori. A seguito di assorbimento di un fotone al
P700, infatti, gli elettroni vengono ceduti ad una prima molecola di clorofilla (Ao) che riducendosi
stabilizza la separazione di carica nel P700, originando P700+. In questo trasporto sono coinvolte
anche tre centri ferro zolfo fino al raggiungimento della Ferredossina, sulla faccia stromale del PSI.
La ferredossina, a sua volta, donera 1’elettrone al fine di generare potere riducente sotto forma di
NADPH. Questo tipo di trasporto elettronico viene definito non ciclico e si distingue dal trasporto
elettronico ciclico che vede il coinvolgimento solo di un fotosistema, il PSI, e la produzione di

ATP.

Oltre all’ossigeno e al NADPH, la fotosintesi genera la forma di energia cellulare denominata ATP
in un processo noto come fotofosforilazione (Arnon et al. 1954). Infatti, durante il trasporto degli
elettroni si genera un gradiente di carica protonica tra i due lati della membrana per via
dell’immissione di protoni nel lumen che ne provoca I’acidificazione (pH 5) (Lee & Kugrens,
2000). Questo gradiente genera una forza proton motrice che sposta i protoni dal lumen allo
stroma, con la conseguente produzione di ATP grazie all’enzima ATP sintasi. Per la produzione di

3 molecole di ATP sono necessari 14 protoni, pari al numero delle subunita ¢ del complesso ATP
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sintasi. L’ATP e il NADPH prodotti, saranno poi utilizzati dal ciclo di Calvin-Benson e per la

successiva produzione di lipidi, carboidrati, proteine nonché per 1’assimilazione di nutrienti quali

zolfo e azoto.
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Figura 1-7:Catena fotosintetica di trasporto di elettroni e successivo utilizzo dei prodotti delle reazioni alla luce e al buio

(Ciclo di Calvin) per gli altri processi metabolici (adattata da Johnson, 2016).

Le reazioni appena descritte sono comunemente chiamate reazioni alla luce e sono susseguite dalle

reazioni al buio, in cui i prodotti delle prime (ATP e NADPH) vengono utilizzati per ridurre la CO»

atmosferica attraverso il ciclo di Calvin-Benson o ciclo riduttivo dei pentosi fosfati (Benson 1951).

Il ciclo di Calvin-Benson avviene nello stroma del cloroplasto e si compie in tre fasi successive:

e Carbossilazione, in cui la CO; e acqua con una molecola accettore a 5 atomi di carbonio

(ribulorsio 1,5-bisfosfato) generano due molecole di 3-fosfoglicerato (a tre atomi di
carbonio). Questa reazione avviene ad opera dell’enzima Ribulosio 1,5-bisfosfato
carbossilasi/ossigenasi denominato Rubisco (Cleland et al., 1998) che ¢ uno dei piu

abbondanti negli organismi vegetali.
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¢ Riduzione del 3-fosfoglicerato a carboidrati a 3 atomi di carbonio (gliceraldeide 3-fosfato)
attraverso due reazioni enzimatiche che necessitano di ATP e NADPH prodotto durante la
fase luminosa.

e Rigenerazione del ribulosio 1,5-bisfosfato, primo accettore della CO», attraverso 10
reazioni, una delle quali richiede 1’utilizzo di ATP. La rigenerazione ¢ fondamentale per
continuare ad assimilare CO» ed evitare 1’esaurimento degli intermedi di reazione del ciclo

di Calvin-Benson (Sharkey, 2019).

In conclusione, tre molecole di CO, vengono ridotte in una molecola di gliceraldeide 3-fosfato con
un consumo di nove molecole di ATP e sei di NADPH. La gliceraldeide 3-fosfato verra poi
utilizzata per la sintesi del glucosio necessario alla domanda energetica delle microalghe, alla
sintesi di polisaccaridi e come molecola segnale sia a livello dell’espressione genica che della
sintesi proteica (Roth et al., 2019). La fotosintesi € quindi il processo alla base degli organismi
vegetali i cui prodotti sono utilizzati per I’assimilazione di nutrienti e la produzione di carboidrati,

lipidi e proteine.

1.5 Fotoprotezione e fotoinibizione

Gli organismi fotosintetici vivono in un ambiente dinamico e si trovano a fronteggiare condizioni
di luce variabile, in cui I’energia luminosa puo esser assorbita in eccesso rispetto alla capacita di
utilizzarla del metabolismo cellulare. L’eccesso di luce puo portare alla formazione di clorofille in
uno stato di tripletto eccitato che, a sua volta, interagendo con una molecola di ossigeno genera
ossigeno singoletto e quindi una specie reattiva dell’ossigeno (ROS) (Gerotto et al., 2012). Gli
organismi fotosintetici hanno sviluppato varie strategie di fotoprotezione per evitare gli effetti
deleteri dati dall’eccesso di energia luminosa. Uno dei meccanismi piu rapidi di fotoprotezione
consiste nella dissipazione sotto forma di calore dell’energia di eccitazione in eccesso rispetto a

quella che la cellula ¢ in grado di utilizzare nel metabolismo. Questo tipo di meccanismi di
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fotoprotezione viene attivato grazie alla presenza dei carotenoidi, per lo piu legati alle antenne, in
grado di disperdere 1’eccitazione delle clorofille (che puo condurre alla formazione di ossigeno
singoletto come detto precedentemente) in calore (Krause e Weiss 1991) aggiungi a mano (Baker,
2008). 1l ciclo delle xantofille, che nelle specie della linea verde include i carotenoidi violaxantina,
anteraxantina e zeaxantina, ¢ uno dei processi chiave per la dissipazione dell’energia in eccesso
come calore. Ad alta luce la violaxantina, passando per I’intermedio anteraxantina, viene convertita
in zeaxantina. La reazione viene attivata in seguito al decremento del pH nel lume tilacoidale per
via della forte irradianza. Le diatomee (P. tricornutum) presentano un diverso ciclo delle xantofille
che coinvolgono due diversi carotenoidi: diadinoxantina che viene convertita in diatoxantina. In
determinate condizioni queste alghe possono utilizzare sia il ciclo della violaxantina che quello

della diadinoxantina (Lohr & Wilhelm, 2001).

Nonostante esistano questo ed altri meccanismi fotoprotettivi atti alla dissipazione di energia
luminosa in eccesso, 1’elevata irradianza pudé comunque danneggiare irreversibilmente alcune delle
proteine dell’apparato fotosintetico inibendo la fotosintesi. Questa inattivazione viene definita
fotoinibizione ed indica I’eccesso di energia luminosa che giungendo al PSII lo danneggia,
inattivandolo (Melis, 1999). L’unica componente del PSII che non puo essere riciclata in seguito al
danneggiamento ¢ la proteina D1 (che fa parte del CR del PSII). Tale proteina, per cui, deve essere

rimpiazzata con una sua copia neosintetizzata.
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2 Materiali e metodi

2.1 Colture microalgali

2.1.1 Mezzo di coltura

Le colture microalgali, in condizioni di controllo, sono state coltivate in un mezzo ottimizzato per
emulare I’acqua marina, chiamato Artificial Multipurpose COmplement for the Nutrition of Algae
(AMCONA) (Tabella 2 — 1) (Fanesi et al., 2014). Per le colture in condizioni limitanti di solfato ¢
stato ottimizzato, a partire dal mezzo AMCONA di cui sopra, un mezzo denominato AMCONA ¢

ZOLFO, che appunto, come indica la sua denominazione non contiene zolfo (Tabella 2 — 2).

Tabella 2-1: Ricetta del mezzo Artificial Multipurpose COmplement for the Nutrition of Algae (AMCONA), derivante

dal protocollo interno al laboratorio.

Sostanza chimica Stock [ ] Finale[] Volume
per 1L
NaCl 363 mM 2121 ¢g
Na,SO4 1M 25 mM 25 mL
KCl 2M 8.04 mM 4.02 mL
NaHCO; 1M 2.07 mM 2.07 mL
KBr 1M 725 M 725 uL
H;BO; 0.5M 372 uM 744 pL
NaF 0.5M 65.7 uM 131.4 mL
MgCl; - 6H,O 2M 41.2 mM 20.6 mL
CaCl; - 2H,O 1M 9.14 mM 9.14 mL
StCl, - 6H;0 0.5M 82 uM 164 pL
NaNO3 1M 549 uM 549 uL
NaH,PO4 - HO 100 mM 21 uM 210 L
*Nazsi03 . 9H20 105 mM 205 },lM 2 mL
*CuS0s - SH,0O 40 uM 40 nM 1 mL
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METALS SOLUTION

I-TIron 6.5 mM 6.56 uYM 1 mL
II — Trace metal 1 mL
TRIS-HCI, pH 8.1 1M 10 mM 10 mL
VITAMINS SOLUTION ImL
SOLUZIONI
METALS STOCK I —iron [1 mL L] 6.56 mM
gL' stock
solution
FeCls;- 6H20 1,77
Na;EDTA- 2H,0 3.09
METALS STOCK II — trace metals [1 mL L]
gL ! stock Final
solution concentration
ZnSO4- 7TH,O 0.073 254 nM
CoCly- 7TH,O 0.016 x 1072 5.69 nM
MnCl' 4H,O 0.54 2.42 uyM
Na,MoO4- 2H,0 1.48 x 1073 6.1 nM
Na>SeOs 1.73 x 10* 1 nM
NiCl- 6H,O 8,16 x 10 6.3 nM
Na,EDTA- 2H,0 2.44 8.29 uM
VITAMIN STOCK [1 mL L'I]
gL' stock Final
solution concentration
Thiamine-HCL 0.1 297 nM
Biotin 0.002 4.09 nM
Bz 0.001 1.47 nM

Il mezzo AMCONA @ ZOLFO differisce dallo standard poiché:

28



e la concentrazione di Na;SO, € fortemente diminuita

e CuSOs - 5H;0 ¢ sostituito da CuCl, * 2H,0 (C; = 0,2 mM; C¢= 40 nM)

e il metal stock Il non contiene zolfo (Tabella 2 — 2).

Tabella 2-2: Metal stock II per il mezzo AMCONA @ ZOLFO.

METALS STOCK Il AMCONA @ S —
trace metals [1 mL L]

ZnCl,- 7TH,O
COClz' 7H20
Ml’lClz' 4H20
NaxMoOs: 2H,0
Na28e03

NiCl,- 6H,O
NazEDTA' 2H20

0.013x 102

Final
concentration

254 nM
5.69 nM
2.42 uM
6.1 nM
1 nM
6.3 nM
8.29 uM

Le concentrazioni limitanti di solfato (LS) risultano quindi essere 70 uM per Tetraselmis suecica

(indicata come LS), Dunaliella salina (indicata come LS) e Phaecodactylum tricornutum (indicata

come LS1) e 80 uM per quest’ultima specie indicata con LS2.

