PREMIO FIRENZE UNIVERSITY PRESS
TESI DI DOTTORATO

- 16 —






Francesca Decorosi

Studio di ceppi batterici
per il biorisanamento di suoli contaminati
da Cr(VI)

Firenze University Press
2010



Studio di ceppi batterici per il biorisanamento di suoli
contaminati da Cr(VI)/ Francesca Decorosi. — Firenze :
Firenze University Press, 2010.

(Premio FUP. Tesi di dottorato ; 16)

http://digital.casalini.it/9788884539366

ISBN 978-88-8453-985-4 (print)
ISBN 978-88-8453-936-6 (online)

Progetto di copertina: Alberto Pizarro Fernandez

© 2010 Firenze University Press
Universita degli Studi di Firenze
Firenze University Press

Borgo Albizi, 28

50122 Firenze, Italy
http://www.fupress.com/

Printed in Italy



Sommario

Capitolo 1
Introduzione

1. Il problema mondiale dell'inquinamento da cromo
1.1. Proprieta ed impiego antropico del cromo
1.2. Tossicita del cromo
1.3. Il cromo nel suolo
1.4. Contaminazione ambientale da cromato

2. Interazioni tra cromo e batteri
2.1 Tossicita del Cr(VI) nei batteri e meccanismi di resistenza batterica
al Cr(VI)
2.2. Influenza del Cr(VI) sulle comunita microbiche del suolo

3. Biorisanamento di suoli contaminati da cromato

Metodi per lo studio di microrganismi da impiegare nel biorisanamento
4.1. Caratterizzazione fenomica dei microrganismi
4.2. Studio dei meccanismi batterici di resistenza al Cr(VI)

Capitolo 2
Scopo

Capitolo 3
Materiali e metodi

1. Caratterizzazione dei ceppi 22, 28, 34 e 56
1.1. Sequenziamento del 16S rDNA
1.2. Identificazione dei ceppi batterici mediante Biolog-ID
1.3. Determinazione della riduzione batterica del Cr(VI)
1.4. Analisi Phenotype Microarray (PM) degli isolati batterici

2. Studio dei meccanismi di resistenza al Cr(VI)

2.1. Esperimenti di ibridazione del DNA

2.2. Identificazione dei geni interrotti

2.3. Analisi Phenotype Microarray (PM) del ceppo 28 e dei mutanti

2.4. Caratterizzazione genetica e funzionale del gene (oscA) interrotto
nel mutante Crg8

2.5. Determinazione della Cr(VI)-MIC batterica in presenza di diverse
fonti di zolfo

—_— NI R DN = =

11
20

22
25

25
28

33

35

35
35
37
37
40

41
41
45
46

47

62

Francesca Decorosi, Studio di ceppi batterici per il biorisanamento di suoli ISBN 978-88-8453-985-4 (print) ISBN

978-88-8453-936-6 (online) © 2010 Firenze University Press



VI Francesca Decorosi

Capitolo 4
Risulatati e discussione 65
1. Caratterizzazione di ceppi batterici per il biorisanamento di suoli
contaminati da Cr(VI) 65
1.1. Identificazione dei ceppi 65
1.2. Influenza delle fonti di carbonio/energia sulla riduzione del Cr(VT) 66
1.3. Caratterizzazione fenotipica dei ceppi mediante Phenotype
Microarray (PM) 71
2. Studio dei meccanismi di resistenza al Cr(VI) IN Pseudomonas corrugata 28 78
2.1. Caratterizzazione dei mutanti Cr(VI)-sensibili di P. corrugata 28 78
2.2. Caratterizzazione genetica e funzionale del gene (oscA) interrotto
nel mutante Crg8 91

2.3. Composti organici dello zolfo e resistenza al Cr(VI) in P. corrugata 28 108

Capitolo 5
Conclusioni 111

Bibliografia 115



Capitolo 1

Introduzione

1. 1l problema mondiale dell'inquinamento da cromo
1.1. Proprieta ed impiego antropico del cromo

Il cromo (numero atomico 24; peso atomico 51,996; densita 7,19 g/cm?) & un e-
lemento di transizione appartenente al gruppo VI-B della tavola periodica degli ele-
menti ed ¢ considerato un metallo pesante poiché ha una densita superiore a 5 g/cm®
(Nies 1999). L’identificazione del cromo come
elemento chimico risale al 1789 ed avvenne ad
opera del chimico francese Nicolas-Louis
Vauquelin, che nomino questo nuovo elemen-
to “cromo” per la molteplicita di colori dei
suoi composti. Nella crosta terrestre il cromo &

presente in concentrazioni variabili comprese
Figura 1.1. Il minerale cromite. tra 10 e 150 mg/Kg, con una media di 40
mg/Kg, (Bini et al. 2008) e si puo trovare sot-
toforma di circa 40 diversi minerali (Sokolov et al. 2005), tuttavia la cromite (figura
1.1), la cui forma pura ha formula FeO-Cr203, & l'unico minerale da cui viene estrat-
to il cromo. Il pitt grande deposito terrestre di cromite ¢ il complesso di Bushveld
(Sud Africa) che si estende su 12000 Km2 e contiene il 60% delle riserve terrestri di
cromite. Altre importanti riserve mondiali di cromite si trovano in Zimbabwe, Ma-
dagascar, Kazakhstan, India, Finlandia, Brasile, Filippine ed in una fascia montuosa,
che si estende dall’Albania attraverso la Grecia, la Turchia fino all’Iran e al Pakistan.
Il maggior produttore mondiale di cromite ¢ costituito dal Sud Africa (48% della
produzione mondiale), seguito da Kazakhstan (19%) e India (15%), mentre produtto-
ri minori sono Brasile, Finlandia, Turchia e Zimbabwe (International Chromium De-
velopment Association, 2007).
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978-88-8453-936-6 (online) © 2010 Firenze University Press



2 Francesca Decorosi

II cromo, grazie alle sue proprieta, quali la durezza, la resistenza alla corrosione e
all’ossidazione e la colorazione dei suoi composti, trova largo impiego in ambito in-
dustriale. La domanda mondiale di cromo, nell’'ultimo decennio, ¢ aumentata del 5%
ogni anno ed ¢ passata da 15 milioni di tonnellate nel 2000 a 22 milioni di tonnellate
nel 2007. I1 94% della cromite estratta ogni anno viene utilizzata per produrre leghe
di ferro-cromo che vengono successivamente impiegate prevalentemente per la pro-
duzione di acciaio e acciaio inossidabile, il 4% viene impiegato per le fonderie e
I'industria refrattaria ed infine il 2% viene utilizzato per la produzione di composti
chimici del cromo. Tra questi il cromato di sodio rappresenta il composto primario
da cui si ottengono un’altra varieta di composti che vengono impiegati nella concia-
tura delle pelli, nella produzione di coloranti, nella finitura metallica (cromatura), e
nella preservazione del legno (International Chromium Development Association,
2007).

