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1. INTRODUZIONE

1.1.Aree naturali come fonte di biodiversita

Le aree naturali protette sono porzioni di territori terrestri o acquatici in cui le alterazioni
antropiche sono limitate o assenti. L'importanza di queste zone non e relativa solo alla
salvaguardia del patrimonio ambientale e/o culturale, poiché le restrizioni applicate mirano anche
alla salvaguardia della diversita biologica. Per biodiversita si intende "ogni tipo di variabilita tra gli
organismi viventi, compresi, tra gli altri, gli ecosistemi terrestri, marini e altri acquatici e i
complessi ecologici di cui essi sono parte; essa comprende la diversita entro specie, tra specie e tra
ecosistemi" (Enciclopedia Treccani). Dalla definizione si evince che esistono tre livelli di diversita
biologica:

-diversita genetica, relativa al patrimonio genetico che contraddistingue qualsiasi essere vivente
del pianeta;

-diversita specifica, riguardante la presenza di piu specie diverse all'interno di una stessa area;
-diversita eco-sistemica, ovvero le differenti associazioni tra fattori biotici e abiotici che
interagiscono in un determinato ambiente.

In altre parole, la biodiversita dipende sia dalle differenze contenute nel DNA di ogni essere
vivente sia dagli adattamenti in risposta all’lambiente di chi lo abita.

Il Comitato nazionale per le aree protette suddivide le varie aree secondo dei criteri prestabiliti in:
-Parchi nazionali.

-Parchi naturali regionali e interregionali.

-Riserve naturali.

-Zone umide di interesse internazionale.

-Altre aree naturali protette.
(www.minambiente.it/pagina/classificazione-delle-aree-naturali-protette)

1.2. Prodotti di origine naturale

Da un certo punto di vista possiamo definire 'uomo come la “pecora nera” del mondo vivente.

Se noi umani con il tempo abbiamo sviluppato il linguaggio verbale come mezzo di comunicazione
principale, qualsiasi altro essere sulla Terra, dalla piu maestosa sequoia al pil microscopico
batterio, continua ad usare una comunicazione di tipo chimico. La complessita della natura stessa
e la necessita di interazione non solo all’interno della stessa specie ma anche tra organismi di regni
diversi, si riflette nel pool di molecole che ogni essere vivente produce.

Le “parole” di questa comunicazione sono i metaboliti secondari, ovvero molecole non essenziali
per la crescita e la riproduzione, che possono ricoprire svariate funzioni nella competizione intra-
ed inter-specifica.

L'uomo ha sfruttato prodotti naturali di origine vegetale, animale o microbica sia per il
trattamento di malattie e sia per altri scopi sin dall’antichita ed € proprio copiando la natura che
sono nate le moderne medicine che oggi sono di uso comune. Basti pensare all’aspirina il cui
principio attivo, I'acido acetil-salicilico, fu ottenuto per modifica dell’acido salicilico inizialmente
estratto dalla corteccia di salice. Attualmente circa I'80% dei farmaci contro il cancro approvati
dalla Food and Drug Administration (FDA) provengono da fonti naturali.

Il vantaggio principale di partire, nella formulazione di farmaci, da prodotti naturali € I'avere a
disposizione un’enorme diversita strutturale; di conseguenza, le possibilita di trovare nuove
molecole interessanti dal punto di vista farmacologico sono piu elevate rispetto alla sintesi di un



farmaco ex novo (Breitling et al., 2013). Un altro vantaggio e che, trovata la molecola di interesse
dopo uno screening iniziale, essa puo essere modificata secondo le necessita per migliorare le
proprieta farmacocinetiche e farmacodinamiche o altri aspetti come odore e sapore (farmaco
semi-sintetico) (Catalani et al., 2016).

Un ultimo aspetto da considerare ¢ la possibilita di produrre la molecola su larga scala senza dover
adattare un processo di sintesi a livello industriale. Le piante, cosi come i microrganismi, possono
essere sfruttate come delle vere e proprie “biofabbriche”, incrementando la produzione di base
tramite regolazione di parametri esterni e/o I'utilizzo di organismi geneticamente modificati
(Vitorino et al., 2017).

1.3. Prodotti naturali estratti da microrganismi

Parlando di molecole di origine naturale &€ impossibile non citare la penicillina, il primo antibiotico
ad essere scoperto che rivoluziono la cura contro le malattie infettive. Generalmente si riconduce
guesta scoperta ad Alexander Fleming, il quale osservo che colonie di Penicillium notatum
inibivano la crescita di stafilococchi su una piastra contaminata. In realta, delle indagini preliminari
erano state condotte gia alla fine dell’Ottocento; in particolare Bartolomeo Gosio aveva intuito le
proprieta antimicrobiche di un penicillio, da cui aveva isolato un prodotto cristallino (poi
identificato come acido mefenamico), che a basse concentrazioni inibiva la crescita di Bacillus
Anthracis.

All'isolamento della prima penicillina segui la scoperta di numerose altre molecole: nel 1940 venne
purificata I'attinomicina, nel 1943 la streptomicina, tra gli anni '50 e '60 il processo di screening
adottato dalle industrie farmaceutiche permise la scoperta di diversi antibiotici e antitumorali
come tetraciclina, amfotericina B, kanamicina e molti altri. Alla fine degli anni 60 erano riportati in
letteratura circa 2.000 antibiotici ma, anche se il numero di nuove molecole descritte aumentava
velocemente, quelle di interesse clinico tendevano a diminuire, dato che, in mancanza di vantaggi
sostanziali rispetto a quelli gia in commercio, lo sviluppo di nuovi farmaci non era conveniente.
Cosi si cerco di rendere la ricerca piu mirata tramite dei test specifici o dei saggi che indicassero
I’appartenenza della molecola ad una famiglia di farmaci gia nota. Negli ultimi decenni poi
I'aumento delle rese di fermentazione e lo sviluppo dell’ingegneria genetica hanno portato ad uno
sviluppo esponenziale dei prodotti microbici (Donadio & Marino, 2008).

Attualmente gli antibiotici anti-infettivi rappresentano la maggior parte del mercato dei metaboliti
secondari. Seguono, data la loro importanza terapeutica, gli antibiotici antitumorali: tra questi il
piu diffuso & la doxorubicina, inizialmente estratta da Streptomyces peucetius var. caesius. E un
agente intercalante che si lega al DNA impedendo la sua duplicazione e trascrizione ma causa
cardio-tossicita come principale effetto collaterale (Thorn et al., 2011).

Un altro grande gruppo di farmaci di origine microbica & costituito dagli immunosoppressivi. |
principali rappresentanti sono la ciclosporina A e tracrolimus, ottenuti rispettivamente da
Tolypocladium inflatum e Streptomyces tsukubaensisusati. Entrambi bloccano la trascrizione dei
geni delle citochine nei linfociti T e vengono impiegati per prevenire o trattare il rigetto di organi
dopo un trapianto (Barbarino et al., 2013).



1.4. | protisti

| protisti sono microrganismi eucariotici generalmente unicellulari che costituiscono un insieme
eterogeneo di circa 50.000 specie diverse comprendente alghe unicellulari, funghi unicellulari e
protozoi. Essi vivono ovunque sia presente dell’acqua: ambienti di acqua salata, dolce o salmastra,
fluidi corporei di altri organismi, ma anche terreni umidi.

Si distinguono in protisti a vita libera o parassiti mentre, a seconda delle caratteristiche
metaboliche, si differenziano in organismi autotrofi, eterotrofi o mixotrofi.

Solitamente si riproducono per via asessuale mediante meccanismi diversi: gemmazione,
produzione di spore, scissione binaria o multipla. In particolari condizioni di stress o di modifiche
ambientali, alcuni protisti sfruttano la riproduzione sessuale per creare nuova variabilita genetica,
in modo da aumentare la probabilita di sopravvivenza della specie.