2.1.2 Condizioni di crescita

Le colture sono state sottoposte ad una crescita controllata a luce continua con densita del flusso
fotonico pari a 100 pmol-m? s e alla temperatura di 20°C. Le colture di Tetraselmis suecica
(CCAP 66/4), Dunaliella salina (CCAP 19/25) e Phaeodactylum tricornutum (UTEX 646) sono

state inoculate partendo da colture in fase esponenziale sia per la condizione di controllo che in

solfato limitazione. Queste ultime sono state preventivamente acclimatate per almeno 3 settimane

in terreno AMCONA @ S.

100 pL della precoltura acclimatata e in fase esponenziale sono stati usati per la conta cellulare e

mescolati con 10 mL di soluzione CASYTon. Lo strumento CASY ® cell counter fornisce il

numero di cellule presente in ogni mL di coltura.
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Grazie alla formula:

¢ possibile determinare il volume di coltura da inoculare in un volume finale pari a 100 mL (V)
tale per cui si avra una concentrazione cellulare pari a 2,5 - 10° cellule - mL"! (Cy). In effetti,
attraverso il CASY ® cell counter conosciamo il numero di cellule - mL™! (C;) di ogni preinoculo, €

con un semplice calcolo ¢ possibile determinare il volume iniziale da prelevare da ogni coltura:

(25 - 105%1)-(100 ml)
Ci

Vi=

Tale volume di coltura € stato prelevato in condizioni di sterilita, sotto cappa biologica, e

centrifugato, in falcon, a 3500xg per 10 minuti.

Per le colture in condizioni di controllo sono state preparate beute (Erlenmeyer) da 250 mL,
contenenti 100 ml di terreno AMCONA STD. Per le colture sperimentali, invece, sono stati

aggiunti, ad ogni beuta (Erlenmeyer) da 250 mL, 100 ml di terreno AMCONA @ ZOLFO. Da

questi, ¢ stato sottratto un volume pari a quello da aggiungere in quantita di zolfo (Na,SOy).

Centrifugate le cellule microalgali, & stato rimosso il surnatante, in condizioni di sterilita, con un

pipettatore automatico. Le cellule sono state poi risospese nei rispettivi mezzi preparati.

Inoculate le colture microalgali, sono stati prelevati 100 pL, usati per una nuova conta cellulare al
CASY ® cell counter. Questa nuova conta € determinante per conoscere I’effettivo numero di
cellule - ml! per ogni coltura. Le colture sono state monitorate attraverso la conta cellulare, dal
giorno 0 (quello dell’inoculo) fino al giorno 10. I campionamenti per determinare gli effetti
fisiologici dati dall’esposizione a concentrazioni di zolfo differenti, sono stati eseguiti in fase

medio esponenziale, che varia a seconda della specie e della condizione di coltivazione, per questo
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motivo i giorni effettivi del campionamento sono stati ottimizzati in modo da essere specie —
specifici e condizione — specifici. Per Tetraselmis suecica (CTR, LS) e Dunaliella salina CTR il
giorno di campionamento scelto in fase esponenziale ¢ il giorno 3 dall’inizio della crescita, mentre
la condizione di solfato-limitazione di Dunaliella salina ¢ stata campionata il 4 giorno insieme a

Phaeodactylum tricornutum (CTR, LS1, LS2).

2.2 Quantificazione di carbonio e azoto

Dalle colture di Tetraselmis suecica, Dunaliella salina ¢ Phaeodactylum tricornutum in fase
esponenziale, sono stati raccolti campioni per determinare il contenuto di carbonio e azoto cellulare
e il loro rapporto. Le colture microalgali sono state centrifugate in Falcon a 3500xg per 10 minuti e
una volta rimosso il surnatante, sono stati effettuati tre lavaggi in ammonio formato 0,5 M. Il pellet
ottenuto ¢ stato risospeso in 1 mL di ammonio formato 0,5 M e trasferito in tubi da microcentrifuga
precedentemente pesati. Dopo 1’ultima centrifuga (16000xg, 10 minuti), rimosso il surnatante, il
pellet ¢ stato seccato in stufa a 80°C, finche il suo peso non si ¢ stabilizzato. Ottenuto il peso secco
effettivo, i campioni sono stati preparati in piccole capsule di alluminio per I’analisi allo strumento.
I primi campioni ad esser preparati ed analizzati sono stati quelli di una retta standard, con un
quantitativo specifico di sulfanilamide da 0,1 a 1,2 mg, per la calibrazione dello strumento,
addizionati di vanadio (0,5 mg) che aiuta la combustione. Successivamente sono stati preparati i
campioni, contenenti pellet in un peso compreso tra 0,3 e 0,8 mg, e una piccola quantita di vanadio.
Per ogni replica biologica sono state preparati due campioni da analizzare. A questo punto, il
quantitativo di carbonio e azoto ¢ stato determinato grazie all’analizzatore elementare CHN
(Elemental Combustion System ECS4010, Costech Analytical Technologies Inc., Milano, Italy).
Questo strumento permette di effettuare I’analisi elementare di un dato un campione. Quest’ultimo

dopo essere stato bruciato produce composti gassosi uniformi costituiti dagli elementi C, H, N che
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vengono determinati utilizzando la gascromatografia, e, il rapporto tra gli elementi presenti nel

campione originale viene determinato di conseguenza.

2.3 Fluorescenza a raggi X a riflessione totale (TXRF)

La spettroscopia a raggi X permette di quantificare gli elementi in traccia all’interno di un dato
campione opportunamente preparato. Le cellule microalgali di Testraselmis suecica, Dunaliella
salina e Phaeodactylum tricornutum in condizione di controllo e a concentrazione limitante di
solfato, raccolte in fase esponenziale, dopo essere state contate, sono state centrifugate a 3500xg
per 10 minuti. Una volta rimosso il surnatante, si sono succeduti tre lavaggi in ammonio formato
0,5 M, per poi risospendere il campione finale in 1 mL di acqua MQ. Il volume iniziale di

campione centrifugato ¢ stato scelto sulla base del numero di cellule nella coltura campionata:

e 5mL T suecica CTR e LS; 5 ml D. salina CTR, 5 mL P. tricornutum CTR

e 10mL D. salina LS; 10 mL P. tricronutum LS1 e LS2.
Al campione in acqua MQ ¢ stato poi aggiunto il gallio in concentrazione pari a 5 mg/L come
standard interno al fine di calibrare lo strumento PICOFOX S2 (Bruker, Berlin, Germany). 1l
campione (10 ul) ¢ stato posto su un dischetto in quarzo e fatto seccare per circa 6 minuti alla
temperatura di 60°C con I’aiuto di una piastra riscaldante. Il campione seccato crea una sottile
patina al centro del dischetto che una volta colpita dai raggi X in base all’intensita della
fluorescenza di un dato elemento sara direttamente proporzionale alla sua concentrazione nel
campione. Lo strumento PICOFOX S2 utilizza radiazioni monocromatiche e ottiche a riflessione
totale. Illuminando il campione con un fascio totalmente riflesso, si riduce l'assorbimento ¢ la
dispersione del fascio nella matrice del campione. La resa ottimale della fluorescenza permette di

individuare con estrema sensibilita gli elementi in tracce del campione.
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2.4 Quantificazione dei pigmenti

Dalle colture in fase esponenziale sono stati prelevati i campioni utilizzati per la quantificazione dei
pigmenti fotosintetici. Il volume di campione raccolto differisce a seconda della specie. Per
Dunaliella salina 1 mL di coltura & quello piu indicato per ottenere una buona risoluzione dello
spettro di assorbanza. Phaeodactylum tricornutum e Tetraselmis suecica necessitano di un volume
maggiore, di 2 mL, per ottenere una quantificazione il piu precisa possibile. I campioni sono stati
centrifugati a 16000xg per 10 minuti (20°C) per poi rimuovere il surnatante. E stato aggiunto, al
pellet, 1 mL di ammonio formato 0,5 M per risospendere le cellule microalgali. Una nuova
centrifuga a 16000xg per 10 minuti € stata necessaria per separare nuovamente le cellule dalla fase
liquida. Rimosso il surnatante, il pellet ¢ stato trattato diversamente a seconda delle specie. Per
risospendere le cellule di Tetraselmis suecica e di Dunaliella salina ¢ stato aggiunto 1 mL di
acetone 90%. I campioni di Tetraselmis suecica sono stati conservati per 4 giorni a 4°C, pestellati,
per poi essere congelati (-20°C). Questo trattamento favorisce la rottura della parete cellulare di
questa microalga e il rilascio dei pigmenti in acetone 90%. Dunaliella salina, essendo priva di
parete cellulare, non necessita di questo passaggio, ma i suoi campioni sono stati direttamente
congelati (-20°C) per una notte. I campioni di Phaeodactylum tricornutum sono stati risospesi in 1

mL di metanolo e poi congelati (-20°C) per tutta la notte.

Dopo il trattamento, i campioni sono stati centrifugati a 16000xg per 10 minuti. Questo passaggio,
oltre ad essere necessario per raccogliere il surnatante utile alla quantificazione, ci permette di
vedere se effettivamente 1’estrazione dei pigmenti ¢ avvenuta con successo. Infatti, il pellet dopo
centrifugazione, ed una corretta estrazione, deve risultare bianco. Il surnatante viene trasferito in un
nuovo tubo da microcentrifuga e tenuto al buio (per evitare la degradazione dei pigmenti) per

essere quantificato allo spettrofotometro ONDA UV-31.
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Per il bianco (800uL), ¢ stata usata la soluzione necessaria all’estrazione dei pigmenti (acetone

90% o metanolo a seconda della specie), in una cuvetta in quarzo (Quartz SUPRASIL by Hellma

®, light path 10 mm), sul quale ¢ stato acquisito lo spettro di assorbanza tra 750 e 350 nm.

Le assorbanze a 720 nm (Tetraselmis suecica e Dunaliella salina) e a 730 nm (Phaeodactylum
tricornutum) sono state sottratte a quelle indicate nelle formule a seguire (Ritchie, 2006) per il la
quantificazione delle clorofille.

Tetraselmis sucecica, Dunaliella salina (in soluzione di acetone 90%)

Chla (ug/ml) = (—1,7858 X Agy7) + (11,8668 X Aggs)
Chl b (ug/ml) = (18,9775 X Ags7) — (4,895 X Ages)
Phaeodactylum tricornutum (in soluzione di metanolo)
Chla (ug/ml) = (—2,6839 X Ag3) + (13,2654 X Aggs)
Chl c; + ¢, (ug/ml) = (28,8191 X Agz,) — (6,0138 X Ages)

Queste formule sono in grado di stabilire il quantitativo di clorofilla (a, b, ¢) in un volume. Per
ricavare il quantitativo di clorofilla in ogni cellula del nostro campione, il valore ottenuto da ogni

equazione ¢ stato suddiviso per il numero di cellule presenti nel volume di coltura campionato.