1.2. Tossicita del cromo

Il cromo puo esistere in vari stati di ossidazione (da -2 a +6), tuttavia Cr(III) e
Cr(VI) sono le forme maggiormente stabili nell’'ambiente (Zayed & Terry 2003). Il
Cr(III) non & considerato un composto altamente tossico per gli organismi viventi
(Amrani et al. 1999) sia perché forma composti poco insolubili, sia perché i complessi
idrati del Cr(IIT) permeano con difficolta le membrane biologiche (Cohen et al. 1993;
Czako-Ver et al. 1999). Il Cr(IlI) rappresenta un micronutriente essenziale nei
mammiferi in quanto ¢ un costituente del fattore di tolleranza al glucosio, un com-
plesso molecolare il cui ruolo sembra quello di promuovere la rimozione del glucosio
dal sangue potenziando l'attivita dell'insulina (Sreekanth et al. 2008).

11 Cr(VI) € un composto altamente tossico con dimostrata attivita mutagena (Petrilli
& De Flora 1977) ed ¢ classificato dalla USEPA come composto cancerogeno per
I'uomo (gruppo A) [USEPA 1982 Integrated risk information system (IRIS) US Envi-
ronmental Protection Agency, Environmental criteria and Assessment Office, June 2
1992, Cincinnati, OH]. E> ampiamente riconosciuto, sulla base di numerose evidenze
epidemiologiche, che I'esposizione occupazionale al Cr(VI) favorisce I'insorgenza di
neoplasie polmonari e nasali (Langard 1990; Gibb et al. 2000). In un recente studio
del National Toxicology Program (NTP Techical Report on the toxicology and car-
cinogenesis studies of sodium dichromate hidydrate in F344/N rats and B6C3F1
mice. NIH Publication 07-5887, 2007) in cui sono stati valutati, per tre mesi di spe-
rimentazione, gli effetti dell'ingestione di Cr(VI) attraverso 'acqua potabile in topi e
in ratti, e stato osservato un aumento dell’'incidenza di formazioni neoplastiche a ca-
rico del cavo orale e dell’intestino. Gli esperimenti condotti hanno messo in evidenza
anche segni di tossicita a livello del fegato e di altri organi interni, indicando che il
Cr(VI) non viene completamente neutralizzato dai sistemi di detossificazione del



Introduzione 3

tratto gastrointestinale e riesce a penetrare nella circolazione sistemica. E’ stato dimo-
strato, in uno studio condotto su un gruppo di volontari umani, che I'ingestione di
acque contenenti Cr(VI) determina un significativo aumento del contenuto in Cr(VI)
a livello eritrocitario (Zhitkovich 2005): tale dato supporta ulteriormente I'ipotesi che
il Cr(VI) ingerito attraverso le acque possa penetrare nella circolazione sistemica.
Complessivamente questi studi hanno evidenziato che la pericolosita del cromo per la
salute umana non ¢ limitata ai luoghi di lavoro, ma puo estendersi ad una pitt ampia
fascia di popolazione umana attraverso I'ingestione di acque contaminate.

Studi condotti allo scopo di valutare gli effetti indotti da Cr(VI) a livello cellulare
hanno dimostrato che cellule esposte a Cr(VI) subiscono vari tipi di lesioni alle prin-
cipali macromolecole tra le quali lipidi (Scoccianti et al. 2008), proteine (Sumner et
al. 2005) ed acidi nucleici. In presenza di Cr(VI) il DNA puo subire lesioni sia a livel-
lo delle basi azotate sia a livello dello scheletro zucchero-fosfato, in particolare sono
state osservate rotture delle eliche del DNA, formazione di legami covalenti crociati
tra le due eliche, formazione di legami stabili del DNA con proteine, formazione di
addotti con il cromo, ossidazioni delle basi azotate e formazione di siti abasici (Salni-
kow & Zhitkovich 2008; Stearns & Wetterhahn 1997; Sugden et al. 2001; Voitkun et
al. 1998). Tali danni cellulari indotti dal Cr(VI) dipendono dal processo di riduzione
che esso subisce una volta penetrato nella cellula. Il cromato [Cr(VI)], un anione che
forma sali prevalentemente solubili, attraversa facilmente le membrane cellulari sfrut-
tando i canali del solfato poiché presenta una forte similarita strutturale con tale ione

figura 1.2)
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Figura 1.2. Struttura degli ioni solfato (A) e cromato (B). sposte a croma-
to si verifica un
forte accumulo
intracellulare di Cr(VI) con concentrazioni da 10 a 100 volte piu elevate rispetto a
quella esterna (Messer et al. 2006; Reynolds et al. 2007; Reynolds & Zhitkovich 2007).
I cromato, una volta penetrato all’interno della cellula, va incontro a processi di ri-
duzione che coinvolgono molecole riducenti quali I'ascorbato, il glutatione, la cistei-
na, la riboflavina o lintervento di vari tipi di enzimi (De Flora & Wetterhahn 1989;
Johannes et al. 2008) che portano alla formazione di Cr(V), Cr(IV) (Bose et al. 1992;
Kalabegishvili et al. 2003; Lay & Levina 1998; Myers et al. 2000; Stearns & Wetter-
hahn 1997; Suzuki et al. 1992) ed infine Cr(III), che rappresenta una forma termodi-
namicamente stabile (Dillon et al. 1997; Ortega et al. 2005). Cr(V) e Cr(IV) sono
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composti molto reattivi e possono direttamente danneggiare le macromolecole cellu-
lari. E stato inoltre dimostrato che il Cr(V), essendo altamente instabile, non appena
formato si ossida nuovamente a Cr(VI) reagendo con l'ossigeno molecolare in un
processo ciclico che porta alla formazione di numerose specie reattive dell’ossigeno
(ROS: reactive oxygen species) (Ackerley et al. 2004). Lo stress ossidativo subito dalla
cellula in seguito alla formazione di ROS potrebbe essere almeno in parte responsabi-
le della tossicita cellulare del Cr(VI). E’ stato, ad esempio, dimostrato che la tossicita
del cromato in cellule di lievito ¢ principalmente dovuta ad un esteso danno ossidati-
vo subito dalle proteine cellulari (Sumner et al. 2005). Il Cr(III), prodotto dalla ridu-
zione intracellulare del Cr(VI), pud costituire la forma prevalente di cromo
all'interno della cellula (Sugiyama et al. 1991) ed é probabile che esso possa indurre
danno al DNA. Infatti, studi condotti in vitro hanno dimostrato che il Cr(III) in pre-
senza di perossido di idrogeno puo indurre rotture nelle singole eliche del DNA od
ossidazione delle basi azotate (Tsou et al. 1996), inoltre a basse concentrazioni il
Cr(I1I) riduce la fedelta della replicazione della DNA polimerasi inducendo mutazio-
ni (Snow & Xu 1991), mentre a elevate concentrazioni provoca la formazione di le-
gami covalenti tra le due eliche del DNA (Bridgewater et al. 1994).