Per tutte queste caratteristiche all'interno dei protisti € possibile osservare una notevole varieta
morfologica (Fig. 1), che si riflette nelle tante vie evolutive che, partendo da questi organismi
unicellulari, hanno condotto alla comparsa di eucarioti superiori cosi diversi tra loro.

Grazie alla loro grande capacita di adattamento hanno colonizzato qualsiasi ambiente terrestre,
dalle fredde acque polari alle zone della fascia equatoriale. Probabilmente al momento sono molte
le specie a noi sconosciute, per cui studi di analisi genetiche su larga scala permetterebbero di
ampliare le conoscenze non solo di nuovi organismi ma, soprattutto, di identificare possibili nuovi
metaboliti secondari (Hausmann et al., 2003).

Figura 1: Biodiversitd dei protisti

1.Volvox: alga verde biflagellata che forma colonie sferiche in cui si osserva una certa specializzazione tra le cellule a seconda della
posizione. Quelle esterne sono deputate alla fotosintesi o alla predazione (mixotrofia) e alla difesa mentre quelle interne alla
riproduzione. 'organizzazione coloniale rappresenta il ponte di passaggio tra l'unicellularita e la pluricellularita.

2. Diatomee: alghe unicellulari non flagellate caratterizzate da una parete di silicio detta frustulo. Queste alghe formano come residuo
fossile la diatomite, utilizzata in molti ambiti come abrasivo, coadiuvante per filtrazione o imbibente.

3. Stentor: protozoo ciliato con corpo cellulare a forma di imbuto. Nella porzione piti slargata presenta numerose ciglio con funzione di
nutrimento e motilitd mentre per mezzo di pseudopodi a livello del peduncolo posteriore si pud ancorare ad un substrato.

4. Mixomiceti: protozoi dalla forma ameboide. In passato erano considerati appartenenti al Regno dei Funghi perché producono una
struttura pluricellulare sporigena detta sporangio (evoluzione convergente).

Fonti: 1. https://www.carolina.com/protozoa/volvox-globator-living/131864.pr,

2. http://ecellulenumeriealtro. blogspot.com/2013/02/meraviglia-diatomee.html,

3. http//protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Ciliophora/Stentor/roeseli/roeseli_2a.html,

4. http.//enciclopedia.funghiitaliani.it/termine.php?show=1270



1.5. Prodotti estratti da protisti ciliati

| protisti ciliati appartengono al phylum dei Ciliophora. Il loro nome deriva dal fatto che
presentano un corpo cellulare ricoperto da cilia, estroflessioni membranose utilizzate per la
locomozione e la nutrizione. Sono caratterizzati inoltre da un dualismo nucleare, ovvero all’interno
del citoplasma si possono distinguere uno o piu micronuclei, deputati alla riproduzione, e uno o
piu macronuclei che contengono le informazioni necessarie per le funzioni vegetative della cellula.
| principali prodotti sintetizzati dai ciliati vengono raggruppati in tre classi. La prima &
rappresentata dai feromoni (Fig. 2), un insieme di proteine inizialmente identificate per il loro
ruolo nell'induzione del fenomeno sessuale della coniugazione, tipico di questo gruppo di protisti.
Ad oggi, dal punto di vista strutturale, le molecole di feromoni meglio caratterizzate sono quelle
prodotte dalle specie di Euplotes. Oltre ad indurre la coniugazione (attivita paracrina), & stato
dimostrato che esse possono anche stimolare la riproduzione per via asessuata della stessa cellula
che le ha secrete (attivita autocrina) (Luporini et al., 2016).

Er-2 Er-10

Er-11 Er-22

Figura 2: Strutture tridimensionali di feromoni isolati da E.raikovi.
Fonte: Alimenti et al.,, 2009

In Euplotes raikovi si & osservato che lo shift dall’attivita autocrina a quella paracrina dipende
dall’ossidazione delle catene amminoacidiche a livello dei residui di cisteina. Con I’eta in questi
ciliati aumenta la produzione delle forme ossidate per cui viene favorita la riproduzione sessuale,
permettendo I'inizio di un nuovo ciclo vitale (Alimenti et al., 2012).



La seconda classe di prodotti € quella dei polichetidi, varieta di molecole derivate dalla
polimerizzazione di acidi carbossilici e distinte in base alla specie che le sintetizza. Ne sono un
esempio la stentorina (Fig. 3A) e la blefarismina C (Fig. 3B), pigmenti derivanti rispettivamente da
Stentor coeruleus e Blepharisma japonicum.

Questi due organismi sono conosciuti per possedere un sistema di fotorecezione che permette, in
presenza di uno stimolo luminoso, la trasduzione del segnale e la conseguente depolarizzazione
della membrana plasmatica. Viene cosi indotta una risposta fotofobica, ovvero I'allontanamento
del protista dalla zona illuminata (Sobierajska et al., 2006). Oltre ad una loro attivita antimicrobica
e antivirale, & stato osservato che queste molecole mostrano un effetto tossico nei confronti di
altri protozoi, come Paramecium (Catalani et al., 2016). Alla stessa classe appartiene anche la
tossina climacostol (Fig. 3C), prodotta da Climacostomum virens per difendersi da predatori uni- e
pluri-cellulari. Diversi studi hanno dimostrato il suo ruolo antimicrobico, pro-apoptotico, cito- e
geno-tossico, tanto che la tossina non agisce solo contro patogeni batterici o fungini ma inibisce
anche la crescita di diversi tumori umani e di roditori (Perrotta et al.,, 2016). Di recente si € visto
che I'aggiunta di gruppi metilici o idrossilici all’anello aromatico della molecola permette di
modulare la potenza e il suo meccanismo d’azione, da un lato incrementando la sua tossicita e
dall’altro favorendo I'induzione dell’apoptosi (Buonanno et al., 2019).
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Figura 3: Polichetidi isolati da ciliati: A. stentorina, B. blefarismina, C. climacostol e le sue forme modificate
Fonti: A. e B. Guella et al., 2010; C. Buonanno et al., 2019

La terza classe € rappresentata dai terpenoidi, molecole contraddistinte da catene di unita
isopreniche ripetute, modificate tramite I'aggiunta di diversi gruppi funzionali. Uno dei principali
produttori di terpenoidi & Euplotes crassus specie marina molto resistente alle variazioni
ambientali e quindi diffusa in quasi tutti gli ambienti di acqua salata. Il metabolita prodotto in
maggiore quantita e I'’euplotina C, un sesquiterpenoide acetilato, accompagnato da due suoi
analoghi strutturali, denominati euplotina A e euplotina B; negli isolati di tale specie si ritrova
anche la pre-euplotina, loro precursore aciclico (Fig. 4). L'euplotina C a livelli fisiologici provoca la
morte di cellule di specie di Euplotes non produttrici di euplotine mentre, a concentrazioni sub-
letali, puo alterare il ciclo cellulare e la motilita ciliare; inoltre inibisce la formazione del vacuolo
alimentare e I’endocitosi nella fase fluida in Paramecium primaurelia (Cervia et al., 2009). Studi



recenti su 3 linee di melanoma umano hanno evidenziato non solo un’azione pro-apoptotica della
molecola, ma anche un’azione inibitoria nei confronti della mobilita cellulare, condizione
importante per prevenire la formazione di metastasi (Carpi et al., 2018).

i i
(cuplotin A) (euplotin B)

CHO

(euplotin C) (preuplotin)