2.5 Quantificazione delle proteine

I campioni per la quantificazione delle proteine, come quelli per i pigmenti, sono stati raccolti in

fase esponenziale. Il volume necessario alla quantificazione ¢ di 1 mL per le 2 microalghe verdi e
di 2 mL per la diatomea Phaeodactylum tricornutum. 1 campioni sono stati trattati tutti in acetone
(poi rimosso dopo centrifugazione 16000xg per 10 minuti) per favorire lo sbiancamento del pellet

ed evitare che 1 pigmenti interferiscano con la lettura dell’assorbanza a 750 nm.
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Il protocollo utilizzato segue il metodo di Lowry per la quantificazione delle proteine (Waterborg
& Matthews, 1994). Questo protocollo richiede una retta standard che ci permetta di determinare,
in base ad essa, il quantitativo di proteine del campione, e tre soluzioni chiamate Reagente A, B e

soluzione SDS (Tabella 2 — 3).

Tabella 2-3: soluzioni necessarie alla quantificazione delle proteine (Waterborg & Matthews, 1994)

Reagente A Volume

HO 1/4
CTC 1/4
NaOH 0,8M  1/4
10% SDS 1/4

Reagente B Volume

Folin 1/5
H,O 4/5

Soluzione SDS Concentrazione finale

SDS 10% SDS 1%
NaOH 0,8M NaOH 0,1 M
H,O a volume

La retta standard ¢ stata ottenuta analizzando 13 campioni con una nota concentrazione di
Albumina di Siero Bovino (BSA), in quantita crescente da 0 pug fino a 125 pg. Lo stock di BSA ha

una concentrazione di 1 mg/ml. Alla BSA viene aggiunto un volume di soluzione SDS, tale per cui,

il volume finale sia 500 pL (Tabella 2 — 4).
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Tabella 2-4: retta standard.

BSA (ng) Soluzione SDS (nL) Stock BSA (uL)
0 500 0
5 495 5
10 490 10
15 485 15
20 480 20
30 470 30
40 460 40
50 450 50
60 440 60
70 430 70
80 420 80
90 410 90
115 385 115
125 375 125

Una volta preparata la retta di taratura, sono stati aggiunti 500 pL di soluzione SDS (Tabella 2 — 3)
anche ai campioni microalgali che da questo momento sono stati trattati in egual modo ai campioni
della retta standard. Successivamente, sono stati aggiunti 500 pL. di Reagente A (Tabella 2 —3) a

tutti i campioni, che sono stati vortexati e incubati per 10 minuti.

In fine, ¢ stato aggiunto il Reagente B che necessita, con estrema velocita, che i campioni vengano
vortexati e incubati, in attesa della lettura, per 30 minuti. Il reattivo Folin-Ciocalteu, interagendo
con le proteine in ambiente alcalino, porta al viraggio del colore del campione che in base al

quantitativo di proteine appare pit o meno blu.
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Figure 2-1: retta di taratura che mostra come, la quantita crescente di proteine e quindi ’alcalinita del mezzo, porti al

viraggio del colore del campione.

Dopo 30 minuti i campioni sono stati acquisiti allo spettrofotometro ONDA UV-31, ad una sola

lunghezza d’onda, 750 nm (Waterborg & Matthews, 1994).

Per ’acquisizione ¢ stata usata una cuvetta in quarzo (Quartz SUPRASIL by Hellma ®, light path

10 mm). L’acqua Milli-Q ¢ stata utilizzata come bianco del saggio in un volume pari a 800 pL.

Le assorbanze relative alla retta standard sono state usate per generare una retta con la relativa

equazione:

y=((k-x)+m

In questa equazione la x corrisponde all’incognita e quindi ad i1 pg di proteine nel campione. La y
corrisponde all’assorbanza acquisita; & ¢ il coefficiente angolare (pendenza) della retta; m ¢

I’ordinata del punto di intersezione tra la retta e 1’asse y.

Grazie a questa semplice equazione, ¢ alle assorbanze acquisite, € stato possibile calcolare prima il

contenuto in pg di proteine nella cuvetta per poi determinare tale contenuto in ogni cellula.
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2.6 FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy)

L’analisi FTIR (Spettroscopia IR a trasformata di Fourier) ¢ una tecnica basata sull’assorbimento,
da parte di un solido, liquido o gas, della radiazione infrarossa, attraverso I’analisi delle vibrazioni
dei legami chimici. In questo modo, con ’operazione matematica chiama trasformata di Fourier, &

possibile determinare sia le lunghezze d’onda assorbite che I’intensita di assorbimento.

Nel caso delle microalghe sperimentali, 1’analisi FTIR ha permesso di determinare la composizione
organica della cellula in carboidrati, lipidi e proteine attraverso la vibrazione dei legami chimici dei

gruppi funzionali che li riguardano (Giordano et al., 2001; Hirschmugl et al., 2006; Ferro et al.,

2019; Ratti et al., 2013; Hirschmugl et al., 2006; Jebsen et al., 2012).

I campioni, costituiti da un volume pari a 6 mL di coltura, utili a quest’analisi sono stati raccolti in
fase esponenziale. Una volta centrifugati a 3500xg, e quindi separate le cellule dalla fase liquida,
sono stati effettuati 3 successivi lavaggi in ammonio formato 0,5 M (Domenighini & Giordano,
2009) . La soluzione di ammonio formato ha la medesima concentrazione di sali del mezzo
AMCONA, ma ¢ volatile, per cui una volta esposto il campione ad elevate temperature, la
biomassa microalgale puo essere analizzata senza subire interferenza da possibili precipitati di sali.
Alla fine dei lavaggi, il pellet & stato risospeso in 110 pL di ammonio formato 0,5 M. In volume
pari a 50 pL per replica, ¢ stato posto su dischetti, che fungono da superficie trasparente alla
radiazione infrarossa, e seccati ad una temperatura di 80°C per almeno 4 ore. Insieme ai campioni,

¢ stato preparato anche il bianco, 50 pL di ammonio formato 0,5 M.

E stato utilizzato lo spettrofotometro Bruker Tensor 27 IR ©, accoppiato al Software OPUS 6.0.
Per cui, una volta seccati i campioni, sono stati inseriti nel portacampione dello strumento e
acquisiti. Il bianco ¢ stato acquisito sempre per primo, per poi essere seguito dai campioni. |

campioni sono stati acquisiti nell’intervallo di assorbimento che va da 4000 cm™ a 400 cm™ con
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una risoluzione dello spettro pari a 4 cm™. Quest’intervallo ¢ stato necessario alla quantificazione

dei pool di macromolecole di interesse.

Una volta acquisiti i dati, gli spettri sono stati analizzati nel range di assorbimento tra 1800 cm™ e
700 cm™ in cui ricade I’assorbanza dei legami vibrazionali di lipidi, proteine e carboidrati come

mostra la Tabella 2 — 5.

Macromolecole Spettro di Legami coinvolti
assorbimento (cm™)
Lipidi ~1740 C=0

di gruppi funzionali esteri, per lo piu
provenienti da lipidi e acidi grassi.

Proteine ~1650 C=0
di amidi associati alle proteine.
Carboidrati ~1200-900 C-0-C

dei polisaccaridi.

Tabella 2-5. Tabella che mostra lo spettro di assorbimento FTIR per il pool di macromolecole di interesse (Mario

Giordano et al., 2001).

2.7 Analisi in vivo dell’efficienza fotosintetica: Dual-PAM-100

(Parametri fotosintetici da fluorescenza variabile modulata)

Come detto al paragrafo 1.4, ’energia assorbita dalle clorofille puo seguire tre diverse vie,
fotochimica, dissipazione come calore o emissione di fluorescenza. Questa caratteristica permette,
attraverso particolari protocolli e strumenti ottimizzati per analizzare campioni vegetali, di ottenere
informazioni riguardo 1’utilizzo della luce in fotochimica o la sua dissipazione analizzando la

fluorescenza di campioni vegetali in vivo.
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L’analisi della fluorescenza delle clorofille ha permesso di caratterizzare 1’attivita del PSII nelle tre

specie oggetto di studio. Nel caso di 7. suecica e D. salina & stato possibile valutare

simultaneamente anche lo stato del PSI (assorbanza del P700+), dato di una certa rilevanza nel

presente lavoro di tesi per via del fatto che in esso sono contenuti centri Fe-S. Lo strumento Dual-

PAM-100 permette infatti I’analisi in “doppio canale” (Fluo + P700), caratterizzando quindi in

simultanea PSII e PSI attraverso 1’uso di diverse tipologie di luci.

Luce “di misura”: F ML (5 pmol-m?2-s")(ON Int — 10) ¢ la luce in grado di valutare ed
acquisire la fluorescenza a livello del PSII;

luce attinica (Actinic Light), ¢ la luce in grado di indurre il processo fotosintetico nel
campione, saturando o meno la sua capacita fotosintetica a seconda dell’intensita della
luce;

impulso di saturazione (Saturation Pulse), di elevata intensita (6000 pmol-m2-s™') ma
breve durata (600 ms), che saturando temporaneamente tutti i fotosistemi, permette di
stimare la quantita di energia utilizzata per la fotochimica o dissipata attraverso il calcolo
di numerosi parametri (vedi Tabella 2 — 8).

P ML (ON Int — 15) (Measuring Light) che permette di monitorare continuamente
I’attivita del PSI;

luce nel rosso lontano (Int — 10) (Far Red Light) (720 nm) puo facilmente eccitare il
dimero speciale del PSI poiché assorbita dai pigmenti che lo compongono e ci consente di
determinare la variazione massima del P700 nel passaggio dallo stato completamente

ridotto a quello completamente ossidato (Pm).

In questa tesi sono stati utilizzati dei protocolli di “Light curves”, in cui il campione € esposto a 20

step di illuminazione successivi da 0 a circa 2000 PAR, ognuno della durata di 60 secondi e che si

conclude con un saturation pulse per il calcolo dei vari parametri (Tabella 2-6).
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Parametri

Descrizione

Pm

Y(I)

Y(ND)

Y(NA)

ETR(I)
ETR(I)
Y(ID)

qP

qL
NPQ

Fv/Fm

Variazione massima del P700 nel passaggio allo stato completamente
ridotto a quello completamente ossidato.

Resa quantica fotochimica del PSI che ¢ definito dalla frazione di P700
complessiva che in un dato stato ¢ ridotta e non limitata dal sito
accettore.

Resa quantica non fotochimica di PSI e rappresenta la frazione di P700
complessiva che viene ossidata in un dato stato (Christof & Ulrich,
1994).

Resa quantica non fotochimica di PSI e rappresenta la frazione di P700
complessiva che non puo essere ossidata da un impulso di saturazione
in un dato stato a causa della mancanza di accettori (Christof & Ulrich,
1994).