1.3. Il cromo nel suolo

La forma trivalente del cromo & quella maggiormente stabile e rappresentata in
natura. Nel suolo, a valori di pH alcalini o debolmente acidi, il Cr(III) tende a
precipitare sottoforma di composti insolubili e si trova prevalentemente come
Cr(OH)3 o, in presenza di Fe(IlI), come (Cry, Fe 14)(OH); (Bartlett & Kimble 1976;
Sass & Ray 1987). La solubilita del Cr(III) nel suolo pué aumentare in seguito alla
formazione di complessi con molecole o ioni di piccole dimensioni, diversi dallo ione
idrossido (OH"). I complessi del Cr(III) con molecole organiche ad elevato peso
molecolare, come gli acidi umici del suolo, presentano invece una limitata solubilita e
quindi la maggior parte del Cr(III) ¢ immobilizzata (Kotas & Stasicka 2000).

I1 Cr(VI) puod trovarsi in forme diverse e la percentuale relativa di ognuna dipende sia
dal pH sia dalla concentrazione totale del Cr(VI) (Kotas & Stasicka 2000). In figura
1.3 viene illustrata 'abbondanza relativa delle diverse specie di Cr(VI) in funzione del
pH, per una concentrazione totale di Cr(VI) pari a 10-6 M. A valori di pH superiori a
7 prevale la forma CrO4*, mentre a valori di pH acidi prevale la forma HCrOy. In
condizioni acide, quando la concentrazione del Cr(VI) totale supera 10-2 M, il
HCrO,- tende a condensare formando lo ione Cr,O;* secondo la seguente reazione: 2
HCrOs- < Cry072- + H,O. Nelle condizioni di pH tipiche del suolo il Cr(VT) si trova
nelle forme HCrO4-, CrOs e Cr,O;* (Kotas & Stasicka 2000) che presentano
un’elevata solubilita nel suolo soprattutto in condizioni alcaline e debolmente acide
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(Zachara et al. 1989). A pH acidi la mobilita del cromato pu¢ diminuire perché in
queste condizioni le superfici minerali di ossidi di ferro e alluminio acquisiscono
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Figura 1.3. Abbondanza percentuale delle specie H2CrO4, H2CrO4- e CrO42- in soluzione
acquosa in dipendenza dal pH, ad una concentrazione totale di Cr(VI) pari a 1x10-6 M [da
Kotas & Stasicka (2000), modificata].

carica positiva e possono assorbire il cromato, limitandone la mobilita. Comunque la
competizione esercitata da altri anioni del suolo (SO4*, HCO?*) per il legame alle su-
perfici minerali riduce la quantita di cromato che si lega alle particelle di suolo e con-
seguentemente la mobilita del Cr(VI) risulta in genere elevata anche in suoli acidi
(Zachara et al. 1987).

Nei suoli il Cr(VI) ha principalmente origine antropica e viene rapidamente ridotto a
Cr(III) (Rai et al. 1989). 1 principale fattore abiotico che nel suolo influenza la ridu-
zione del Cr(VI) a Cr(III) ¢ rappresentato dal potenziale redox. In condizioni ridu-
centi il Cr(VI) viene ridotto a Cr(III) tramite reazioni redox con specie inorganiche
disciolte in acqua (Fe**, S*), dal trasferimento di elettroni alle superfici minerali o da
reazioni con sostanze organiche quali sostanze umiche, carboidrati e proteine. La ri-
duzione del Cr(VI) dipende inoltre dal valore del pH e tende ad aumentare con
I'abbassarsi del pH.
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In alcuni casi il Cr(III) puo essere ossidato a Cr(VI) (Bartlett & James 1979): qualora
il Cr(III), mobilizzato dal legame con piccole molecole organiche come ad esempio,
acido citrico o acido fulvico, venga a contatto con ossidi e/o idrossidi di manganese
[Mn(III), Mn(IV)], puo essere ossidato a Cr(VI) con conseguente formazione di
Mn(II) che viene ossidato nuovamente a MnO, dall’ossigeno atmosferico. Quindi il
Cr(III) puo essere convertito in Cr(VI) in suoli umidi e ben areati contenenti ossidi
e/o idrossidi di manganese e molecole organiche capaci di mobilizzare il Cr(III). Glo-
balmente i processi che nel suolo trasformano il Cr(III) in Cr(VI) e viceversa forma-
no un ciclo, le cui fasi vengono schematicamente rappresentate in figura 1.4.

0,

crim

precipitati e polimeri

molecole
organiche
ridotte

OH o altri ligandi

molecole
organiche
ossidate

cri-

Figura 1.4. Rappresentazione schematica del ciclo del cromo nel suolo [da Bartlett (1991), mo-
dificata].

James e collaboratori (1997) hanno proposto un modello che permette di valutare il
livello del Cr(VI) nel suolo tenendo conto dei principali fattori abiotici (presenza di
sostanza organica, di ossidi e/o idrossidi di manganese, valore del pH) che influenza-
no le reazioni di riduzione del Cr(VI) e di ossidazione del Cr(III) (figura 1.5). Occor-
re comunque considerare che il destino del cromo nel suolo viene influenzato non
soltanto da fattori abiotici ma anche dall’attivita dei microrganismi. Numerosi mi-
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crorganismi presenti nel suolo hanno infatti la capacita di ridurre il Cr(VI) a Cr(III)
(paragrafo 1.2.1).

Ossidi efo
idrossidi di Mn
per 'OSSIDAZIONE

Sostanza
organica per la
RIDUZIONE

ALTO Livello del Cr{V1) BASSO
nel suolo

Figura 1.5. Equilibrio tra ossidazione del Cr(III) e riduzione del Cr(VI). Il volume delle due
sfere contenente gli ossidi e/o idrossidi di manganese e la sostanza organica sono proporziona-
li alla quantita di agenti ossidanti e riducenti rispettivamente; la distanza dal fulcro della bilan-
cia rappresenta la loro reattivitd. La piccola sfera che indica il pH si muove verso destra
all’aumentare del valore del pH determinando un aumento del potere ossidativo del suolo nei
confronti del Cr(III), e verso sinistra al diminuire del valore del pH aumentando la riduzione
del Cr(VI). La posizione finale dell’ago della bilancia, determinata dalla posizione e dal volume
delle tre sfere, indica il livello di Cr(VI) nel suolo [da James et al. (1997), modificata].

1.4. Contaminazione ambientale da cromato

Le attivita antropiche hanno portato ad un aumento significativo del contenuto
di cromo nel suolo. I maggiori contributi all'immissione di cromo nell’ambiente sono
dovute a varie attivita industriali (placcatura al cromo, verniciatura, attivita metallur-
gica, preservazione del legno e conciatura) (Bini et al. 2008) che, in seguito ad una ge-
stione non corretta dei processi di lavorazione e dello smaltimento dei residui indu-
striali, possono rilasciare grandi quantitativi di cromo nell’ambiente (Salunkhe et al.
1998). Pratiche agronomiche che prevedono l'impiego di fanghi di depurazione,
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compost e residui di conceria come ammendanti e fertilizzanti, contribuiscono ulte-
riormente all’introduzione di cromo nel suolo (Bini et al. 2000; Mc Grath 1995).