Figura 4: Terpenoidi isolati da E. crassus.
Fonte: Guella et al.,2010

Euplotes vannus, una specie filogeneticamente correlata a E. crassus, &€ morfologicamente molto
simile a quest’ultima. Tuttavia, le due specie possono essere facilmente distinte dall’analisi dei
metaboliti secondari. In particolare, E. vannus non produce alcuna delle quattro euplotine
prodotte dalla specie con-generica ad essa affine; alcuni ceppi di origine indonesiana di E. vannus
producono piuttosto due composti anomali rispetto alle euplotine, in quanto aventi uno scheletro
a 30 atomi di carbonio (anziché 15 come i sesquiterpeni), denominati vannusal A e vannusal B (Fig
5); altri ceppi di E. vannus provenienti dal Giappone e dalla Francia, invece, sintetizzano
sesquiterpenoidi come le euplotine, denominati hemivannusal, prevannusadial A e prevanussadial
B (Fig. 5)(Guella et al., 2010).
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Figura 5: Terpenoidi isolati da E. vannus.
Fonte: Guella et al., 2010



Nella specie Euplotes raikovi € possibile riscontrare una certa variabilita per quanto riguarda la
produzione di terpenoidi. Ad esempio, il ceppo Morl, campionato nelle coste del Marocco,
produce il metabolita raikovenal e il suo putativo precursore preraikovenal (Fig. 6), mentre tutti gli
altri ceppi analizzti, GAS8, SB8, 39W, LPSAS5, sintetizzano un epimero del raikovenal a 10 atomi di
carbonio, I'epiraikovenal, e il suo seco-analogo, il secoepiraikovenal (Fig. 6) (Guella et al., 1995).
Rispetto alle euplotine, questi terpenoidi mostrano una minore attivita nei confronti di altri ciliati
del genere Euplotes, anche ad alte concentrazioni. Tuttavia, agiscono molto piu efficacemente nei
confronti di Litonotus, un predatore ciliato contro cui I'’euplotina C non mostra alcun effetto,
sebbene sia necessario che i composti agiscano in sinergia.
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Figura 6: Terpenoidi isolati da E. raikovi
Fonte: Guella et al., 2010

Altre molecole degne di nota sono le forcardine che costituiscono il primo esempio di metaboliti
secondari isolati da protisti ciliati provenienti da zone polari. Prendono il nome da Euplotes
forcardii, specie marina di origine antartica. In particolare, I'epossifocardina presenta una
maggiore tossicita rispetto alla focardina, suo ipotetico precursore, nei confronti di diversi
predatori ciliati, per cui si pensa svolgano un ruolo di difesa (Guella et al., 1995).

(focardin) (epoxyfocardin)

Figura 7: Terpenoidi isolati da Euplotes focardii
Fonte: Guella et al., 2010



Delle molecole strutturalmente e funzionalmente simili alle focardine sono i composti di Euplotes
rariseta; in particolare da questa specie sono stati isolati il rarisetenolide, I'epossirarisetenolide e
I'epirarisetenolide (Fig. 8) (Guella et al., 2010).

-
-
-
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(rarisetenolide) (epoxyrarisetenolide) (epirarisetenolide)

Figura 8: Terpenoidi isolati da E. rariseta
Fonte: Guella et al., 2010

Numerosi studi riguardano I'accumulo di prodotti schermanti contro i raggi UV da parte di
microrganismi. Per esempio, Bursaridium e un ciliato di acqua dolce trovato in molti laghi; in uno
studio hanno osservato diverse popolazioni di questo protista campionati in laghi alpini, dove le
acque trasparenti e le altitudini elevate determinano un attraversamento quasi completo della
colonna d’acqua da parte dei raggi UV-A e UV-B. Nelle popolazioni cellulari di tale ciliato abitanti
acque limpide hanno individuato 7 tipi di MMA (mycosporine-like amino acids) mentre in quelle
campionate in zone piu torbide non & stato individuato nessun tipo di queste molecole (Sonntag et
al., 2017).

Gli MMA rappresentano un’ampia classe di metaboliti secondari accumunati dalla presenza di un
cromoforo ciclico a 6 atomi di carbonio (cicloesenone o cicloesenimmina) sostituito con uno o piu
amminoacidi (Fig. 9). A seconda del tipo di anello e di sostituente varia lo spettro di assorbimento
della molecola. Il ruolo principale di queste molecole € quello di dissipare I'energia dei raggi UV
sotto forma di calore che viene ceduto all’ambiente esterno, impedendo la formazione di
fotoprodotti reattivi.

Figura 9: (a) aminocicloesenone e (b) aminocicloesenimmina
Fonte: Chrapusta et al., 2017)

Tuttavia, oltre ad essere dei fotoprotettori, queste molecole sono anche degli ottimi antiossidanti,
agendo contro i radicali liberi come i ROS (Reactive Oxygen Species). Si pensa che esse abbiano
anche un ruolo in risposta ad altri stress abiotici: in condizioni di ipersalinita vengono accumulati
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per riequilibrare la pressione osmotica oppure possono fungere da osmoprotettori in caso di
congelamento (Oren & Gunde-Cimerman, 2007).

Le radiazioni ultraviolette sono deleterie soprattutto per la pelle poiché possono portare a
carcinogenesi, invecchiamento o immunosoppressione. Attualmente ci sono studi che ipotizzano
una possibile applicazione di queste sostanze in ambito farmaceutico e cosmetico come filtri solari
naturali, attivatori della proliferazione cellulare, agenti anti-cancro e anti-invecchiamento o come
stimolanti della rigenerazione cutanea, ma gli effetti sulla pelle umana non sono stati ancora del
tutto compresi (Chrapusta et al., 2017).
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2. SCOPO DELLA TESI

Questo lavoro di tesi si propone di identificare geneticamente protisti ciliati marini e di acqua
dolce da zone protette in cui, date le maggiori restrizioni e il minor impatto antropico, si dovrebbe
riscontrare una maggiore variabilita a tutti i livelli (genetica, specifica e eco-sistemica), punto di
partenza essenziale per scoprire possibili nuovi prodotti di origine naturale per uso farmaceutico,
cosmetico o impiegabili in altri settori.

Come siti di campionamento sono stati scelti due siti della regione Abruzzo: I’Area Marina Protetta
Torre del Cerrano e il fiume Tirino situato all’interno del Parco Nazionale del Gran Sasso e dei
Monti della Laga; per entrambe le zone, in letteratura non risulta nessun campionamento
precedente finalizzato all’analisi genetica di protisti.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Campionamenti, isolamento e mantenimento delle colture di protisti

| campioni sono stati raccolti in Abruzzo scegliendo un sito di acqua marina e uno di acqua dolce.
In particolare, nei mesi di maggio e agosto 2018 sono stati raccolti un totale di 8 campioni
all'interno dell’Area Marina Protetta (AMP) Torre del Cerrano (Teramo) e 4 campioni nel mese di
agosto 2018 nelle acque del fiume Tirino, facente parte del Parco Nazionale del Gran Sasso e dei
Monti della Laga (L’Aquila).

La scelta e ricaduta su questi due siti principalmente per due motivi: la mancanza di studi
precedenti su protisti in tali siti e la possibilita di individuare una certa diversita biologica
all'interno di aree protette.

L'Area Marina Protetta Torre del Cerrano é stata istituita ufficialmente nell’aprile del 2010. Essa
include una fascia costiera di 7 km compresa tra i comuni di Pineto e di Silvi (Teramo)
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Figura 10: suddivisione in zone dell’Area Marina Protetta Torre del Cerrano.
Fonte: www.torredelcerrano.it/normativa.html|

L’Area & suddivisa in 3 zone di protezione (Fig. 10):

-zona B: ricopre un piccolo settore di forma quadrata antistante alla Torre del Cerrano (Fig. 11),
simbolo dell’AMP. Essa venne costruita sotto il regno di Napoli nel 1568 a scopi difensivi mentre
attualmente ospita il Centro Internazionale di Formazione Veterinaria oltre alla Biblioteca e al
Museo del Mare. E la zona che prevede piul restrizioni.