Trasferimento di elettroni attraverso il PSI (Miyake et al., 2005).
Trasferimento di elettroni attraverso il PSII (Miyake ef al., 2005).
Resa quantica del PSII (Genty et al., 1989).

E una misura complessiva di ricettivita “apertura” dei centri di reazione
del PSII e puo variare da 1 (definito per stato adattato al buio) a 0 (tutti
i centri PS II chiusi).

Frazione dei centri di reazione del PSII aperti e puo variare da 0 ad 1.
Dissipazione di fluorescenza non fotochimica.

Massima efficienza quantistica della fotochimica del PSIIL.

Tabella 2-6: parametri, e relativa descrizione, ottenuti a seguito di una Light Curve necessari alla comprensione

complessiva della cinetica luminosa.

Considereremo solo 3 di questi parametri che serviranno alla comprensione dei risultati:

Y(II) che indica la resa quantica del PSII e puo essere calcolata con la formula (Genty ef al., 1989):

Fm' — F
Yan = —p——
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I valori di questo parametro variano tra 0 e 1, Un campione puo avere nel tempo valori differenti di
Y(II) a seconda dello stato di illuminazione dello stesso. Un valore pari a 0,5 indica che la meta dei
quanti assorbiti ¢ utilizzata per I’evento fotosintetico e la conversione dell’energia luminosa in

chimica, mentre I’altra meta viene dissipata come calore o sotto forma di fluorescenza.

NPQ (non-photochemical quenching) ¢ un parametro che indica la dissipazione di fluorescenza non
fotochimica, cioe non riconducibile all’attivazione per la fotosintesi. Generalmente, la gran parte
del NPQ ¢ riconducibile alla dissipazione di energia assorbita sotto forma di calore, in presenza di
eccesso di energia luminosa con la regolazione negativa del PSII come meccanismo protettivo

dell’apparato fotosintetico e puo essere calcolato attraverso 1’equazione:

Fm
Fm'

NPQ = (-—) —1

Infine, I’ultimo parametro considerato ¢ Y(I) che indica la resa quantica fotochimica del PSI che ¢
definito dalla frazione di P700 complessiva che in un dato stato ¢ ridotta e non limitata dal sito
accettore. Y(I) viene calcolato dalla resa quantica complementare del PSI attraverso i parametri

Y(ND) ed Y(NA).

Y(I) =1 —Y(ND) — Y(NA)

in cui Y(ND) ¢ la frazione complessiva del P700 ossidata in un dato stato, e Y(NA) corrisponde

alla frazione complessiva del P700 che non puo essere ossidata (e effettuare 1’evento fotochimico).

Preparazione delle colture per 1’analisi al Dual-PAM-100:

Le cellule microalgali di T. suecica, D. salina e P. tricornutum in condizione di controllo e a
concentrazione limitante di zolfo sono state contate e poi raccolte attraverso centrifugazione

3500xg per 10 minuti al fine di ottenere:

e 6 milioni di cellule/ml per Tetraselmis suecica

e 6 milioni di cellule/ml per Dunaliella salina
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e 20 milioni di cellule/ml per Phaeodactylum tricornutum

Le cellule di 7. suecica sono state campionate il secondo giorno dall’inoculo, in fase esponenziale e
tenute per una notte al buio per poi valutarne I’efficienza fotosintetica. Le cellule di D. salina e P.
tricornutum sono state campionate il terzo giorno dall’inoculo, esposte per 40 minuti al buio in
modo che la catena di trasporto degli elettroni sia completamente ossidata e i centri di reazione del

PSII siano aperti e pronti ricevere I’impulso della cinetica luminosa (Baker, 2008).

2.8 Estratti di proteine totali e elettroforesi su gel di

poliacrilamide (SDS-PAGE)

Per ottenere degli estratti proteici totali, per prima cosa, sono stati raccolti campioni delle tre specie
Tetraselmis suecica, Dunaliella salina e Phaeodactylum tricornutum, a tutte le condizioni, in fase
esponenziale, in un range che va da 60 a 100 mL. Dopo averli pellettati, e rimosso il surnatante,
sono stati eseguiti tre successivi lavaggi in ammonio formato 0,5 M. Rimosso il surnatante, a
seguito dell’ultimo lavaggio, i campioni sono stati congelati fino all’utilizzo. Il pellet & stato
risospeso in 500 uL di mezzo di estrazione cosi composto: 50 mmol-L! Tris-HCI (pH 8), 1
mmol-L"!' EDTA, 10 mmol-L"' MgCl, (Giordano et al., 2000). Per i campioni di Tetraselmis suecica
e Phaeodactylum tricornuturm la sospensione ottenuta ¢ stata inserita nel portacampione della
Nitrogen Bomb (4639 Cell Disruption Vessel; Parr Instrument Company, Molin, IL, USA) al fine
di ottenere la lisi del campione attraverso la pressione esercitata dall’azoto che entrando nelle
cellule ad una pressione di 2000 psi ¢ 137 bar) per 10 minuti, favorisce la rottura della parete
cellulare. Nel caso di Dunaliella salina, data ’assenza di una parete rigida, |’estrazione ¢ invece
avvenuta manualmente per lisi meccanica utilizzando un omogenizzatore Potter in sostituzione

della bomba ad azoto.
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Al volume di estratto ottenuto (da entrambe le tipologie di rottura delle cellule), ¢ stato aggiunto

del Triton X-100 (0,1 % w/v) e glicerolo (10 % w/v) su un volume finale di 600 pL, vortexato e

tenuto per 15 minuti in ghiaccio. Il campione ¢ stato poi centrifugato a 1500xg per 10 minuti, il cui

surnatante ¢ 'effettivo estratto proteico totale. L’estratto proteico ottenuto ¢ stato quantificato con il

metodo Lowry (Materiali e Metodi 2.4) per ottenerne il quantitativo ug/uL per ogni campione da

utilizzare per la visualizzazione delle proteine in SDS-PAGE (SDS: Sodio Dodecil Solfato; PAGE:

Polyacrilamide Gel Electrophoresis). Il Sodio Dodecil Solfato ¢ un detergente anionico, con carica

negativa, che annulla la carica propria delle proteine ¢ le carica negativamente. Il gel di

poliacrilammide ¢ stato utilizzato ad una concentrazione del 12,5%, cosi costituito (Tabella 2 — 7):

Soluzioni Running (mL) Stacking (mL)
Acrylamide bis-solution % 4,17 0,835
Tris-HC1 pH 8,8 1,5 M 2,5 -

Tris-HCl pH 8,8 0,5 M - 1,25

H,O 3,29 2,895

SDS 10% 0,1 0,05

Temed 0,015 0,0075

APS 10% 0,03 0,015
Volume finale 10 mL 5mL

Tabella 2-7: Soluzioni utilizzate per la preparazione del gel di poliacrilammide: al centro il quantitativo in mL delle

soluzioni per la preparazione del Running gel (che divide le proteine in base al loro peso molecolare) e a destra il

quantitativo in mL delle soluzioni per la preparazione dello Stacking gel (che aiuta I’impacchettamento delle proteine che

in questo modo potranno iniziare a migrare dallo stesso punto di partenza).

I campioni sono stati preparati aggiungendo ad una quantita fissata di estratto proteico (25, 40 o 50

ng proteine), acqua MQ, Sample Buffer 4X (Tris HCI pH 6,8 0,25 M; SDS 4%; glicerolo 40%;
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10% B mercaptoetanolo; 2% pL blu di bromofenolo stock [0,1g/ml]) a volume con MQ) tenuti a
temperatura ambiente per 30 minuti per favorire la solubilizzazione e poi centrifugati a 16000xg
per 5 minuti. Una volta polimerizzato il gel, ¢ stato caricato il surnatante di ogni campione di
estratti proteici in quantita pari a 25 e 50 pg per Dunaliella salina e Tetraselmis suecica, € in

quantita pari a 25 e 40 pg per Phaeodactylum tricornutum (Tabella 2 — 8).

Organismo pg/pL 25 pg (uL) 50 pg (L)

D.s. CTR 6 4,1 8,2
D.s. LS 2,8 8,6 17,3
T.s. CTR 7,8 3,1 6,3
T.s. LS 6,7 3,7 7,4

Organismo pg/pL 25 pg (L) 40 pg (nL)

p.t. CTR 1,7 14,6 23,4
p.t. LS1 1,4 17,3 27,7
p.t. LS2 1,2 19,3 30,9

Tabella 2-8. In Tabella, lungo la seconda colonna, ¢ riportato il risultato dell’estrazione di proteine totali espresso in
ug/ul; sulla terza colonna ¢ indicato il quantitativo in pL dell’estratto proteico da utilizzare per caricare in elettroforesi
25 ng di estratto; mentre nella colonna a destra per 7. suecica e D. salina il quantitativo in pL dell’estratto proteico da

utilizzare per caricare in elettroforesi 50 pg di estratto e per P. tricornutum quello per caricarne 40 pg.

Il marker utilizzato durante la corsa elettroforetica ¢ il Protein Marker IV (pre-stained), PeqGOLD

10-170 KDa (VWR) (Figura 2 — 2).
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Figure 2-2: Protein Marker IV (pre-stained), PeqGOLD 10-170 KDa.