11 Cr(VI) che viene rilasciato nel suolo puo venir ossidato a Cr(III), tuttavia, qualora
la capacita riducente del suolo non sia sufficiente per trasformare tutto il Cr(VI) in-
trodotto in Cr(III), il Cr(VI) puo persistere (Rai et al. 1989). Il Cr(VI) che permane
nel suolo, a causa della sua elevata mobilita, puo essere facilmente dilavato e causare
contaminazione delle acque superficiali e di falda.

La contaminazione dei suoli con composti del Cr(III) riceve minore attenzione in vir-
tu della loro scarsa mobilita e tossicita, ma occorre considerate che, come sopra ri-
portato, in suoli ricchi di ossidi e/o idrossidi di manganese puo verificarsi
l'ossidazione del Cr(III) a Cr(VI) (Bartlett & James 1979), con conseguente accumulo
di Cr(VI) nel suolo. Secondo la stima dell’European Pollutant Emission Register
(EPER) riferita all’anno 2004, I'Europa emette annualmente nell’ambiente 1109,86
tonnellate di cromo e I'Italia rappresenta il secondo paese che maggiormente contri-
buisce a tale emissione (14,7% delle emissioni totali), preceduto dalla Francia (58,0%)
e seguito dalla Germania (4,2%) e dal Regno Unito (3,6%). In Italia la contaminazio-
ne dei suoli e delle acque con Cr(VI) rappresenta un problema grave e molto diffuso.
Sono stati individuati numerosi casi di inquinamento da cromato, che ha portato ad
un contenuto di Cr(VI) nelle acque di falda molto pit elevato rispetto al limite di 5
pg/l imposto dalla normativa italiana (D.M. 471/99). Uno dei casi pill conosciuti ¢ il
disastro ambientale causato dalla Stoppani, un’azienda specializzata nella produzione
di sali di cromo, con sede a Cogoleto in provincia di Genova. Il Decreto del Presiden-
te del Consiglio dei Ministri del 23 Novembre 2006 ha stabilito lo stato di emergenza
per la Stoppani, che in trenta anni di attivita ha portato ad una elevatissima e diffusa
contaminazione di cromo esavalente delle acque sotterranee, superficiali e di battigia
per molti Km2 intorno alla fabbrica. L’attivita dell'industria galvanica Tricom, ope-
rante dal 1974 fino al 2003 a Tezze sul Brenta in provincia di Vicenza, ha causato la
contaminazione da Cr(VI) di una falda freatica che si estende nei comuni di Cittadel-
la, Fontaniva e Tezze sul Brenta. Nel 2001, a causa degli elevati livelli di Cr(VI) misu-
rati nelle acque di falda, ¢ stato vietato il consumo di acqua prelevata dai pozzi nel
comune di Cittadella (Ordinanza di Cittadella del 10 settembre 2001). Nel comune di
Torino le Acciaierie Vitali, operanti dal 1900 fino al 1989, hanno determinato un am-
pio inquinamento del suolo e delle acque di falda. A seguito di un intervento di carat-
terizzazione della zona contaminata ¢ stato proposto un progetto di risanamento, ap-
provato nel 2003 (delibera n. 51 del 28 marzo 2003 del dirigente del Settore Tutela
Ambiente del Comune di Torino). Nel 2008, a Spinetta Marengo, in provincia di A-
lessandria, ¢ stato rilevato inquinamento da Cr(VI) di una falda acquifera di un’area
sulla quale insiste uno stabilimento in cui fino agli anni settanta ¢é stata attiva la pro-
duzione di pigmenti da parte dell’azienda Montedison. L'importanza della problema-
tica dell'inquinamento da cromo in Italia ¢ stata stigmatizzata da una giornata di stu-
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dio, organizzata dal Gruppo di Scientifico Italiano di Studio e Ricerche (GSISR), te-
nutasi a Milano il 9 febbraio 2004, su “Esperienza di applicazione del D.M. 471/99,
valori di fondo, serbatoi interrati, inquinamento da cromo, movimentazione, mate-
riali di scavo” nella quale il tema del cromo ¢ stato trattato insieme alle maggiori te-
matiche legate alla contaminazione dei suoli.

A livello internazionale Pakistan ed India costituiscono due paesi in cui il problema
della contaminazione ambientale da cromo ¢ particolarmente grave, a causa di un
forte sviluppo dell'industria conciaria verificatosi negli ultimi decenni (Gupta & Sin-
ha 2006; ur Rahman & Sakano 2001). E’ stato stimato che in India vengono rilasciate
annualmente nell’ambiente solo dall’attivita di conciatura delle pelli da 2000 a 3200
tonnellate di cromo, con concentrazioni di cromo negli effluenti da 2000 a 5000 mg/1
(Chandra et al. 1999). Questo forte rilascio di cromo nell’ambiente si riflette pesan-
temente sullo stato del suolo e delle acque sotterranne. A Kapnur (India), un impor-
tatane centro industriale con attivita prevalente nel settore del trattamento delle pelli,
sono stati rilevati nel 1997 livelli di Cr(VI) nelle acque sotterranee superiori a 5 mg/1.
Un forte contributo all'inquinamento da cromo in India & dato anche all’attivita di
estrazione della cromite. Nello stato indiano di Orissa si trova la valle di Sukinda da
cui viene estratto il 97% della cromite di origine indiana e in settata anni di attivita
estrattiva le acque impiegate nelle miniere per lavare il minerale sono state rilasciate
in campo aperto con conseguente grave contaminazione dei suoli e dei corpi idrici
della zona.

Numerosi casi di contaminazione da cromo sono noti anche negli Stati Uniti: e stato
stimato dall'USEPA che le industrie statunitensi utilizzano pit di 50000 tonnellate di
cromo ogni anno e ne rilasciano 4500 Kg/giorno nell’ambiente (Tseng & Bielefeld
2002). 11 caso forse pitt conosciuto di inquinamento da cromo esavalente negli Stati
Uniti ¢ quello dovuto all’attivita dell’azienda Pacific Gas and Electric Company veri-
ficatosi a Hinkley in California e descritto nel film “Erin Brockovich”. Esistono co-
munque numerosi altri casi documentati, come riportato dalla “National Priority
List” della USEPA che riporta 296 siti negli Stati Uniti contaminati da cromo. Di se-
guito vengono riportati tre esempi. L’attivita dell’ American Celcure Wood Preserving
Corporation (Celcure) un’azienda con sede a Jacksonville, in Florida, (operante per
trenta anni nel trattamento preservativo del legno e chiusa nel 1981) ha causato un
forte inquinamento delle acque sotteranee. Ad Odessa in Texas la falda freatica pre-
senta tre zone di contaminazione dovute l'attivita di tre aziende che hanno operato
nel settore della placcatura al cromo per circa venti anni. Nella provincia di Hudson
(New Jersey), in cui dal 1905 al 1976 sono state attive industrie per la produzione di
cromato e dicromato, sono presenti 130 siti contaminati con residui di lavorazione
della cromite (figura 1.6). Nel 15% dei casi la concentrazione di cromo totale nel suo-
lo ¢ maggiore di 10000 mg/Kg, con percentuali di Cr(VI) variabili tra 1 e 50% (Burke
etal. 1991).
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Figura 1.6. Sito altamente contaminato da residui di lavorazione della cromite nella contea di
Hudson. La colorazione gialla del suolo ¢ dovuta alla presenza di cromato [da Burke et al.
(1991), modificata].