-zona C: ricopre 14 km? sviluppandosi per I'intera estensione del fronte mare fino a circa 2 km
dalla costa. La zona € a sua volta suddivisa in tre sotto-zone denominate C1, C2 e C3; la prima
circonda la zona B, la terza si trova alle estremita nord e sud della zona C mentre la seconda &
interposta fra le due sotto-zone. Per ogni sottozona si distingue inoltre una parte nord e una sud in
base alla posizione rispetto alla Torre del Cerrano.

-zona D: di forma trapezoidale, si estende per circa 22 km? dal limite della zona C fino alle 3 miglia
dalla costa.
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Le acque dell’AMP presentano due tipologie ambientali distinte: i tipici fondali sabbiosi adriatici,
che caratterizzano la porzione piu estesa dell’area, e alcune parti di scogliere di fondo,
determinate in gran parte da massi semisommersi dell’antico porto di Hadria (attuale citta di Atri)
(www.torredelcerrano.it.).

Figura 11: Torre del Cerrano, simbolo dell'AMP
Fonte: www.torredelcerrano.it

| campioni ambientali provenienti da questo sito sono stati prelevati in 8 diversi punti delle zone B
e C. Precisamente, un campione é stato prelevato nella zona B, due campioni (uno nella zona nord
e uno nella zona sud) sono stati prelevati nella zona C1 e un campione nella zona C2 (solo zona
sud). Gli altri 4 campioni sono stati prelevati in punti di confine tra le varie zone: G2 (tra zona C2
nord e zona C1 nord), G1 (tra zona C1 nord e zona B), M1 (tra zona B e zona C1 sud) e M2 (tra zona
C1 sud e C2 sud) (Fig. 12).

Figura 12: Punti di raccolta dei campioni lungo la fascia costiera dell’AMP
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http://www.torredelcerrano.it/

Il fiume Tirino origina da tre sorgenti, tutte ricadenti nel territorio del comune di Capestrano
(LAquila), e prosegue per 25 km per poi immettersi nelle acque dell’Aterno-Pescara (Pescara). E
famoso per essere uno dei fiumi piu limpidi d’Europa e per mantenere la stessa temperatura di
11°C sia d’estate che d’inverso grazie alla presenza di numerose microsorgenti. Le sue acque
cristalline permettono ai raggi solari di penetrare per diversi metri sotto la superficie dell’acqua,
motivo per cui il fondale fluviale & cosi ricco di vegetazione. Grazie alla flora rigogliosa, il fiume
presenta alti livelli di ossigenazione che, insieme al mantenimento di una temperatura costante,
garantiscono lo sviluppo di molti microrganismi. La fauna caratteristica del Tirino & rappresentata
dalla trota, unica specie ittica del fiume, e dal gambero italico (Austropotamobius pallipers),
sensibile all'inquinamento organico e in particolare ai pesticidi (Favaro et al., 2010).
Purtroppo,negli ultimi anni il numero di esemplari di tale gambero naturalmente presenti si &
notevolmente ridotto a causa della pesca intensiva (www.capestranodascoprire.it/natura/il-
tirino).

| campioni ambientali provenienti da questo sito sono stati prelevati in quattro diversi punti
collocati lungo il corso del fiume e indicati con A, B, C e D (Fig. 13).

win A e
N A i}
A c ot R 054
6= o 3
BeRgHn° Pescagsewll & V% &
5 5 irh b T

Bussi Sul
Tirino

E‘EEI/A

Figura 13: Punti di raccolta dei campioni lungo il corso del fiume Tirino

| campioni sono stati prelevati utilizzando barattoli di plastica sterili della capacita di 500 mL e
muniti di tappo (Fig. 14). Ogni campione era costituito per 1/4 del volume da substrato, per meta
da mezzo acquatico e per il rimanente 1/4 da aria. Ciascun campione e stato indicato con una sigla
corrispondente al sito di campionamento (TdC e BsT, rispettivamente per Torre del Cerrano e
Bussi sul Tirino), seguita (separata da “/”) da una successiva sigla corrispondente al punto di
campionamento all’'interno del sito (B, C1N, C1S, C2N e C2S per i punti di campionamento
all'interno del sito Torre del Cerrano, dove N e S indicano rispettivamente nord e sud, e A,B,Ce D
per quelli all'interno del sito Bussi sul Tirino), seguita infine (separata da “-“) da un numero
progressivo corrispondente al ceppo isolato.
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Figura 14: Foto scattata durante un campionamento nelle acque del fiume Tirino

Per ogni punto di campionamento sono stati misurati la temperatura dell’acqua e, una volta giunti
i campioni in laboratorio, il pH e la salinita. | valori ottenuti sono riportati in Tabella 1.

In laboratorio, dopo una preliminare osservazione dei campioni allo stereo-microscopio, finalizzata
all'individuazione della presenza di protisti, si € proceduto, mediante I'utilizzo di una micropipetta,
all'isolamento di singole cellule, che sono state momentaneamente raccolte in vetrini a tre
depressioni. Una volta isolate, le singole cellule sono state alimentate mediante inoculi delle
microalghe Dunaliella tertiolecta e Chlorogonium sp., rispettivamente per campioni provenienti
dal sito marino (Torre del Cerrano) e da quello di acqua dolce (Bussi sul Tirino), al fine di indurre la
divisione cellulare ed il conseguente aumento del numero di cellule all’interno delle singole
depressioni. Raggiunto un adeguato numero di cellule, le colture sono state trasferite in provetta,
contenitore piu idoneo al mantenimento nel tempo delle colture stesse.

Sia il mantenimento in coltura dei ceppi prodotti dalla divisione delle singole cellule che
I’allestimento di colture a partire dagli stessi sono stati realizzati tenendo conto
fondamentalmente di tre parametri: temperatura, mezzo di coltura, e disponibilita di cibo,
finalizzando, quest’ultima, alla realizzazione di condizioni idonee a compiere divisioni cellulari.

I mantenimento in collezione dei ceppi € stato condotto conservando questi ultimi in celle
termostatate a 19 +/- 1 °C e 6 +/- 1 °C, rispettivamente per i campioni provenienti dai siti Torre del
Cerrano e Bussi sul Tirino. La scelta di tali temperature & stata orientata dalle misurazioni fatte sui
siti di campionamento.

Come mezzo di coltura é stato utilizzato, per i campioni marini, acqua di mare sintetica prodotta

secondo la Formula di Allen (Allen, 1914), alla quale é stata aggiunta una soluzione di
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arricchimento preparata secondo la Formula di Walne (Guillard, 1973), mentre per i campioni di
acqua dolce é stata usata acqua minerale.

Tabella 1: Valori di temperatura, pH e salinita misurati per ciascun campione

CAMPIONE TEMPERATURA (°C) pH SALINITA (%o)
TdC/B 19 7,57 32
TdC/C1S 19 7,69 33
TdC/C1IN 19 7,41 30
TdC/C2S 19 7,38 30
TdC/ G1 26 8,09 36
TdC/ G2 26 8,35 36
TdC/ M1 26 8,38 36
TdC/ M2 26 8,33 36
BsT/A 11 6,86 0
BsT/B 11 6,96 0
BsT/C 11 6,62 0
BsT/D 11 7,23 0




3.2. Estrazione del DNA

Per I'estrazione del DNA genomico si e utilizzato il kit commerciale “QlAamp DNA Micro Kit”
(Qiagen, Milano, Italia), particolarmente adatto nel caso di materiale di partenza poco abbondante
(piccoli volumi di sangue fresco e secco, tracce di saliva e urina, piccoli campioni tissutali, etc...) e
per questo molto utilizzato in biologia forense.

La tecnica si basa sul legame specifico tra il DNA contenuto nel lisato cellulare e una membrana di
gel di silice disposta all’interno di colonnine. Mentre il DNA rimane legato sulla membrana,
I"utilizzo dei Buffer AW1 e AW2 permette di eluire proteine ed altri contaminanti.