Alla fine della corsa elettroforetica, i gel sono stati colorati in Blue di Coomassie (V1 L: 50%

metanolo; 0,1% Coomassie; 10% acido acetico), che si lega alle proteine attraverso interazioni

ioniche tra i gruppi acidi solfonici e i gruppi amminici delle proteine, oltre che tramite legami di

Van der Waals. Alla colorazione, segue la decolorazione con soluzione Destaining: 30%
metanolo e 10% acido acetico in H20 mQ. L’immagine dei gel ¢ stata acquisita con Chemidoc
XRS + Image (BIO-RAD Laboratories Inc.) che permette di visualizzare il segnale fluorescente

dato dal Coomassie e catturare l'immagine.
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3 Risultati

3.1 Crescita algale

La crescita algale delle specie sperimentali, Tetraselmis suecica, Dunaliella salina e
Phaeodactilum tricornutum, in condizioni di controllo e a concentrazioni limitanti di solfato nel
mezzo di coltura, ¢ stata seguita per 10 giorni. Le concentrazioni sono state scelte dopo alcuni
esperimenti preliminari con diverse concentrazioni di solfato nel mezzo di coltura. Per la
caratterizzazione fisiologica ¢ stata scelta una sola condizione (LS) per le due microalghe verdi
Tetraselmis suecica, Dunaliella salina, ¢ due condizioni limitanti per la diatomea Phaeodactylum
tricornutum (indicate come LS1 e LS2). Queste condizioni in limitazione da solfato sono state
scelte sulla base del fatto che si dimostrano limitanti per la crescita microalgale senza inficiarne la

sopravvivenza.
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Figura 3-1: Immagine delle colture (in alto) e curve di crescita della microalga Tetraselmis suecica in condizione di
controllo (blu) e in condizione limitante da solfato (azzurro). I dati sono presentati come media * deviazione standard (n

:3)

Come si osserva dalle curve di crescita (Figura 3 — 1), Tetraselmis suecica ha una fase lag di 1
giorno per poi avere crescita esponenziale fino al terzo giorno con una densita cellulare di circa 1,8
milioni di cellule/ml per la condizione di controllo e di circa 1,6 milioni di cellule/ml per la
condizione in limitazione da solfato. Dopo il terzo giorno la crescita rallenta raggiungendo lo stato
stazionario. Il numero di cellule al decimo ed ultimo giorno, dall’inizio dell’esperimento, ¢ pari a
circa 2,5 milioni di cellule/ml per il controllo, e 1,7 milioni di cellule/ml per la condizione in
solfato limitazione, quindi si assiste ad un lieve aumento della concentrazione cellulare in coltura

nel controllo ma non in condizioni di limitazione da solfato.
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Figura 3-2: Immagine delle colture (in alto) curve di crescita della microalga Dunaliella salina in condizione di
controllo (verde) e in condizione limitante di solfato (verde chiaro). I dati sono presentati come media + deviazione

standard (n = 3).
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Nel caso di Dunaliella salina in condizioni controllo, la crescita microalgale non mostra una chiara
fase lag, crescendo esponenzialmente sin dal giorno 0 per poi raggiungere il culmine della crescita
esponenziale intorno al 3° — 4° giorno. Al contrario, la condizione in limitazione da solfato ha una
crescita evidentemente rallentata e la fase stazionaria si raggiunge solo nei giorni 9 e 10. Cio
nonostante, Dunaliella salina, come si puo notare dalla (Figura 3 — 2), alla fine della fase
stazionaria raggiunge pressoché il medesimo numero di cellule nei due campioni (circa 3,4 milioni

di cellule/ml).

Phaeodactylum tricornutum, invece, & la microalga, tra le tre, piu sensibile alla carenza di zolfo.
Per questa specie, a causa dell’esigua crescita, le analisi sono state condotte su due concentrazioni
di limitazione da S, di cui LS2 ¢ analoga alle altre specie mentre LS1 ¢ lievemente piu alta ma
comporta comunque una differenza nel colore della coltura. Saranno indicate LS1 e LS2 in cui la

prima ha una concentrazione di solfato 10 pM in piu rispetto alla seconda.
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Figura 3-3:Immagine delle colture (in alto) e delle curve di crescita di Phaeodactylum tricornutum in condizione di
controllo (marrone) e nelle due condizioni in limitazione da solfato LS1 (arancio) e LS2 (rosa). I dati sono presentati

come media + deviazione standard (n = 3).

Come si osserva nella (Figura 3 — 3) la fase lag di questa specie perdura per 1 solo giorno per poi
iniziare a crescere esponenzialmente. La coltura controllo mostra crescita esponenziale per piu
giorni e raggiunge una concentrazione finale di cellule/ml pari a 8 milioni, circa 2,6 volte piu alta
che in condizioni di limitazione da solfato. In entrambe le colture sottoposte a limitazione da
solfato gia al 4 giorno le cellule sembrano entrare in fase stazionaria, dal momento che il numero di

cellule/ml ¢3 milioni) resta pressoché costante nei giorni successivi.

La crescita nelle condizioni scelte ¢ stata ripetuta in diverse repliche sperimentali al fine di
campionare in fase medio-esponenziale per le varie analisi per la caratterizzazione fisiologica delle

colture di seguito presentate.

3.2 Tasso massimo di crescita

11 tasso massimo di crescita ¢ stato determinato considerando la fase esponenziale delle curve di
crescita mostrate in (Figura 3 — 1, 2, 3). L’intervallo temporale utilizzato per il calcolo ¢ quindi sia

specie — che condizione — specifico.

Tetraselmis suecica ha un tasso massimo di crescita per la condizione di controllo pari ad una

media di pmax = 0,88 £ 0,10. Non dissimile ¢ la media dei valori per la condizione in limitazione da

solfato, per cui si ha un valore pmax = 0,86 £ 0,11.

Dunaliella salina, tra le tre specie, ¢ quella con il piu basso tasso di crescita che in questo caso ha

valori pmax = 0,41 + 0,06 per la condizione di controllo, € pmax = 0, 35 £ 0,02 per la condizione in

limitazione da solfato. Da notare che I’intervallo temporale utilizzato per il calcolo del tasso

massimo di crescita per la condizione di controllo (giorni 1 —4) differisce da quello esaminato per
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la condizione in solfato limitazione (giorni 3 — 7) a causa di un evidente prolungamento della fase

lag in questi ultimi.

Infine, la diatomea Phaeodactylum tricornutum, mostra il piu alto tasso massimo di crescita in

condizione di controllo (umax = 1,24 £ 0,11), con valori decrescenti per le due condizioni in

limitazione da solfato LS1 (tmax = 0,92 £ 0,02) e LS2 (pmax = 0,84 £ 0,10). Nonostante il tasso di

crescita sia comunque alto in condizioni di limitazione da solfato, va sottolineato che in questi

campioni la crescita si arresta molto repentinamente rispetto al controllo (Figura 3 — 4).
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Figura 3-4: Tasso di crescita massimo (umax) g, di Tetraselmis suecica (blu), Dunaliella salina (verde) e Phaeodactylum

tricornutum (arancio) mostrato sia per la condizione di controllo che per le condizioni in solfato-limitazione.

L’istogramma a sinistra rappresenta la condizione di controllo per ogni specie. A seguire le condizioni sperimentali, 2 per

P. tricornutum (istogramma centrale LS1, istogramma a destra LS2), ed 1 per 7. suecica e D. salina (a destra LS). I dati

sono presentati come media + deviazione standard (n = 3). La significativita statistica ¢ stata determinata attraverso

I’analisi statistica T-Test. Per Phaeodactylum tricornutum ¢ stata eseguita 1’analisi statistica ANOVA ed il Turkey-

Kramer post-hoc test di cui si mostra la significativita, tra le tre condizioni (significativita statistica indicata dagli

asterischi relativi ai raggruppamenti). Gli asterischi rappresentano la significativita statistica della variazione del

quantitativo di proteine rispetto alla condizione di controllo (* = p < 0.05; ** =p < 0.005; *** =p < 0.0005).
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3.3 Biomassa e quantificazione di carbonio e azoto cellulare

Come tutte le precedenti analisi, anche la biomassa cellulare, espressa in pg/cell, € stata valutata in
Tetraselmis suecica, Dunaliella salina € Phaeodactylum tricornutum in condizione di controllo e

nelle rispettive condizioni di limitazione da solfato da campioni in fase esponenziale (Figura 3 —5).
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Figura 3-5: Peso secco cellulare (pg/cell) di: Tetraselmis suecica in condizione di controllo (blu) e in limitazione da
solfato pari a LS (azzurro); Dunaliella salina in condizione di controllo (verde scuro) e in limitazione da solfato LS
(verde chiaro); Phaeodactylum tricornutum in condizione di controllo (marrone), in limitazione da solfato LS1 (arancio)
e LS2 (rosa). Gli asterischi rappresentano la significativita statistica della variazione del quantitativo di proteine rispetto
alla condizione di controllo (t test; * =p < 0.05; ** =p < 0.005; *** = p < 0.0005). Per Phaeodactylum tricornutum ¢&
stata eseguita 1’analisi statistica ANOVA ed il Turkey-Kramer post-hoc (* =p < 0.05; ** =p < 0.005; *** =p < 0.0005)
test di cui si mostra la significativita, tra le tre condizioni (significativita statistica indicata dagli asterischi relativi ai
raggruppamenti).

I dati di biomassa di Tetraselmis suecica in condizione di controllo e in limitazione da solfato

mostrano un peso cellulare secco sostanzialmente invariato.

Dunaliella salina, all’opposto di Tetraselmis suecica, mostra un incremento del peso secco in

condizione limitante da solfato del 30% rispetto alla condizione di controllo.

In Phaeodactylum tricornutum il peso cellulare secco mostra un andamento crescente a partire

dalla condizione di controllo (7 0,5 pg/cell), passando per la prima condizione in limitazione da
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solfato LS1 (23 £ 10 pg/cell), fino ad arrivare al peso massimo di 29 + 11 pg/cell in condizione di

limitazione di solfato pari a LS2.

Il pellet cellulare seccato ¢ anche stato utilizzato per 1’analisi del quantitativo di carbonio e azoto

nei diversi campioni in analisi.
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Figura 3-6: Composizione cellulare di Tetraselmis suecica del quantitativo di azoto (pg/cell) (a sinistra), di carbonio
(pg/cell) (al centro) e del loro rapporto (a destra) in condizione di controllo (blu) e in limitazione da solfato LS (azzurro).

a seguito dell’analisi statistica T-Test non sono emerse differenze significative.

Tetraselmis suecica non mostra differenze significative nei due campioni né per quanto riguarda il

contenuto cellulare di C ed N né per il rapporto tra questi due elementi. (Figura 3 — 6).
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Figura 3-7: Composizione cellulare di Dunaliella salina del quantitativo di azoto (pg/cell) (a sinistra), di carbonio
(pg/cell) (al centro) e del loro rapporto (a destra) in condizione di controllo (verde scuro) e in limitazione da solfato
(verde chiaro).. Gli asterischi rappresentano la significativita statistica della variabilita del contenuto in pg/cell di

carbonio e azoto, e del loro rapporto, tra la condizione di controllo e quella in limitazione di solfato (t test; * =p < 0.05).
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In Dunaliella salina la differenza nel quantitativo in pg/cell di azoto e carbonio tra la condizione di
controllo e quella in limitazione da solfato LS ¢ piu marcata rispetto a quella esistente in
Tetraselmis suecica. 11 quantitativo di azoto in condizione di solfato-limitazione tende all’aumento,
rispetto alla condizione di controllo, mostrando una differenza che pero non risulta statisticamente
significativa, mentre, il quantitativo di carbonio ¢ 1,5 volte superiore in condizione limitante da
solfato (73,9 + 10 pg/cell) rispetto alla condizione di controllo in cui si ha un valore espresso in
pg/cell pari a 48,7 + 5. Infine, il rapporto tra i due elementi ha valore di 11,9 £ 1 in condizione di

controllo, € 9,6 + 1,8 in limitazione da solfato LS (Figura 3 — 7).
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Figura 3-8: Composizione cellulare di Phaeodactylum tricornutum del quantitativo di azoto (pg/cell) (a sinistra), di
carbonio (pg/cell) (al centro) e del loro rapporto (a destra) in condizione di controllo (marrone) e limitante di solfato LS1
(arancio) e LS2 (rosa). La significativita statistica ¢ stata determinata attraverso ’analisi statistica ANOVA con il
Turkey-Kramer post-hoc test di cui si mostra la significativita, tra le tre condizioni (significativita statistica indicata dagli
asterischi relativi ai raggruppamenti). Gli asterischi rappresentano la significativita statistica della variabilita del
contenuto in pg/cell di carbonio e azoto, e del loro rapporto, tra la condizione di controllo e quelle in limitazione di

solfato (* = p < 0.05; ** =p < 0.005; *** =p <0.0005).