La contaminazione ambientale da cromo € un problema presente anche in Oceania.
E’ stato riportato che in Nuova Zelanda I'industria conciaria e del legno producono
ogni anno rispettivamente 6400 e 1600 tonnellate di acque reflue considerate la fonte
principale di contaminazione da cromo del suolo e delle acque (Carey et al. 1996).
Quanto sopra riportato fornisce soltanto una visione limitata del problema dell’ in-
quinamento da cromo nel mondo. Gli esempi descritti infatti rappresentano soltanto
una piccola parte dei casi documentati ed anche qualora fosse possibile ottenere una
lista completa dei siti mondiali con una dimostrata contaminazione da cromo, questa
non sarebbe esaustiva poiché in alcuni paesi, nei quali si € avuto un forte sviluppo in-
dustriale senza una concomitante gestione dei rifiuti prodotti dalle industrie,
I'inquinamento da cromo non ¢ ben documentato.
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2. Interazioni tra cromo e batteri
2.1. Tossicita del Cr(VI) nei batteri e meccanismi di resistenza batterica al Cr(VI)

I1 Cr(VI) penetra nelle cellule batteriche sottoforma di cromato sfruttando i cana-
li di ingresso dello ione solfato (Cervantes et al. 2001). Come gia descritto nel para-
grafo 1.1.2, la riduzione intracellulare del Cr(VI) a Cr(III) determina la formazione di
specie instabili del cromo [Cr(V) e Cr(IV)] e di specie reattive dell'ossigeno che pro-
vocano danno alle macromolecole cellulari e in particolare al DNA (Cervantes et al.
2001; Petrilli & De Flora 1977). La morte batterica, che pud conseguire in seguito ad
esposizione a Cr(VI), & dovuta all’accumularsi di numerosi danni cellulari che impe-
discono la sopravvivenza del microrganismo (Aertsen & Michiels 2004). Un ulteriore
fattore che puo contribuire alla morte di batteri esposti a cromato consiste
nell’attivazione di profagi che possono trovarsi integrati nel genoma batterico. In
Shewanella oneidensis MR-1 ¢ stato infatti ipotzzato che il Cr(VI) e/o il Cr(III), che si
accumula nella cellula in seguito alla riduzione del Cr(VI), possano attivare il ciclo
litico dei profagi, poiché in presenza di Cr(VI) si verifica una forte sovraespressione
dei geni di tre profagi integrati nel genoma (Middleton et al. 2003).

Tabella 1.1. Principali ceppi batterici resistenti al Cr(VI) (isolati successivamente all’anno
1998) [da Viti & Giovannetti (2007), modificata].

Resistenza al

Ceppo Batterico Cr(V1) (mg/l) Riferimento bibliografico
Exiguobacterium sp. ZM-2 643 (Alam & Malik 2008)
Ochrobactrum sp. CSCr-3 800 (He et al. 2009)
Brevibacterium sp. 2600 (Faisal & Hasnain 2004)
Ochrobactrum intermedium 2600 (Faisal & Hasnain 2004)
Arthrobacter crystallopoietes 500 (Camargo et al. 2003)
Bacillus maroccanus ChrA21 1040 (Viti et al. 2003)

Bacillus sp. ES29 1500 (Camargo et al. 2003)
Bacillus cereus ES04 1500 (Camargo et al. 2003)
Corynebacterium hoagii ChrB20 1144 (Viti et al. 2003)

Bacillus circulans 100 (Srinath et al. 2002)
Bacillus megaterium 150 (Srinath et al. 2002)
Frankia sp. 52-91 (Richards et al. 2002)
Ochrobactrum tritici 5bvll >2600 (Francisco et al. 2002)
Pseudomonas sp. CRB5 520 (McLean & Beveridge 2001)

Pseudomonas stutzeri 52 (Badar et al. 2000)
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Figura 1.7. Principali meccanismi di tossicita e resistenza al Cr(VI) nei batteri. I meccanismi di
tossicita e resistenza sono rappresentati rispettivamente da frecce sottili e spesse. A) Sistema di
trasporto del solfato, la cui inattivazione (X) puo bloccare I'ingresso del cromato, B) riduzione
extracellulare del Cr(VI) a Cr(III), C) riduzione intracellulare del Cr(VI) a Cr(III) che puo ge-
nerare stress ossidativo e danno a proteine e DNA, D) risposta allo stress ossidativo che riduce
gli effetti tossici causati dal Cr(VI), E) pompe di efflusso che estrudono il Cr(VI) dalla cellula,
che possono avere localizzazione plasmidica, F) riparazione dei danni al DNA indotti da
Cr(VI) [da Ramirez-Diaz (2008), modificata].
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In natura esistono batteri in grado di sopravvivere ed accrescersi anche in presenza di
elevate concentrazioni di Cr(VI) (tabella 1.1) mettendo in atto meccanismi di tolle-
ranza e resistenza al Cr(VI). I concetti di tolleranza e resistenza ai metalli pesanti
hanno due significati diversi. Secondo Gadd (1992a) la “resistenza” puo essere defini-
ta come la capacita dei microrganismi di sopravvivere agli effetti tossici di un metallo
mediante meccanismi di detossificazione messi in atto in diretta risposta alla presen-
za del metallo. La trasformazione di cationi metallici in forme meno tossiche o volati-
li, la riduzione della permeabilita della membrana cellulare, la produzione di proteine
come, ad esempio, le metallotionine nei lieviti (Butt & Acker 1987) e nei cianobatteri
(Silver & Phung 1996) sono alcuni dei meccanismi pitt comuni di resistenza. Gadd
(1992a) definisce la “tolleranza” come l'abilitd dei microrganismi di sopravvivere
all’azione tossica dei metalli grazie a intrinseche proprieta che limitano la tossicita del
metallo, quali la composizione della parete cellulare, la produzione di polisaccaridi
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esacellulari, 'escrezione di metaboliti capaci di legare o precipitare i metalli pesanti
convertendoli in forme innocue (Gadd 1992b). Tali meccanismi sono stati anche de-
finiti come “meccanismi gratuiti di resistenza” (Gadd & Griffiths 1978). In ogni caso
la distinzione fra tolleranza e resistenza ¢ difficile in quanto, spesso, i microrganismi
si avvalgono contemporaneamente sia di meccanismi diretti (resistenza) che di mec-
canismi indiretti (tolleranza) per sopravvivere in presenza di metalli pesanti.

Uno dei principali meccanismi di tolleranza al Cr(VI) nei batteri consiste nel bioas-
sorbimento ossia nel legame del Cr(VI), o del Cr(III) prodotto dalla riduzione abioti-
ca del Cr(VI), con le componenti della superficie batterica (Han et al. 2006; Ozturk &
Aslim 2008; Quintelas et al. 2008).