Il protocollo, leggermente modificato in base alle specifiche necessita, e di seguito riportato:

Prelevare circa 30 cellule in un volume di 10 puL da un vetrino a depressione, tramite una
micropipetta e mediante I'ausilio di uno stereo-microscopio.

Aggiungere 90 uL del buffer ATL per la lisi cellulare e la solubilizzazione delle membrane
lipidiche.

Aggiungere 10 uL di Proteinase K (1 mg/mL) per idrolizzare le proteine e inattivare DNAasi
o RNAasi eventualmente presenti.

Aggiungere una soluzione, precedentemente preparata, contenente per ciascun campione
100 pL di buffer ATL e 10 uL di carrier; il primo serve per permettere il legame ottimale del
DNA con la membrana, il secondo é utilizzato nel caso di campioni poco abbondanti in
modo da aumentare la forza di legame. Vortexare per 15 sec.

Incubare a 56 °C per 10 min.

Centrifugare brevemente per rimuovere eventuali gocce sulla superficie interna del tappo.
Aggiungere 100 uL di etanolo assoluto, vortexare per 15 sec. e incubare a temperatura
ambiente per 3 min.

Centrifugare brevemente.

Trasferire il lisato in una colonnina dotata di membrana di silice, precedentemente inserita
in una provetta di raccolta.

Centrifugare a 6.000 x g per 1 min.

Riporre la colonnina su una provetta di raccolta pulita e buttare via la provetta precedente
insieme al suo contenuto.

Aggiungere nella colonnina 500 uL del Buffer AW1 e centrifugare a 6.000 x g per 1 min.
Trasferire la colonnina su una provetta di raccolta pulita e rimuovere |’eluato come prima.
Poi aggiungere 500 pL Buffer AW2 e centrifugare a 6.000 x g per 1 min.

| due buffer AW presentano valori di concentrazione salina e pH tali da mantenere in
soluzione proteine ed altri contaminanti che possono inibire I’enzima Taq polimerasi, usato
nelle reazioni di amplificazione (ved. dopo), o successive reazioni, evitando che vengano
trattenuti sulla membrana di silice.

Trasferire nuovamente la colonnina su una provetta pulita senza aggiungere altro e
centrifugare a 20.000 x g per 3 min. in modo da asciugare completamente la membrana.
Trasferire la colonnina su un’altra provetta di raccolta, aggiungere 50 plL di acqua distillata
al centro della membrana e incubare a temperatura ambiente per 5 min.

Centrifugare a 20.000 x g per 1 min.

Eliminare la colonnina e conservare la provetta di raccolta contenente il DNA a -20 °Cin
attesa delle successive applicazioni.
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3.3. Amplificazione del gene nucleare 18S tramite la tecnica della Polymerase Chain Reaction
(PCR)

In Protistologia, uno dei marker genetici piu utilizzati per studi di filogenesi molecolare e di
caratterizzazione genetica delle specie ¢ il gene nucleare dell’lRNA ribosomiale (rRNA) 18S, unico
costituente della subunita minore dei ribosomi. Il gene 18S solitamente si trova sullo stesso
cistrone ribosomiale su cui si trovano anche i geni 5.8S e 28S, in modo da formare dei cluster che si
ripetono in tandem per un numero variabile di volte secondo la struttura riportata in Figura 15.

NTS| ETS 185 ITS| 5.85 [ ITS 285 ETS

Figura 15: cistrone ribosomiale

NTS= nontranscribed spacer o sequenza spaziatrice non trascritta

ETS= external transcribed spacer o spaziatore esterno trascritto

ITS= internal transcribed spacers o spaziatore interno trascritto, solitamente contengono regioni regolative per il
processo di maturazione dell’'rRNA

La reazione della PCR permette di ottenere un elevato numero di copie del frammento di interesse
partendo da poche molecole di DNA tramite la ripetizione di 3 fasi per un numero variabile di cicli.
La polimerizzazione di nuovi filamenti € mediata dalla Taqg polimerasi, un enzima isolato dal
batterio termofilo Thermus aquaticus e per questo funzionale ad elevate temperature a differenza
della maggior parte di altre polimerasi. Ogni ciclo e costituito da:

-fase di DENATURAZIONE: separazione dei due filamenti delle molecole di DNA.

-fase di ANNEALING: appaiamento delle sequenze target con i primer forward e reverse.

Il primer forward si lega ai filamenti 3'> 5' di DNA, mentre il primer reverse si lega ai filamenti
complementari 5' = 3'. L'impostazione della temperatura dipende dalla composizione
nucleotidica dei primer e dalla specificita di appaiamento richiesta. Ogni sequenza nucleotidica
infatti presenta una propria temperatura di melting (Tm), ovvero la temperatura alla quale il 50%
del DNA é denaturato. Tale parametro si calcola secondo la formula Tm (°C) = 4 (G+C) +2 (A+T).
Temperature di annealing superiori sarebbero quindi sfavorevoli per I'appaiamento dei primer,
per cui si dovra scegliere un valore inferiore alla Tm del primer limitante, ovvero quello che tra i
due presenta un valore di Tm piu basso. Inoltre, piu € alta la temperatura di annealing, piu
specifico sara I'appaiamento.

Per le reazioni di amplificazione sono stati utilizzati due primer eucariotici universali (Tab. 2): il
primer forward 18S F9 (Medlin et al., 1988) e il primer reverse 18S R1513 Hypo (Petroni et al.,
2002).

Tabella 2: sequenze dei primers forward e reverse utilizzati per I’'amplificazione del gene 18S. Y: base nucleotidica degenerata (Co T)

PRIMER SEQUENZA 5'-> 3’
185 F9 CTGGTTGATCCTGCCAG
185 R1513 Hypo TGATCCTTCYGCAGGTTC

19



-fase di ESTENSIONE: sintesi di nuovi filamenti da parte della Taq polimerasi a partire
dall’estremita -OH dei primer.

30 cicli
94°C | 94°C 72°C | 72°C
1 min. 30 sec. 50 °C 1 min. 5min. \ 18°C
: 30 sec. 5 o0

Figura 16: profilo utilizzato per la reazione di PCR

Le reazioni di amplificazione sono state condotte in un volume di 50 L (Tab. 3) e sono state
effettuate usando un termociclatore GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, U.S.A.).

Tabella 3: miscela di reazione utilizzata per le reazioni di PCR

H,O 21 pl
Buffer 10X PCR 5ul
Primer F9 (100 ng/pl) 3l
Primer R1513 (100 ng/pl) 3ul
dNTP (2.5 mM) 5ul
MgCl, (50 mM) 2l
DNA 10l
Taq (1U/l) 1l
Volume totale 50 ul

3.4. Elettroforesi su gel di agarosio

| prodotti delle PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi per verificare sia che I'amplificazione
fosse avvenuta o meno sia che le sequenze amplificate avessero dimensioni corrispondenti a
guelle del gene 18S. L'elettroforesi &€ una tecnica che si basa sulla diversa migrazione di molecole
cariche all'interno di un campo elettrico e viene sfruttata per la separazione di proteine o, come
nel nostro caso, di acidi nucleici in base alle loro dimensioni.

Per I'elettroforesi € stato utilizzato un gel di agarosio all’ 1,2% immerso in tampone TAE (1 mM
EDTA, 40 mM Tris-acetato) ed un voltaggio costante di 100 V per 35 min.