Phaeodactylum tricornutum mostra un andamento crescente nel quantitativo di azoto e carbonio al
diminuire del quantitativo di solfato nel mezzo. Il quantitativo di azoto in condizione di controllo
pari a 0,6 = 0,06 pg/cell, ¢ 2,8 volte inferiore rispetto alla condizione in limitazione di solfato LS1
(1,75 £ 0,6 pg/cell) e 4 volte inferiore rispetto alla condizione limitante da solfato LS2 (2,45 + 1,1

pg/cell). 11 valore del quantitativo di carbonio per la condizione di controllo ¢ 4 + 0,6 pg/cell, 2,8
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volte inferiore del quantitativo presente in condizione di limitazione da solfato LS1 (11,33 + 4,4

pg/cell) e 3,75 volte inferiore al quantitativo di carbonio della condizione limitante di solfato LS2

(15 £ 6,5 pg/cell). Mostrando il medesimo andamento crescente, il rapporto tra i due elementi resta
pressoché costante, con valore 6,43 + 0,2 in condizione di controllo, 6,47 + 0,5 in condizione di

limitazione da solfato LS1 ¢ 6,2 + 0,2 in solfato-limitazione LS2 (Figura 3 — 8).

3.4 Quantificazione dello zolfo

La quantificazione degli elementi in traccia, attraverso 1’analisi della fluorescenza a raggi X a
riflessione totale, ha permesso di quantificare I’elemento zolfo per i campioni delle tre specie in

condizione di controllo e limitante di solfato.
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Figura 3-9: quantificazione dello zolfo (pg/cell) in Tetraselmis suecica (a sinistra) in condizione di controllo n =3 (blu) e
in limitazione da solfato n = 3 (azzurro); Dunaliella salina (al centro) in condizione di controllo n =7 (verde scuro) e in
limitazione da solfato n = 8 (verde chiaro); Phaeodactylum tricornutum (a destra) in condizione di controllo n =8
(marrone) e in limitazione da solfato LS1 n =7 (arancio) e LS2 n = 6 (rosa). ). Gli asterischi rappresentano la
significativita statistica della variazione del quantitativo di proteine rispetto alla condizione di controllo (t test; * =p <
0.05; ** =p <0.005; *** = p <0.0005). Per Phaeodactylum tricornutum ¢ stata eseguita 1’analisi statistica ANOVA ed il
Turkey-Kramer post-hoc (* = p < 0.05; ** =p <0.005; *** =p <0.0005) test di cui si mostra la significativita, tra le tre

condizioni (significativita statistica indicata dagli asterischi relativi ai raggruppamenti).
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La quantificazione dell’elemento zolfo di Tetraselmis suecica mostra un decremento della quantita
di zolfo in condizione di crescita con meno solfato. In Dunaliella salina questa diminuzione ¢
statisticamente significativa come visibile dalla Figura 3 — 9. In Phaeodactylum tricornutum si ha
invece piu zolfo cellulare nelle cellule che crescono in limitazione da solfato (LS1, LS2), con un
incremento statisticamente significativo tra la condizione di controllo e quella limitante da solfato

LS2, rispetto al contenuto di cellule nella coltura controllo.

Organismo C/S
T.s. CTR 102,8

T.s. LS 164,6

D.s. CTR 213,7

D.s. LS 5929

Pt CTR 85,8

Pt LS1 192,4

Pt LS2 192,6

Tabella 3-1: in tabella vengono mostrati i valori derivanti dal rapporto carbonio/zolfo in condizione di controllo (CTR) e

in limitazione di solfato (LS) per tutte le specie.

Dalla quantificazione di carbonio e zolfo ¢ stato possibile ottenere il rapporto tra i due elementi che
come visibile dalla Tabella 3 — 1 subisce un incremento in carenza di solfato in tutte e tre le specie.
Nello specifico, in Tetraselmis suecica si ha un decremento di tale rapporto di 1,6 volte in
condizione di controllo rispetto a quella in limitazione da solfato. In Dunaliella salina tale rapporto
subisce un incremento di 2,7 volte in condizione LS rispetto a quella di CTR. Infine, in
Phaeodactylum tricornutum le condizioni in carenza di solfato hanno mostrano il valore di tale

rapporto incrementato di 2,2 volte rispetto alla condizione di controllo.
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3.5 Analisi dei pigmenti

Attraverso le analisi dei pigmenti € stato possibile determinare il contenuto in clorofille delle tre
specie Tetraselmis suecica, Dunaliella salina e Phaeodactylum tricornutum sia in condizioni di

controllo che in condizioni di limitazione da solfato.

Chlb (T.s.eD.s.)
Chl citc2 (P. t.)

Chl a/Chl b (T. s e
D. s.) Chl a/Chl

Specie Chl a
(pg/cell)

(pg/cell)

crrc2(P.t)

T. suecica CTR
T. suecica LS
D. salina CTR

D. salina LS

1,61 (£ 0,26)
2,53 (x0,57)***
1,56 (£ 0,26)

1,09 (£ 0,13)***

0,84 (£ 0,16)
1,31 (£ 0,33)***
0,32 (£ 0,05)

0,19 (¥ 0,02)***

1,92 (+ 0,1)
1,96 (+ 0,1)
4,93 (£ 0,12)

5,58 (+ 0,15)***

P. tricornutum CTR 0,13 (+ 0,01) 0,01 (+ 0,001) 6,85 (+ 0,55)

P. tricornutum LS1 0,15 (+ 0,02) * 0,02 (+ 0,003) 7,33(x0,7)

P. tricornutum LS2 0,17 (+ 0,02) * (u4) 0,02 (+ 0,003) 8,36 (+ 1,18) (#)

Tabella 3-2:Contenuto di clorofilla a e b in Tetraselmis suecica e Dunaliella salina; contenuto di clorofillaa e ¢ in
Phaeodactylum tricornutum in condizioni di controllo e nelle varie concentrazioni limitanti di zolfo. I dati sono presentati
come media + deviazione standard (7. suecica n=13; D. salinan =11, P. tricornutum CTR n=8, LS1n=7,1LS2 n=
6). La significativita statistica ¢ stata determinata attraverso 1’analisi statistica T-Test. Gli asterischi rappresentano la
significativita statistica della variazione del quantitativo di proteine rispetto alla condizione di controllo (* =p < 0.05; **
=p <0.005; *** =p < 0.0005). Per Phaeodactylum tricornutum ¢ stata eseguita 1’analisi statistica ANOVA ed il Turkey-
Kramer post-hoc test di cui si mostra la significativita, tra le tre condizioni (significativita statistica indicata dagli

asterischi rispetto alla condizione di controllo e dal cancelletto tra le condizioni in limitazione da solfato).
Dalla Tabella 3 — 1 si evince che il contenuto in clorofilla a di Tetraselmis suecica in condizione
limitante da zolfo & piu elevato (2,53 £0,57 pg/cell) di quella in condizione di controllo (1,61 +
0,26 pg/cell). Lo stesso vale per il contenuto in clorofilla b che ¢ pari a 1,3 + 0,33 pg/cell in
condizione limitante di zolfo, piu alto di 0,84 + 0,16 pg/cell che ¢ il dato ottenuto in condizione di

controllo. Il rapporto clorofilla a/b invece si dimostra essere costante tra le due condizioni.
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In Dunaliella salina il contenuto di clorofilla a € pari a 1,56 + 0,26 pg/cell in condizione di
controllo mentre cala a 1,09 + 0,13 pg/cell per la condizione di crescita in limitazione da zolfo.
Anche il contenuto di b diminuisce in condizioni di limitazione da solfato. Nonostante il
decremento di entrambi i tipi di clorofilla, il loro rapporto varia ed ¢ pari a circa 5,6 in condizione

limitante da zolfo e 4,9 nel controllo.

Phaeodactylum tricornutum mostra un andamento crescente nel contenuto di clorofilla a, ¢;+c2, e
nel loro rapporto, dalla condizione di controllo alla condizione piu limitante in contenuto di solfato
nel mezzo (LS2). Nello specifico in condizione di controllo mostra un contenuto in clorofilla @ pari
a 0,13 £ 0,01 pg/cell; per LS1 e LS2 si ha un contenuto di clorofilla a rispettivamente di 0,15 + 0,02
e 0,17 £ 0,02 pg/cell. I dati di clorofilla ¢;+c> non mostrano differenze statisticamente significative,
mentre i rapporti tra le clorofille sono pari a 6,85 +0,55 (CTR), 7,33 + 0,7 (LS1), 8,36 + 1,18 (LS2)

mostrando una differenza significativa solo tra le due condizioni di solfato-limitazione.

3.6 Quantificazione delle proteine

Attraverso il protocollo Lowry sono state quantificate le proteine in tutte le specie e a tutte le
condizioni di crescita. I dati acquisiti dall’analisi spettrofotometrica hanno permesso di esprimere il

contenuto di proteine in peso (pg/cell).
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Figura 3-10: Quantificazione delle proteine espresse come pg/cell, in Tetraselmis suecica (blu), Dunaliella salina (verde)

e Phaeodactylum tricornutum (marrone) sia per la condizione di controllo (istogrammi a sinistra) che per le condizioni in

limitazione da zolfo (istogrammi a destra). I dati sono presentati come media + deviazione standard (7. suecica CTR n =

9,LSn=28; D. salinan=11; P. tricornutum CTR n =8, 10 LS1 n= 6, LS2 n = 6). La significativita statistica ¢ stata

determinata attraverso I’analisi statistica T-Test. Gli asterischi rappresentano la significativita statistica della variazione

del quantitativo di proteine (* =p < 0.05; ** =p <0.005; *** =p < 0.0005). Per Phaeodactylum tricornutum ¢ stata

eseguita 1’analisi statistica ANOVA ed il Turkey-Kramer post-hoc test di cui si mostra la significativita, tra le tre

condizioni (significativita statistica indicata dagli asterischi relativi ai raggruppamenti).