I principali meccanismi batterici di resistenza al Cr(VI) ad oggi noti (figura 1.7) pos
sono dipendere da geni localizzati sia a livello cromosomico sia a livello plasmidico.
Generalmente i geni plasmidici codificano trasportatori di membrana che mediano
Pefflusso del cromato dalla cellula. I geni cromosomici sono invece coinvolti nella ri-
duzione del Cr(VTI), nella detossificazione dei radicali liberi che si creano nella cellula
in seguito al metabolismo del Cr(VI), nella riparazione dei danni indotti al DNA e
nell’omeostasi del ferro e dello zolfo (Ramirez-Diaz et al. 2008).

Efflusso del cromato. Il cromato, una volta penetrato allinterno della cellula me-
diante i trasportatori del solfato, puo essere estruso tramite pompe di efflusso inserite
nella membrana citoplasmatica. La pompa di efflusso piu studiata ¢ ChrA, inizial-
mente caratterizzata in P. aeruginosa (Cervantes et al. 1990) e Cupriavidus metallidu-
rans (precedentemente nominata Ralstonia metallidurans) (Nies et al. 1990), ed il cui
gene ¢ stato successivamente individuato nel genoma di diversi procarioti (Diaz-
Perez et al. 2007). In P. aeruginosa chrA si localizza sul plasmide pUM505, mentre in
C. metallidurans si trova sia sul plasmide pMOL28 sia sul cromosoma (Nies et al.
1990). In alcuni batteri chrA ¢ inserito all'interno di trasposoni, ad esempio nel tra-
sposone Tn5719 del plasmide pB4 di un batterio non coltivabile (Tauch et al. 2003),
in un trasposone del plasmide pCNB1 di Comamonas CNB-1 (Ma et al. 2007) ed in-
fine nel trasposone TnOtChr cromosomico di Ochrobactrum tritici 5bvl1 (Branco et
al. 2008). Gli elementi mobili su cui si localizza il gene chrA possono essere trasmessi
orizzontalmente nelle popolazioni batteriche favorendo la diffusione della resistenza
al cromato in specie diverse.

In C. metallidurans il gene chrA si trova in un operone con chrB, anch’esso necessario
per lefflusso del cromato. E’ stato proposto che il prodotto proteico codificato da
chrB possa attivare I'efflusso del cromato tramite I'interazione con la proteina ChrA
oppure agendo come un regolatore trascrizionale che induce Iespressione
dell’'operone chrAB in risposta al Cr(VI) (Branco et al. 2008; Peitzsch et al. 1998) (fi-
gura 1.8).
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Figura 1.8. Trasposto del cromato in C. metallidurans. Il cromato & trasportato nella cellula
attraverso il sistema di trasporto del solfato. Il cromato, ad alte concentrazioni, ¢ “pompato”
fuori dalla cellula dalla proteina ChrA (forse associata con la proteina ChrB). L'operone chrAB
puo essere regolato dalla proteina ChrB. MC: membrana citoplamatica; Cit: citoplasma

Sistemi di protezione contro lo stress ossidativo. Un importante contributo alla re-
sistenza batterica al Cr(VI) & dato da enzimi coinvolti nella neutralizzazione di specie
altamente reattive che si formano durante la riduzione del Cr(VI) a Cr(III) e nel
mantenimento del corretto stato redox della cellula. In E. coli & stato dimostrato che
gli enzimi superossido dismutasi (SOD) e catalasi hanno un ruolo importante nella
protezione dallo stress indotto da Cr(VI) (Ackerley et al. 2006) poiché consentono di
detossificare lo ione superossido e il perossido di idrogeno. La SOD trasforma lo ione
superossido in acqua ossigenata e questa viene a sua volta neutralizzata dall’azione
della catalasi che la trasforma in acqua.

Un ampio studio di trascrittomica condotto per valutare la risposta di Caulobacter
crescentus a vari metalli pesanti ha messo in luce che questo batterio, in risposta al
Cr(VI), attiva alcuni geni coinvolti nella risposta allo stress ossidativo, tra cui i geni
codificanti per la SOD, per la glutatione S-transferasi, per la tioredossina e per la pep-
tide metionina solfossido riduttasi (Hu et al 2005). La glutatione S-transferasi ¢ un
enzima la cui funzione consiste nel legare composti tossici (prodotti xenobiotici o
dello stress ossidativo) al glutatione, favorendo in tal modo la loro rimozione dalla
cellula (Hu et al. 2005). La tioredossina, un enzima coinvolto nel mantenimento dello
stato redox della cellula, promuove la riduzione dei ponti disolfuro che si creano nelle
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proteine in seguito all’esposizione ad agenti ossidanti. La peptide metionina solfossi-
do reduttasi, in un processo che coinvolge anche la tioredossina, favorisce il recupero
dei residui di metionina ossidati (Hu et al. 2005). In Shewanella oneidensis MR-1 e-
sposta al Cr(VI), per brevi periodi, ¢ stato osservato un aumento dell’espressione dei
geni codificanti la catalasi e una proteina antiossidante appartenente alla famiglia
Ahp/Tsa (Brown et al. 2006), mentre un’esposizione protratta pii a lungo causa in-
duzione di geni codificanti tioredossine e glutaredossine (Chourey et al. 2006). Il ruo-
lo primario delle glutaredossine consiste nel partecipare alla sintesi dei deossiribonu-
cleotidi mediata dall’enzima ribonucleotide reduttasi (Hu et al. 2005), tuttavia esse
svolgono un’importante funzione anche nella risposta allo stress ossidativo: in condi-
zioni di stress ossidativo i residui di cisteina delle proteine possono formare legami
disolfuro con il glutatione (Bellomo et al. 1987) compromettendo la funzionalita delle
proteine stesse, le glutaredossine avrebbero il ruolo di rimuovere tali modificazioni
liberando i residui di cisteina dal legame con il glutatione (Li et al. 2005). II glutatione
¢ un’importante molecola antiossidante che partecipa alla protezione dallo stress os-
sidativo (Carmel-Harel & Storz 2000), tuttavia il suo ruolo nella risposta al Cr(VI)
deve esse ancora chiarito. Si ritiene infatti che il glutatione possa interagire con il
Cr(VTI) riducendolo a Cr(V) con conseguente produzione di ROS e che inoltre possa
favorire la formazione di rotture del DNA indotte da Cr(VI) e di addotti glutatione-
Cr(IIT)-DNA (Ackerley et al. 2006). D’altra parte poiché in E. coli I'assenza di gluta-
tione causa un aumento della tossicita del cromato, ¢ stato ipotizzato che la capacita
di detossificazione del glutatione compensi gli effetti negativi che possono prodursi
in seguito alla sua interazione col Cr(VI) (Helbig et al. 2008).

Riparazione di danni al DNA. Un ruolo importante nella resistenza al Cr(VI) ¢é at-
tribuito ad enzimi coinvolti nella riparazione dei danni al DNA indotti da Cr(VI), che
¢ un forte agente mutageno (Petrilli & De Flora 1977).