In ogni pozzetto sono stati caricati 10 pL di campione e 1 pL di “6X Loading Dye”, una soluzione
contenente sia il colorante per seguire il processo di corsa sia il glicerolo per aumentare la densita
dei campioni e ridurre il fenomeno della diffusione. Come indicatore di peso molecolare & stato
caricato in un pozzetto a parte 8 uL di acqua e 3 puL di marker, costituito da vari frammenti di DNA
di dimensioni note, ottenuti in genere tramite digestione enzimatica del genoma del fago A.
Terminata la corsa, il gel & stato immerso in una soluzione di bromuro di etidio e TAE (10 mg/mL)
per 10 min. in modo da poter essere colorato e visualizzato tramite un trans-illuminatore a luce
ultravioletta.
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3.5. Purificazione di prodotti di PCR

Per il sequenziamento dei geni 18S amplificati in precedenza e necessario purificare i prodotti di
PCR in modo da eliminare eventuali primer in eccesso, polimerasi, oli e sali. Per tale scopo, e stato
utilizzato il GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich, Italia), che si basa sul legame del DNA con
una membrana di silice posta all’interno di una colonnina, secondo un principio simile alle
colonnine cromatografiche utilizzate in precedenza per la purificazione del DNA.

Il protocollo é riportato di seguito:

= Per ogni campione, inserire una colonnina all’interno di una provetta di raccolta.

= Aggiungere alla colonnina 500 pL di Column Preparation Solution.

= Centrifugare per 1 min a 14.000 x g.

= Scaricare la provetta di raccolta, eliminando eventuali gocce di liquido residue, e reinserire
la colonnina all’interno della stessa provetta.

= Aggiungere al prodotto di PCR 200 pL di Binding Solution e vortexare per 5 sec.

= Trasferire la soluzione ottenuta all’interno della colonnina precedentemente attivata.

= Centrifugare per 1 min. a 20.000 x g.

= Scaricare la provetta di raccolta come in precedenza.

= Aggiungere alla colonnina 500 pL di Wash Solution.

= Centrifugare per 1 min. a 20.000 x g.

= Scaricare la provetta di raccolta e centrifugare nuovamente la colonnina per 2 min. a
20.000 x g.

= Eliminare la provetta di raccolta e inserire la colonnina in una nuova provetta.

= Aggiungere 40 plL di acqua deionizzata e conservare a temperatura ambiente per 1 min.

= Centrifugare per 1 min. a 20.000 x g.

= Eliminare la colonnina e conservare il prodotto di PCR purificato a - 20 °C fino alle
successive applicazioni.

3.6. Sequenziamento
Prima del sequenziamento, per ogni prodotto di PCR abbiamo preparato 3 sub-campioni ciascuno
contenente:

e 5L di prodotto di PCR purificato
e 5 uLdiprimer

Poiché il sequenziatore da noi utilizzato ha una capacita di sequenziamento di circa 700 paia basi
(pb) e il gene 18S & lungo circa 1.800 pb, per ogni sub-campione abbiamo aggiunto un tipo diverso
di primer in modo da poter coprire I'intera lunghezza del gene (Fig. 17), assicurandoci che ci
fossero delle zone di sovrapposizione tra i frammenti ottenuti per poter ricostruire I'intera
sequenza.

F7B3

—
185

- -
R536 R1052

Figura 17: posizione e orientamento dei primer utilizzati per il sequenziamento del gene 18S

21



| primer interni utilizzati sono stati disegnati basandosi su sequenze omologhe di protisti
disponibili nelle banche-dati (GenBank/EMBL).

Tabella 4: sequenze dei primer interni utilizzati per sequenziare il gene 185

PRIMER SEQUENZA 5> 3’

R536 CTGGAATTACCGCCGGCT

R1052 AACCTTAAGGAACCCCCGGCCATGGCA
F783 GACGAAATCAAAGAAATACCGTC

Il sequenziamento e stato effettuato dalla ditta Eurofins Genomics (Ebersberg, Germania).

Il principio alla base della reazione & quello del metodo di Sanger, detto anche “enzimatico” per
I’azione dell’enzima DNA polimerasi che, partendo dei primer forniti dall’operatore, sintetizza una
sequenza complementare ai due filamenti del frammento di interesse.

Oltre ai normali deossinucleotidi (ANTP), vengono aggiunti anche dei dideossinucleotidi (ddNTP)
marcati con 4 fluorocromi di colore diverso in quantita stechiometricamente inferiori. Questi
nucleotidi modificati sono privi del gruppo ossidrile al carbonio 3’ dello zucchero, impedendo cosi
la formazione di un legame fosfodiesterico con un nuovo nucleotide e arrestando la sintesi. Come
risultato si otterranno diversi frammenti di DNA di lunghezza variabile, ognuno dei quali emettera
un colore diverso in base al tipo di ddNTP incorporato.

Infine, tramite un complesso automatico multicapillare, i segnali derivanti dai fluorocromi
verranno convertiti grazie al software Chromas versione 1.45 (McCarthy et al., 1998) in un
elettroferogramma.

3.7. Analisi computazionale delle sequenze

Per ogni campione abbiamo ottenuto 3 sequenze, corrispondenti alle 3 regioni del gene 18S
amplificate dai primer R536, R1052 e F783, che sono state sovrapposte manualmente in modo da
ottenere la sequenza dell’intero gene.

Per ciascuna sequenza nucleotidica ottenuta e stata determinata la percentuale in contenuto di
GC, da intendersi come quantitativo di coppie di basi azotate di guanina e citosina. Tale parametro
e correlato alle proprieta fisiche delle molecole di DNA e differisce al variare della composizione
percentuale delle coppie di basi azotate presenti, permettendo cosi l'identificazione dei corredi
genomici nelle diverse specie, in quanto ogni specie ha un suo contenuto in GC caratteristico.
Successivamente, le sequenze complete sono state comparate con quelle omologhe depositate
nelle banche-dati, mediante il programma BLAST (Altschul et al., 1990), prendendo in
considerazione solo quelle che presentavano le maggiori percentuali di identita di sequenza.

Le sequenze nucleotidiche ottenute sono state inoltre allineate tra di loro e con le rispettive
sequenze omologhe derivanti dall’analisi comparativa con le banche-dati utilizzando il programma
Clustal X, versione 1.81 (Thompson et al., 1994). Gli allineamenti sono stati poi visualizzati con il
programma BioEdit versione 7.0.0 (Hall, 2001).

22



3.8. Analisi morfologiche

Per studiare le caratteristiche morfologiche dei protisti & indispensabile osservarli al microscopio e
per fotografarli € necessario riuscire a rallentare il loro rapido movimento. Per questo scopo
esistono diversi metodi, di tipo meccanico o chimico.

In questo caso é stato impiegato il dispositivo di scorrimento a compressione descritto da
Skovorodkin (Skovorodkin, 1990); esso & costruito sulla base di un vetrino coprioggetto e permette
una graduale compressione dei microrganismi viventi in modo da rallentare il loro movimento fino
ad immobilizzarli (Fig. 18).

Le indagini sono state eseguite utilizzando un microscopio Orthoplan Leitz (Leitz, Germania)
dotato di contrasto di interferenza differenziale (DIC) (Fig.19) e del sistema di acquisizione di
immagini digitali TrueChrome series (Tucsen Photonics Co., Ltd).

Fig. 18: dispositivo di Skovorodkin

Fig.19: microscopio dotato di contrasto di interferenza differenziale (DIC)
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4. RISULTATI
4.1. Isolamento dei ceppi
Da 2 campioni del sito di habitat dulciacquicolo Bussi sul Tirino (BsT/A e BsT/C) e da 5 campioni del
sito di habitat marino Torre del Cerrano (TdC/B, TdC/C1S, TdC/C1N, TdC/C2S e TdC/M2) sono state
isolate singole cellule per I'allestimento di colture monoclonali, ottenendo un totale di 13 ceppi.
Dai restanti 2 campioni di acqua dolce (BsT/B e BsT/D) e 3 campioni marini (TdC/G1, TdC/G2 e
TdC/M1), invece, non é stato possibile ottenere delle colture stabili di protisti su cui poter fare
analisi successive.