E interessante notare, dalla Figura 3 — 10, come in condizioni di limitazione di zolfo, il contenuto

proteico cellulare aumenti, a prescindere dalla specie considerata. Il contenuto di proteine in

Tetraselmis suecica varia notevolmente tra la condizione di controllo (32 + 8 pg/cell) e quella in

limitazione da zolfo (54,5 £ 9,2 pg/cell). Questa differenza ¢ visibile anche in Dunaliella salina che

in condizione di controllo ha un contenuto proteico cellulare espresso in pg/cell paria 35,4 + 7,1,

mentre in limitazione da solfato LS ha un contenuto proteico di 46,3 +7,9 pg/cell. Infine, anche per

Phaeodactylum tricornutum, si ha questo incremento nel contenuto proteico passando dalla

condizione di controllo (6,8 + 0,5 pg/cell), alla prima condizione limitante LS1 (16 £ 4,2 pg/cell)

per poi giungere alla condizione in limitazione da zolfo LS2 (20,8 + 4,4 pg/cell).
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3.7 Spettroscopia FTIR, rapporti delle macromolecole.

Grazie alla spettroscopia infrarossa, sono stati acquisiti dati sui rapporti macromolecolari delle
specie T. suecica, D. salina e P. tricornutum per valutare come essi cambiano tra la condizione di

controllo e la condizione in limitazione da zolfo.

Attraverso i rapporti FTIR e la quantificazione delle proteine con metodo Lowry (Materiali e
Metodi 2.5; Risultati 3.6), ¢ stato, inoltre, possibile risalire alla quantificazione stimata di lipidi e

carboidrati, i cui risultati sono stati normalizzati sul controllo, che ha valore 1.
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Figura 3-11: in figura sono mostrati i rapporti tra le macromolecole in: Tetraselmis suecica (in alto) in condizione di

controllo (blu) e in condizione di limitazione dal solfato (LS) (azzurro); in Dunaliella salina (al centro) in condizione di

controllo (verde scuro) e in condizione di limitazione dal solfato (LS) (verde chiaro); in Phaeodactylum tricornutum in

condizione di controllo (marrone) e in condizione di limitazione dal solfato (LS1, arancio; LS2 rosa). Nella figura a

sinistra viene mostrato il rapporto lipidi-proteine, in quella centrale il rapporto lipidi-carboidrati, mentre a destra il
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rapporto carboidrati proteine. I dati sono presentati come media * deviazione standard: Tetraselmis suecica, Dunaliella
salina n = 12 campioni provenienti da 6 repliche biologiche indipendenti per tutte e due le condizioni; Phaeodactylum
tricornutum n = 4 campioni provenienti da 2 repliche biologiche indipendenti per tutte le tre condizioni. La significativita
statistica ¢ stata determinata attraverso 1’analisi statistica T-Test mentre per Phaeodactylum tricornutum ¢ stata eseguita
I’ANOVA ed il Turkey-Kramer post-hoc test di cui si mostra la significativita, tra le tre condizioni (significativita
statistica indicata dagli asterischi relativi ai raggruppamenti). Gli asterischi rappresentano la significativita statistica dei

rapporti FTIR tra le macromolecole (* = p < 0.05; ** = p <0.005; *** = p <0.0005).

Come si pio notare dalla Figura 3 — 11 (in alto), nel caso di Tetraselmis suecica, solo il rapporto
carboidrati/proteine mostra una differenza statisticamente significativa, con un calo in limitazione
da solfato rispetto al controllo. I rapporti tra lipidi/proteine e quello tra lipidi/carboidrati restano

invece pressoch¢ invariati.

In Dunaliella salina, il rapporto lipidi/proteine resta pressoche invariato nelle due condizioni di
crescita, mentre il rapporto lipidi carboidrati mostra un calo in limitazione da solfato ed il rapporto

carboidrati/proteine, al contrario, un aumento.

Phaeodactylum tricornutum & la specie che mostra le differenze pitt marcate in limitazione da
solfato. Sia il rapporto lipidi/proteine che, in misura maggiore, il rapporto lipidi/carboidrati
aumentano a seguito della limitazione da solfato. Il rapporto carboidrati /proteine, al contrario, cala.

(Figura 3 — 11, in basso).
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Figura 3-12: semiquantificazione di carboidrati (a sinistra) e lipidi (al centro) e dati normalizzati della quantificazione
delle proteine (a destra) (7.s. CTR n=9, LSn=8n; D.s. n=11; P.t. CTR n=8, LS1 n=6, LS2 n=06) in: Tetraselmis
suecica (in alto) in condizione di controllo (blu) e in condizione di limitazione dal solfato (LS) (azzurro); in Dunaliella
salina (al centro) in condizione di controllo (verde scuro) e in condizione di limitazione dal solfato (LS) (verde chiaro); in
Phaeodactylum tricornutum in condizione di controllo (marrone) e in condizione di limitazione dal solfato (LS1, arancio;
LS2 rosa). I dati sono presentati come media  deviazione standard: Tetraselmis suecica, Dunaliella salina n =12
campioni provenienti da 6 repliche biologiche indipendenti per tutte e due le condizioni; Phaeodactylum tricornutum n =

4 campioni provenienti da 2 repliche biologiche indipendenti per tutte le tre condizioni.
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La Figura 3-12 mostra la semiquantificazione di carboidrati e lipidi ottenuta dai dati del contenuto
in proteine per cellula e dati rapporti macromolecolari del FTIR. Per ogni pool macromolecolare e
specie in analisi, i valori sono normalizzati al valore nella condizione controllo, che risulta quindi
pari a 1 in tutti i pannelli. Il trend generale, piu accentuato nel caso di Phaeodactylum, € I’amento

del contenuto di tutte le macromolecole nelle cellule in limitazione da solfato.

3.8 Efficienza fotosintetica

L’efficienza fotosintetica dei campioni ¢ stata misurata PSI che per PSII in Tetraselmis suecica e
Dunaliella salina, mentre nel caso di Phaeodactylum tricornutum sono state condotte analisi solo
di fluorescenza in vivo, caratterizzando quindi solamente 1’attivita del PSIL. I campioni sono stati
esposti ad intensita luminosa crescente da 0 a circa 2000 umol - m? - s”!, al fine di valutare
I’efficienza dei fotosistemi e I’attivazione dei meccanismi di fotoprotezione al crescere
dell’intensita luminosa. La massima efficienza quantica della resa fotochimica del PSII ¢ indicata
dal parametro Fv/Fm ed ¢ presentata in Figura 3 — 13 per tutte le specie. In Tetraselmis suecica e
in Phaeodactylum tricornutum i valori di Fv/Fm sono simili nelle diverse condizioni di crescita. In
Dunaliella salina invece il parametro Fv/Fm in condizione di controllo ha valori pari a 0,6 + 0,02,

mentre il solfato limitazione ha valori pari a 0,69 + 0,018.
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Figura 3-13: valori di Fv/Fm di: Tetraselmis suecica (a sinistra) in condizione di controllo n = 10 (blu) e in limitazione
da solfato n = 11 (azzurro); Dunaliella salina (al centro) in condizione di controllo n = 7 (verde scuro) e in limitazione da
solfato n = 7 (verde chiaro); Phaeodactylum tricornutum (a destra) in condizione di controllo n = 11 (marrone) ¢ in

limitazione da solfato LS1 n =13 (arancio) e LS2 n =11 (rosa).

In Tetraselmis suecica Y (I1), parametro che indica la resa quantica del PSII e quindi stima la
frazione di energia luminosa fornita che viene utilizzata per la fotosintesi, diminuisce in risposta ad
un aumento di intensita luminosa in maniera simile in cellule in condizione di controllo e in quelle
sottoposte a limitazione da solfato. Si tratta di una risposta comunemente registrata in cellule
vegetali, dal momento che aumentando I’intensita luminosa una frazione minore di essa viene
utilizzata per la fotochimica. In parallelo, il parametro NPQ, che stima la dissipazione dell’energia
assorbita sotto forma di calore, aumenta al crescere dell’intensita luminosa. Anche in questo caso,
le differenze tra i campioni sono praticamente nulle. La resa quantica del PSI, Y(I), mostra un
andamento in risposta alla light curve simile al corrispondente parametro del PSII, diminuendo al
crescere della luce. Cellule in limitazione da solfato mostrano valori pari o lievemente superiori

rispetto al controllo (Figura 3 — 14).
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Figura 3-14: valori dei parametri Y (II), NPQ e Y(I) nella microalga Tetraselmis suecica in condizione di controllo n = 10

(blu) e in condizione limitante di solfato n = 11 (azzurro).

In Dunaliella salina 1’andamento dei parametri € simile a quanto visto per Tetraselmis suecica con

Y(II) e Y(I) che calano all’aumentare della luce attinica mentre I’NPQ aumenta all’aumentare della
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luce. Nel caso del Y(II), il campione in limitazione da solfato mostra una resa lievemente maggiore

rispetto al controllo fino ad intensita luminosa tra 1300 per poi esser simili. (Figura 3 — 15).
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Figura 3-15: valori dei parametri Y (II), NPQ e Y(I) nella microalga Dunaliella salina in condizione di controllo n =7

(verde scuro) e in condizione limitante di solfato n = 7 (verde chiaro).
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In Phaeodactylum tricornutum la resa quantica del PSII ha valori molto simili tra la condizione di
controllo e quelle in limitazione da solfato, cosi come i valori di NPQ che si attiva a partire dai 400
umol - m™ - 5!, In questo caso sono mostrati i dati fino a circa 500 umol - m? - s' dal momento che
per intensita di luce superiori la cinetica risulta particolarmente rumorosa. Questo ¢ dovuto in parte
al fatto che I’ottimizzazione del protocollo di misura per Phaeodactylum tricornutum ¢ ancora in

fase di perfezionamento (Figura 3 — 16).
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Figura 3-16: valori dei parametri Y (II), NPQ e nella microalga Phaeodactylum tricornutum in condizione di controllo n

=4 (marrone) e in condizione limitante di solfato LS1, LS2 n = 6 (arancione) n = 3 (rosa).
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3.9 Estratti proteici totali

Estratti proteici totali delle diverse specie coltivate in condizione controllo o limitazione di solfato
sono state confrontate tramite elettroforesi SDS-PAGE e colorazione con Coomassie. Si tratta al
momento di analisi preliminari, in quanto ¢ tuttora in corso I’ottimizzazione delle quantita di
estratti da caricare su gel, ma che comunque forniscono alcune indicazioni su possibili differenze
tra i campioni. Pur utilizzando la colorazione con Coomassie, quindi una colorazione per proteine
totali, € possibile in estratti vegetali individuare, con buona probabilita di successiva conferma con
altre tecniche, le bande relative alla subunita maggiore della proteina rubisco (Rbc LSU) e alle
proteine antenna (LHC). Si tratta di proteine che hanno, rispettivamente, un peso di circa 50-55
kDa (Rbc LSU) e 17-30 kDa (LHC, presenti in diverse isoforme) e sono frequentemente tra le
proteine piu espresse nelle cellule vegetali, e quindi tra le bande piu intense visibili in estratti totali
dopo corsa elettroforetica. Inoltre, nel caso di D. salina e P. tricornutum, dati di letteratura possono
aiutare ad individuare le bande di interesse (Giordano et al., 2000; Grouneva et al., 2011), come

indicato in Figura 3 — 17.
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Figura 3-17: estratti proteici di Tetraselmis suecica, Dunaliella salina e Phaeodactylum tricornutum visualizzati in un

gel di poliacrilammide. I nomi in alto riportano la condizione di coltivazione delle alghe da cui sono stati ottenuti gli
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estratti e la quantita di estratto proteico utilizzato (ug). A sinistra le frecce e il peso molecolare riportati sono quelli del
Protein Marker PeqGOLD (VWR), mentre a destra, le frecce in verde riportano in alto la posizione della Rubisco LSU e
in basso probabilmente dei complessi antenna e quelle in rosso riportano eventuali differenze tra la condizione di

controllo e quella in limitazione da solfato in una data specie.