In E. coli il Cr(VI) induce il sistema SOS (Llagostera et al. 1986) che comprende un
insieme di geni la cui espressione viene regolata dalle proteine RecA e LexA (figura
1.9).

La risposta SOS si attiva in seguito alla formazione di rotture a singola elica nel DNA
e la sua principale funzione consiste nella riparazione del danno al DNA, tuttavia essa
svolge un ruolo anche nell’attivazione di elementi genetici mobili, nell’arresto della
divisione cellulare e nel controllo della respirazione (Aertsen & Michiels 2006). 1l si-
stema SOS viene ritenuto un promotore dell’evoluzione batterica, infatti esso com-
prende DNA-polimerasi, coinvolte nella riparazione del danno al DNA, dette “inclini
all’errore” (error-prone) che introducono modificazioni nella sequenza in basi del
DNA durante il processo di duplicazione del DNA (Smith & Walker 1998).
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Figura 1.9 Regolazione dei geni del sistema SOS. In assenza di danno al DNA la proteina RecA

¢ inattiva ed il repressore trascrizionale LexA si lega in corrispondenza dell’operatore dei geni
del sistema SOS (ad es. umuDC), bloccandone la trascrizione. Rotture a singola elica nel DNA
determinano lattivazione della proteina RecA (RecA*) che interagendo con LexA ne determi-
na la rottura. Il conseguente distacco di LexA dall’operatore attiva la trascrizione dei geni SOS

Un ruolo importante nel processo di riparazione del danno al DNA indotto da
Cr(VI) ¢ svolto dalle DNA elicasi, enzimi che permettono la separazione delle due
eliche del DNA. In P. geruginosa ¢ stato dimostrato che le elicasi RecG e RuvB, coin-
volte nella riparazione del danno al DNA mediante sistemi di ricombinazione, sono
necessarie per la resistenza al Cr(VI) (Miranda et al. 2005). In S. oneidensis MR-1 &
stato osservato un aumento dell’espressione delle elicasi codificate dai geni SO0368,
uvrD e hrpA in seguito ad esposizione a cromato (Brown et al. 2006b). In C. crescen-
tus esposto a Cr(VI) viene sovraespresso un gene codificante per RecA (Hu et al.
2005), una elicasi che, oltre a controllare I'attivazione del sistema SOS, ¢ coinvolta
nella riparazione del danno al DNA (Chen et al. 2008).

Modulazione del metabolismo dello zolfo. Studi volti a chiarire i meccanismi che
stanno alla base della resistenza batterica al Cr(VI) hanno fatto ipotizzare che esiste
una correlazione tra resistenza al Cr(VI) e metabolismo dello zolfo, infatti
I'esposizione a Cr(VI) induce nei batteri la modulazione di geni coinvolti nel traspor-
to del solfato e nell’utilizzazione intracellulare dello zolfo (Brown et al. 2006b; Hu et
al. 2005).

Modulazione del metabolismo del ferro. Gli studi di trascrittomica condotti su S. o-
neidensis MR-1 hanno mostrato che il Cr(VI) causa I'induzione di diversi geni codifi-
canti proteine correlate al metabolismo del ferro: proteine che legano il ferro a livello
intracellulare, enzimi per la biosintesi di siderofori, proteine per il trasporto intracel-
lulare del ferro (Brown et al. 2006). La relazione tra metabolismo del ferro e resisten-
za al Cr(VI) ¢ stata ulteriormente dimostrata studiando un mutante sensibile al
Cr(VI) di S. oneidensis MR-1 alterato in un gene regolatorio coinvolto
nell’attivazione di geni necessari per I'acquisizione del ferro e per il suo immagazzi-
namento cellulare (Chourey et al. 2008). E’ stato ipotizzato che la modulazione del
metabolismo del ferro in batteri esposti a Cr(VI) possa avere la funzione di legare il
ferro intracellulare in modo da impedire una possibile sinergia tra Cr(VI) e ferro nel
promuovere lo stress ossidativo (Ramirez-Diaz et al. 2008). E” noto infatti che il ferro,
nella sua forma ridotta, convertendo il perossido di idrogeno nel radicale ossidrile
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attraverso la reazione di Fenton (H,O, + Fe?*> Fe** + OH* + OH") favorisce la forma-
zione di radicali liberi nella cellula (Touati 2000).

Modulazione del metabolismo energetico. In studi di trascrittomica e proteomica
condotti in S. oneidensis MR-1 e C. crescentus (Brown et al. 2006b; Hu et al. 2005;
Thompson et al. 2007) ¢ stato osservato che, in seguito ad esposizione a cromato, si
verifica una sottoespressione di geni che codificano le componenti della catena degli
elettroni per la respirazione aerobia ed in S. oneidensis MR-1 anche alcuni enzimi
coinvolti nel metabolismo anaerobio.

Riduzione del Cr(VI) a Cr(III). La capacita di ridurre il Cr(VI) a Cr(III), piuttosto

Tabella 1.2. Principali ceppi batterici capaci di ridurre il Cr(VI) a Cr(III) (isolati successiva-
mente all’anno 1998) [da Viti & Giovannetti (2007), modificata].

Ceppo batterico Condizioni Riferimento
di riduzione bibliografico
Exiguobacterium sp. ZM-2 aereobiosi (Alam & Malik 2008)
Ochrobactrum sp. CSCr-3 aereobiosi (He et al. 2009)
aereobiosi

Burkolderia cepacia MCMB-821 (Revati Wani et al. 2007)

e anaereobiosi

Pseudomonas stutzeri KC aereobiosi (Zawadzka et al. 2007)
D. vulgaris strain Hildenborough anaereobiosi (Goulhen et al. 2006)
Cellulomonas flavigena anaereobiosi (Xu et al. 2005)
Ochrobactrum intermedium aereobiosi (Faisal & Hasnain 2004)
Brevibacterium sp. aereobiosi (Faisal & Hasnain 2004)
Shewanella oneidensis MR-1 aerobiosi L. (Middleton et al. 2003)
e anaereobiosi
Arthrobacter crystallopoietes aereobiosi (Camargo et al. 2003)
Bacillus maroccanus ChrA21 aereobiosi (Viti et al. 2003)
Bacillus sp. ES29 aereobiosi (Camargo et al. 2003)
Corynebacterium hoagii ChrB20 aereobiosi (Viti et al. 2003)
Cellulomonas sp. aereobiosi (Sani et al. 2002)
Bacillus sp.ATCC 700729 aereobiosia (Shakoori et al. 2000)
aerobiosi

Pseudomonas sp. CRB5 (McLean & Beveridge 2001)

e anereobiosi
Pseudomonas stutzeri aereobiosi (Badar et al. 2000)
Pseudomonas aeruginosa A2Chr aereobiosi (Ganguli & Tripathi 1999)

diffusa tra i batteri (tabella 1.2), non & necessariamente correlata alla resistenza al
Cr(VI) (Bopp e Erlich 1988). Infatti, esistono batteri sensibili al Cr(VI) ma capaci di
ridurlo a Cr(III) e batteri resisitenti al Cr(VI) che non hanno la capacita di ridurlo. E’
plausibile ipotizzare che la capacita di ridurre il Cr(VI) a Cr(III) rappresenti un mec-
canismo che favorisce la resistenza al cromato soltanto qualora essa avvenga a livello
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extracellulare, in questo caso infatti il Cr(III) risulta scarsamente tossico poiché non
riesce a penetrare nella cellula (Salnikow & Zhitkovich 2008).