4.2. Amplificazione e sequenziamento del gene 18S

L'amplificazione genica del marcatore nucleare scelto (18S) mediante la tecnica della PCR ha
permesso di ottenere un prodotto della dimensione attesa di circa 1.800 pb per tutti i ceppi
analizzati; per alcuni campioni, per i quali la reazione di amplificazione aveva dato risultato
negativo, e stato necessario ripetere la PCR, usando una minore quantita di DNA rispetto a quella
usata precedentemente (1 pL anziché 10 uL). Tale modifica € stata introdotta ipotizzando che
I'esito negativo delle reazioni di amplificazione fosse dovuto alla presenza, in alcune preparazioni
di DNA, di possibili contaminanti inibenti I’attivita dell’enzima chiave della PCR, la Taq polimerasi.
In Figura 20 € mostrata una foto del gel di agarosio relativo all’elettroforesi di alcuni dei prodotti di
PCR ottenuti per alcuni ceppi analizzati.
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Figura 20: Elettroforesi su gel di agarosio di prodotti di PCR (gene 18S) relativi ad alcuni dei ceppi analizzati
1: TdC/B-2, 2: TdC/B-4, 3: TdC/C15-4, 4: TdC/M1, 5: TdC/CIN-2, 6: TdC/C1N-5, 7: TdC/C2S-3, 8: TdC/C2S-6, M: Marker
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4.3. Analisi delle sequenze

Le dimensioni e le percentuali in GC delle sequenze ottenute sono riportate in Tabella 5.

Tabella 5: Dimensione e contenuto in GC delle sequenze ottenute.

Ceppo Dimensione (pb) % GC
TdC/B-2 1.860 45,38
TdC/B-4 1.860 45,38
TdC/C1S-4 1.860 45,38
TdC/C1IN-2 1.860 45,38
TdC/CIN-5 1.860 45,38
TdC/C2S-3 1.814 44,87
TdC/C25-6 1.814 44,87
TdC/M2-2 1.769 43,98
TdC/M2-6 1.769 43,98
BsT/A-1 1.730 44,74
BST/A-6 1.730 44,74
BsT/C-1 1.730 45,32
BsT/C-2 1.730 45,32

Come si puo osservare, sono state ottenute 5 sequenze (TdC/B-2, TdC/B-4, TdC/C1S-4, TdC/C1IN-2

e TdC/C1N-5) della dimensione di 1.860 pb, 2 sequenze (TdC/C2S-3 e TdC/C2S-6) di 1.814 pb, 2

sequenze (TdC/M2-2 e TdC/M2-6) di 1.769 pb e 4 sequenze (BsT/A-1, BsT/A-6, BsT/C-1 e BsT/C-2)

di 1.730 pb. Di quest’ultimo gruppo, le prime due sequenze differiscono dalle altre due nella
percentuale in GC (44,74 contro 45,32), mentre tutti gli altri gruppi presentano al loro interno

sequenze con la stessa composizione nucleotidica.

Una prima analisi comparativa delle sequenze ottenute mediante allineamento delle stesse ha
mostrato che alcune sequenze sono risultate identiche tra loro. Precisamente, le 13 sequenze
ottenute sono state raggruppate in 5 gruppi di identita di sequenza (Tab. 6).

Ciascuna delle 5 diverse sequenze cosi ottenute e stata poi comparata con sequenze omologhe
depositate nelle banche dati (Gen-Bank/EMBL), prendendo in considerazione, per ciascuna

sequenza nucleotidica ottenuta, solo quella che presentava la maggiore percentuale di identita di

sequenza. | valori di queste analisi sono riportati in Tabella 6.
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Tabella 6: Valori di identita delle sequenze ottenute con quelle omologhe depositate nelle banche-dati.

Sequenza Specie Codice di Referenza Identita N°
accesso nelle bibliografica di mutazioni
banche dati sequenza nella
(GenBank/EMBL) (%) porzione di

sequenza
considerata

TdC/B-2 Euplotes AJ305251 Petroni et al., 99 1

TdC/B-4 raikovi 2002

TdC/C1S-4

TdC/C1N-2

TdC/CIN-5

TdC/C2S-3 Euplotes EF094966 Vallesi et al., 99 1

TdC/C2S-6 plicatum 2008

TdC/M2-2 Euplotes sp. KX516721 Non pubblicato 99 1

TdC/M2-6

BsT/A-1 Onychodromus AJ310486 Bernhard et 99 13

BsT/A-6 grandis al., 2001

BsT/C-1 Stichotrichia LN869993 Rossi et al., 100 0

BsT/C-2 sp. in stampa

Per quanto riguarda i ceppi di origine marina provenienti dal sito Torre del Cerrano, I'analisi
comparativa del gruppo di sequenze ottenute da TdC/B-2, TdC/B-4, TdC/C1S-4, TdC/CIN-2 e
TdC/C1N-5 con sequenze omologhe presenti nelle banche-dati ha mostrato il piu alto valore di
identita con una sequenza appartenente alla specie Euplotes raikovi (Tab. 6). In particolare, le
sequenze ottenute sono risultate simili (identita: 99%), con una sola mutazione nella porzione
genica considerata, a quella di un ceppo campionato a Porto Recanati (Macerata).

Allo stesso modo, I'analisi comparativa dei 2 gruppi di sequenze ottenute da TdC/C2S-3 e TdC/C2S-
6 e da TdC/M2-2 e TdC/M2-6 con sequenze omologhe presenti nelle banche-dati ha mostrato il
piu alto valore di identita con sequenze appartenenti alle specie Euplotes plicatum e Euplotes sp.,
rispettivamente (Tab. 6). In particolare, le sequenze ottenute di entrambi i gruppi sono risultate
simili (identita: 99%), con una sola mutazione nella porzione genica considerata, a quella di un
ceppo campionato a Lyttelton, Christchurch (Nuova Zelanda) e a quella di un ceppo campionato a
Qingdao (Cina), rispettivamente per i gruppi di sequenze TdC/C2S-3, TdC/C2S-6 e TdC/M2-2,
TdC/M2-6.

Per quanto riguarda i ceppi di origine dulciacquicola provenienti dal sito Bussi sul Tirino, I’analisi
comparativa del gruppo di sequenze ottenute da BsT/A-1 e BsT/A-6 con sequenze omologhe
presenti nelle banche-dati ha mostrato il pit alto valore di identita (99%), con 13 mutazioni nella
porzione genica considerata, con una sequenza appartenente alla specie Onychodromus grandis
(Tab. 6).

Allo stesso modo, I'analisi comparativa del gruppo di sequenze ottenute da BsT/C-1 e BsT/C-2 con
sequenze omologhe presenti nelle banche-dati ha mostrato il piu alto valore di identita con
sequenze appartenenti alle specie Stichotrichia sp. (Tab. 6). In particolare, le sequenze ottenute
sono risultate identiche (identita: 100%) a quella di un ceppo campionato a Lago Nero, un lago
montano di origine glaciale della Montagna Pistoiese (Toscana).
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4.4. Analisi morfologiche

Le analisi morfologiche effettuate sui ceppi isolati dai 2 siti presi in esame hanno permesso di
registrare immagini fotografiche in cui sono evidenti diverse forme di protisti (Fig. 21). In
particolare, le immagini fotografiche relative ai ceppi prelevati nei siti oggetto di studio hanno
permesso di identificare specie di protisti riconducibili, sulla base delle caratteristiche
morfologiche distintive, al genere Euplotes (Fig. 21-1 e 21-2), nel caso dei ceppi provenienti dal
sito marino Torre del Cerrano, e ai generi Onychodromus e Stichotrichia (Fig. 21-3 e 21-4,
rispettivamente) nel caso dei ceppi provenienti dal sito dulciacquicolo Bussi sul Tirino.