In tutte le specie, la banda con peso molecolare di circa 54 kDa, che quindi probabilmente
corrisponde alla Rbe LSU, nei campioni in deprivazione di zolfo, subisce un decremento, visibile
dalla diminuzione di intensita della banda. Questa diminuzione ¢ soprattutto visibile sui campioni
da 25 pg di tutte le specie, poiché, probabilmente 50 ug ¢ un quantitativo troppo elevato per

permettere una netta distinzione tra le diverse condizioni.

Conclusione simile si puo trarre per le bande probabilmente riconducibili a LHC in Dunaliella
salina (LHCII) (bande a 29 kDa, identificata come LHC da Giordano ef al., 2000 tramite MS e
Phaeodactylum tricornutum (LHCY) (bande a circa 20 kDa, identificate per confronto con il lavoro
di Grouneva et al., 2011, mentre nel caso di Tetraselmis suecica questa diminuzione € meno
evidente cosi come risulta piu difficile ’identificazione della banda di interesse (Figura 3 — 17).
Probabilmente la banda intorno a 25 kDa, potrebbe essere ricondotta ai complessi antenna per

analogia della banda riportata in Smith & Alberte, 1991 per Tetraselmis spp.

Altre bande, indicate con frecce rosse in figura in Dunaliella salina, mostrano intensita
differenziale tra controllo e condizioni di limitazione da zolfo. Sembrano quindi esserci nelle
differenze nel proteoma nelle due condizioni, che andranno dapprima confermate tramite repliche
sperimentali e I’identita delle proteine differenzialmente espresse confermata con metodologie piu

adatte allo scopo, quali immunoblotting e spettrometria di massa.
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4 Discussione e conclusione

Nell’oceano attuale il solfato € uno dei nutrienti piu abbondanti in concentrazione, pari 28 — 30 mM
(Giordano et al., 2008), ma non ¢ stato sempre cosi. La sua concentrazione ¢ stata caratterizzata da
una forte variabilita, nel corso delle ere geologiche, e questo ci permette di capire I’andamento
della crescita delle microalghe, prese in esame, in carenza di solfato. Come visibile dalle curve di
crescita (Figure 3 — 1, 2, 3), la bassa concentrazione di solfato nel mezzo non ha un effetto drastico
sulla crescita della specie Tetraselmis suecica, appartenente all’ordine delle Chlorodendrales
caratterizzata da una precoce divergenza dalle “core Chlorophytes”, evolutasi nelle acque
oceaniche del tardo Proterozoico (~1200 mya) (Tappan, 1980; Knoll, 2003) a concentrazione di
solfato pari a 1-5 mM (Shen et al., 2002) (Canfield, 2004; Kah et al., 2004). Nelle stesse acque,
poco dopo le Chlorodendrales, si sono evolute e affermate anche le Chlamydomonadales, come
Dunaliella salina, per cui anche in questo caso, basse concentrazioni di solfato non hanno un grave
effetto su di essa. L’effetto piu evidente sulla crescita a concentrazioni limitanti di solfato ¢ visibile
nelle colture di Phaeodactylum tricornutum, appartenente all’ordine Naviculales, che ha subito
un’ascesa evolutiva a concentrazioni di solfato oceanico simili a quelle attuali tra 13 — 27 mM
(tardo Paleozoico — inizio Mesozoico). In conclusione la crescita in carenza di solfato, delle
microalghe sperimentali, appare si rallentata, ma con un andamento che ¢ tipico della specie in
relazione al periodo geologico in cui essa si ¢ evoluta. Questo ¢ in accordo con la “Sulfate
Facilitation Hypothesis” (Ratti ef al., 2011), secondo la quale la concentrazione del solfato

oceanico ha favorito 1’ascesa delle microalghe con basso rapporto C:S, quali le diatomee.

In aggiunta alla crescita, altre analisi fisiologiche dimostrano la presenza di differenze specie-
specifiche alla carenza di zolfo. Ad esempio, a differenza di Tetraselmis suecica, sia le cellule di
Dunaliella salina che di Phaeodactylum tricornutum in carenza di solfato sono caratterizzate da

una maggiore biomassa, come dimostrato dal piu alto peso secco / cellula (Figura 3 — 5).
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La capacita di accumulare biomassa pur in condizioni di stress, quale puo esser la limitazione in un
macronutriente, ¢ spiegabile nei campioni in analisi grazie alla caratterizzazione della fotosintesi in
vivo. La resa quantica dei fotosistemi, infatti, non risulta affatto compromessa dalla carenza di
solfato (Figure 3 — 12, 13, 14, 15). Questo ¢ probabilmente il risultato della capacita delle specie in
analisi di acclimatare il proprio apparato fotosintetico alle diverse condizioni ambientali, che
tipicamente consistono in una variazione del contenuto di antenne e/o PSII core (centri di
reazione), come gia visto in letteratura (Gundermann et al., 2013; Smith et al., 1990) e nelle stesse
specie oggetto di studio in altri progetti attivi nel laboratorio. Nel particolare, in condizioni di
carenza da solfato Tetraselmis suecica aumenta il suo contenuto di clorofille per cellula, pur non
variando il loro rapporto qualitativo, suggerendo 1’accumulo di una maggiore quantita di proteine
antenna e di fotosistemi senza variare il rapporto relativo tra queste due componenti. Al contrario,
in Dunaliella salina cala il contenuto di clorofille per cellula, e varia anche il rapporto chl a/b,
suggerendo un calo delle proteine antenna, che tipicamente legano anche clorofilla b, in relazione
alla quantita di centri di reazione, sede questi ultimi del processo fotochimico. Questa ipotesi €
supportata dal calo della banda identificabile come LHC nel campione in carenza di solfato.
Phaeodactylum tricornutum mostra un comportamento ancora diverso, in cui il contenuto chl
a/cellula aumenta in condizioni di carenza da solfato cosi come varia il rapporto chl a/c in favore di
un accumulo di PS core. Sebbene siano necessari ulteriori esperimenti per la caratterizzazione
biochimica dell’apparato fotosintetico, I’analisi del contenuto cellulare di clorofille e la
caratterizzazione mediante SDS-PAGE delle proteine totali permettono di ipotizzare la presenza di
strategie diverse di acclimatazione della fotosintesi nelle diverse specie in risposta alla medesima

condizione ambientale.

La capacita di utilizzare 1’energia prodotta dalla fase luminosa della fotosintesi per fissare il
carbonio inorganico in pool organici ¢ altrettanto rilevante. Nonostante, come gia evidenziato in
passato (Giordano et al., 2000), i gel in Figura 3 —17 mostrino un probabile calo della quantita di

rubisco LSU, enzima chiave per il ciclo di Calvin e noto per esser particolarmente abbondante in
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cellule vegetali e quindi un notevole “sink™ di C, N ed S, va considerato che le cellule in carenza di
solfato, in tutte le specie, mostrano un aumento del contenuto in proteine. L’analisi degli estratti
totali, confrontando una medesima quantita di proteine, evidenzia quindi differenze relative nel
proteoma ma non una differenza assoluta per cellula. E quindi possibile che cellule in carenza da
solfato mostrino un contenuto simile o di poco inferiore di rubisco rispetto al controllo, ma
accumulino in maniera maggiore altre proteine, necessarie per acclimatare il metabolismo alle

nuove condizioni, 0 aminoacidi, come visto in (Giordano et al., 2000).

La capacita di mantenere una buona efficienza fotosintetica permette quindi alle cellule di
assimilare carbonio e nutrienti seppur in condizioni di crescita in cui il solfato ¢ carente. Questo si
ripercuote, comunque, in un calo del contenuto di S cellulare nelle alghe verdi. Phaeodactylum
tricornutum sembra avere un comportamento opposto, ma va tenuto presente I’aumento molto
significativo della biomassa per cellula, che fa si che il rapporto C/S in Phaeodactylum tricornutum
coltivato in carenza di solfato sia piu che duplicato rispetto al controllo. La quantificazione di
carbonio e azoto e zolfo, inoltre, aiuta a comprendere come ogni microalga risponda alla
limitazione da solfato modificando la stechiometria cellulare e, di conseguenza, il contenuto in
macromolecole. Anche in questo caso le specie che mostrano le maggiori differenze relative nel
contenuto nelle principali macromolecole, proteine, carboidrati e lipidi, € quindi una generale
riorganizzazione dell’allocazione delle risorse, sono Dunaliella salina e in maniera ancora

maggiore Phaeodactylum tricornutum.

Osservando il rapporto lipidi/carboidrati ¢ anche possibile individuare una risposta specie-specifica
all’aumento dell’una o dell’altra macromolecola. In Dunaliella salina si evince un maggiore
quantitativo di carboidrati rispetto ai lipidi in condizione solfato-limitante. Per Phaeodactylum
tricornutum ¢ stato osservato un incremento dei lipidi piu elevato di quello dei carboidrati in
solfato-limitazione. Questa diversa risposta ¢ probabilmente dovuta alla propensione della specie in

esame. E noto che Phaeodactylum tricornutum in condizioni limitanti di macronutrienti accumula
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lipidi (Valenzuela et al., 2013) e che Dunaliella salina, in deprivazione da solfato, accumula amido
(Giordano et al., 2000; Giordano et al., 2008). Inoltre I’aumento del quantitativo di carboidrati in

alghe in limitazione da solfato ¢ stato gia osservato (Branyikova et al., 2011).

In conclusione, possiamo osservare come la risposta alla diminuzione di solfato nel mezzo di
crescita sia diversificata in base alla specie considerata. In generale, le alghe acclimatate a basse
concentrazioni di solfato mostrano un rallentamento della crescita strettamente relazionato ad una
riorganizzazione degli elementi e delle macromolecole all’interno della cellula. In accordo con la
“Sulfate Facilitation Hypothesis”, Phaeodactylum tricornutum, rappresentante delle alghe della
linea rossa del plastidio, che ha acquisito predominanza evolutiva solo quando la concentrazione di

solfato oceanico ¢ aumentata, ¢ la specie che risente in modo piu accentuato la carenza di solfato.
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