Figura 21: Immagini al microscopio dotato di contrasto di interferenza differenziale (DIC) della parte ventrale (sinistra) e dorsale
(destra) di 1. Euplotes plicatum, 2. Euplotes raikovi, 3. Onychodromus sp. e 4. Stichotrichia sp.

L’unita di misura indicata in figura é pari a 20 um.

Le immagini sono state ottenute in collaborazione con Fabrizio Erra.
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5. CONCLUSIONI

Le analisi di questo studio sono state basate sul fatto che, in generale, zone a basso impatto
antropico, come generalmente sono le aree naturali protette, dovrebbero garantire una maggiore
biodiversita a vari livelli. Cid costituisce il presupposto per I'identificazione di specie di
microrganismi, quali sono i protisti, da utilizzare come fonte di prodotti naturali per potenziali usi
biotecnologici in diversi settori, quali quello farmaceutico, cosmetico, nutraceutico e altro. A tale
scopo sono stati presi in considerazione, come aree di studio per I'identificazione di specie di
protisti, 2 siti abruzzesi corrispondenti ad aree naturali protette, uno di origine marina (Torre del
Cerrano, Pineto, Teramo) e uno di origine dulciacquicola (Bussi sul Tirino, L’Aquila). Una
preliminare osservazione allo stereo-microscopio dei campioni raccolti nei 2 siti presi in esame ha
evidenziato la presenza di varie forme di protisti. In particolare, & stata rilevata una comunita
microbica costituita principalmente da varie forme di protozoi flagellati e ciliati e di alghe
unicellulari. Tuttavia, I'attenzione del presente studio & stata limitata ai soli ciliati, in quanto in
letteratura erano presenti gia diversi studi riguardanti la produzione di metaboliti secondari di
interesse farmaceutico da parte di questo gruppo di protisti. Le analisi genetiche applicate ai ceppi
isolati dai 2 siti oggetto di studio e utilizzando un marcatore genetico specie-specifico (gene
nucleare per I'RNA ribosomiale 18S), hanno permesso di identificare e caratterizzare i vari
componenti delle comunita a protisti.

Nel caso dei campioni di origine marina provenienti dal sito Torre del Cerrano, si & riusciti ad
ottenere colture monoclonali stabili solo da 5 degli 8 campioni ambientali, per un totale di 9 ceppi.
L’analisi del marcatore genetico specie-specifico selezionato ha consentito di identificare 3 specie
diverse, tutte appartenenti al genere Euplotes. In particolare, 5 ceppi (TdC/B-2, TdC/B-4, TdC/C1S-
4, TdC/C1IN-2 e TdC/C1IN-5) sono risultati identici tra loro nella sequenza del marcatore genetico
selezionato e I'analisi comparativa delle loro sequenze ottenute con quelle omologhe disponibili
nelle banche-dati ha mostrato un’identita di sequenza pari al 99% (con una sola mutazione nella
porzione genica considerata) con organismi della specie E. raikovi. Pil precisamente, la sequenza
omologa presente nelle banche-dati che ha mostrato il piu alto valore di identita di sequenza con
quelle ottenute appartiene ad un ceppo di E. raikovi campionato a Porto Recanati (Macerata), cioé
a circa a un centinaio di chilometri dal sito oggetto di studio (Torre del Cerrano). Allo stesso modo,
2 ceppi (TdC/C2S-3 e TdC/C2S-6) sono risultati identici tra loro nella sequenza del marcatore
genetico selezionato e I'analisi comparativa delle loro sequenze ottenute con quelle omologhe
disponibili nelle banche-dati ha mostrato un’identita di sequenza pari al 99% (con una sola
mutazione nella porzione genica considerata) con organismi della specie E. plicatum. Piu
precisamente, la sequenza omologa presente nelle banche-dati che ha mostrato il piu alto valore
di identita di sequenza con quelle ottenute appartiene ad un ceppo di E. plicatum campionato in
Nuova Zelanda. Infine, i 2 ceppi TdC/M2-2 e TdC/M2-6, che sono risultati identici tra loro nella
sequenza del marcatore genetico selezionato, si differenziano per solo una mutazione nella
porzione genica considerata dalla sequenza omologa di un ceppo campionato in Cina e
appartenente al genere Euplotes, ma di cui non & stata ancora identificata la specie.
L’assegnazione tassonomica dei 9 ceppi provenienti dal sito di origine marina al genere Euplotes e
piu precisamente alle specie E. raikovi, E. plicatum e Euplotes sp. & stata resa possibile
essenzialmente per due motivi principali: 1) tutte le sequenze ottenute differivano per una sola
differenza nucleotidica rispetto alla corrispondente sequenza omologa di riferimento. 2) nel
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genere Euplotes, e stato osservato che piu di 60 mutazioni nel gene 18S separano E. nobilii e E.
raikovi, due specie strettamente correlate dal punto di vista filogenetico, mentre da 1 a 4
mutazioni sono interpretate come variazioni di sequenza puramente intra-specifiche (Di Giuseppe
et al., 2011). Il ritrovamento di 3 diverse specie appartenenti al genere Euplotes nel sito marino di
Torre del Cerrano, da un lato conferma la maggiore biodiversita riscontrabile nelle aree naturali
protette anche a livello di taxa di protisti, e dall’altro lato permette di identificare il sito in
guestione come un promettente laboratorio naturale per la ricerca di prodotti naturali di origine
marina, in quanto il genere di protisti identificato € da tempo considerato una vera e propria
“cornucopia” di metaboliti secondari dalle interessanti attivita biologiche e potenzialmente
utilizzabili in diversi settori biotecnologici.

Nel caso dei campioni di origine dulciacquicola provenienti dal sito Bussi sul Tirino, si e riusciti ad
ottenere colture monoclonali stabili solo da 2 dei 4 campioni ambientali, per un totale di 4 ceppi.
L’analisi del marcatore genetico specie-specifico selezionato ha consentito di identificare 2 specie
diverse. In particolare, 2 ceppi (BsT/A-1 e BsT/A-6) sono risultati identici tra loro nella sequenza
del marcatore genetico selezionato e I'analisi comparativa delle loro sequenze ottenute con quelle
omologhe disponibili nelle banche-dati ha mostrato un’identita di sequenza pari al 99% (con 13
mutazioni nella porzione genica considerata) con organismi della specie Onychodromus grandis. In
guesto caso, visto il relativamente alto valore di mutazioni nucleotidiche che differenzia le
sequenze dei ceppi analizzati da quella omologa di riferimento disponibile nelle banche-dati e non
conoscendo al momento il grado di variabilita intra-specifica che caratterizza questa specie,
I’'assegnazione tassonomica dei ceppi in questione pio essere limitata al solo genere. Infine, 2
ceppi (BsT/C-1 e BsT/C-2) sono risultati identici tra loro nella sequenza del marcatore genetico
selezionato e I'analisi comparativa delle loro sequenze ottenute con quelle omologhe disponibili
nelle banche-dati ha mostrato un’identita di sequenza pari al 100% con una specie appartenente
al genere Stichotrichia. Piu precisamente, la sequenza omologa presente nelle banche-dati che ha
mostrato il piu alto valore di identita di sequenza con quelle ottenute appartiene ad un ceppo di
Stichotrichia sp. campionato in provincia di Pistoia. Le specie di protisti identificate nel sito
dulciacquicolo di Bussi sul Tirino, pur non essendo ancora state studiate dal punto di vista della
produzione di metaboliti secondari, possono tuttavia costituire un promettente campo di indagine
in tal senso, viste anche le peculiari caratteristiche ecologiche-ambientali del sito che garantiscono
lo sviluppo di una notevole biodiversita di microrganismi potenzialmente interessanti dal punto di
vista biotecnologico (limpidezza e temperatura costante delle acque del fiume Tirino, presenza di
numerose microsorgenti, flora rigogliosa che consente alti livelli di ossigenazione delle acque del
fiume).
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