11 processo di riduzione microbica del Cr(VI) puo avvenire secondo due diverse mo-
dalita: riduzione indiretta o riduzione diretta. La riduzione microbica indiretta del
Cr(VI) dipende dalla riduzione abiotica del Cr(VI) da parte di agenti riducenti che
costituiscono composti terminali del metabolismo batterico (figura 1.10). I principali

Carbonio organico
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Fe(lI) Cr(VI)

BATTERIO
Fe(lll) RIDUTTORE

A) ——- d

Carbonio organico Cr{IIT)
ossidato Fe(ID)
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B) ———— ¢
Carbonio organico Cr(II)
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Figura 1.10. Riduzione batterica indiretta del Cr(VI) mediata da A) batteri che riducono il
Fe(III) o B) da batteri che riducono il solfato.
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Figura 1.11 Riduzione batterica diretta del Cr(VI).
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microrganismi che mediano la riduzione indiretta del Cr(VI) sono rappresentati dai
batteri anaerobi ferro riduttori e solfato riduttori che impiegano il Fe3+ e il SO42-
come accettori finali di elettroni e producono Fe** e HS  che possono a loro volta ri-
durre il Cr(VI) (Arias & Tebo 2003; Pettine et al. 1998; Pettine et al. 1994; Sedlak &
Chan 1997; Xu et al. 2005; Wielinga et al. 2001).

La riduzione microbica diretta del Cr(VI) & condotta da numerosi tipi di batteri ad
opera di reduttasi o attraverso la produzione di molecole organiche riducenti (ammi-
noacidi, nucleotidi, zuccheri, vitamine, acidi organici o glutatione) (Ramirez-Diaz et
al. 2008) (Figura 1.11).

La riduzione microbica diretta ¢ stata dimostrata sia in aerobiosi sia in anaerobiosi.
In condizioni di anaerobiosi il Cr(VI) puo essere impiegato come accettore finale di
elettroni nella catena respiratoria (Francis et al. 2000; Tebo & Obraztova 1998) o puo
essere ridotto dal citocromo c3 o da idrogenasi a livello dello spazio periplasmatico
(Chardin et al. 2003; Michel et al. 2001). In aerobiosi la riduzione enzimatica del
cromato dipende prevalentemente da reduttasi solubili, ossia citoplasmatiche, che u-
sano il NADH o il NADPH come cofattori. Le reduttasi capaci di ridurre il cromato,
dette anche cromato-reduttasi, sono enzimi a bassa specificita e possono ridurre oltre
al cromato anche altri substrati (Ackerley et al. 2004). La cromato-reduttasi solubile
maggiormente studiata ¢ una proteina denomina ChrR isolata da P. putida (Park et
al. 2000). Questa reduttasi ¢ una flavoproteina NADH dipendente che riduce oltre al
Cr(VI) anche il cianuro ferrico. La riduzione del Cr(VI) a Cr(III) ad opera di questo
enzima avviene in due tappe, inizialmente il Cr(VI) acquisisce un elettrone generan-
do Cr(V), che viene quindi ridotto a Cr(III) mediante il trasferimento di due ulteriori
elettroni (Ackerley et al. 2004). La cromato-reduttasi YieF di E. coli & una flavopro-
teina che catalizza la riduzione diretta del Cr(VI) a Cr(III) trasferendo quattro elet-
troni, di cui tre riducono il Cr(VI) mentre uno viene ceduto all’ossigeno (Ackerley et
al. 2004). Questo enzima ha suscitato notevole interesse in quanto determina la pro-
duzione di una quantita di ROS inferiore a quella prodotta da ChrR e potrebbe quin-
di avere un ruolo maggiore nella cromato resistenza. YieF ha la capacita di ridurre un
ampia gamma di substrati, infatti oltre al Cr(VI) riduce il ferrocianuro, il vanadio
(V), il molibdeno (VI), il 2,6 dicloroindofenolo (Ackerley et al. 2004). In B. megate-
rium TKW3 é stata isolata una cromato-reduttasi associata alla membrana che utiliz-
za il NADH associata alla membrana, ma per essa non & stato ancora chiarito il mec-
canismo di azione (Cheung et al. 2006). Ulteriori esempi di enzimi capaci di ridurre il
Cr(VI) sono dati dalla nitroreduttasi NfsA/NfsB di Vibrio harveyi (Kwak et al. 2003),
e da un enzima citoplasmatico di Thermos scotoductus SA-01 appartenente ad una
famiglia di enzimi capace di ridurre vari substrati xenobiotici (Opperman et al. 2008).



20 Francesca Decorosi

2.2. Influenza del Cr(VI) sulle comunita microbiche del suolo

La comunita microbica del suolo ¢ costituita da un pool di microrganismi carat-
terizzato da un'elevata versatilita metabolica e fisiologica. I microrganismi del suolo
hanno un ruolo essenziale nei cicli geobiochimici degli elementi, controllano la de-
composizione del materiale vegetale ed animale, partecipano alla formazione della
struttura del suolo, svolgono funzioni fondamentali nella trasformazione di sostanze
xenobiotiche e d'altri inquinanti. E' stato osservato che il mantenimento della diversi-
ta microbica ¢ un fattore critico per la fertilita del suolo e che la soppressione e/o Ii-
nattivazione di gruppi microbici pud danneggiare il funzionamento dell'ecosistema
suolo anche per molto tempo (Borneman et al. 1996; Brookes 1995; Ranalli et al.
1996).

L’effetto del Cr(VI) sulle comunita microbiche del suolo ¢é stato valutato in vari studi
in cui sono stati analizzati suoli diversi con storie differenti di contaminazione da
cromato e pertanto ¢ complesso estrapolare quale siano le modificazioni generali in-
dotte dal Cr(VI) sulle comunita microbiche del suolo. L’effetto del Cr(VI) sulla por-
zione eterotrofa coltivabile della comunita microbica del suolo ¢é stato valutato in uno
studio condotto da Viti e collaboratori (2006) che ha previsto I'impiego di microco-
smi di suolo artificialmente contaminati con diverse concentrazioni di Cr(VI). Eleva-
te concentrazioni di Cr(VI) nel suolo (250 e 1000 mg/Kg) determinano nei primi
giorni di esposizione una diminuzione del numero dei batteri eterotrofi coltivabili,
ma a lungo termine il loro numero tende a aumentare fino ad essere anche superiore
rispetto a quello osservato nei microcosmi di controllo. Tale risultato puo essere spie-
gato considerando che la sostanza organica, rilasciata dalla lisi delle cellule microbi-
che sensibili al Cr(VI) puo essere impiegata per la crescita di batteri eterotrofi orga-
notrofi che tollerano il Cr(VI) (Viti et al. 2006). L’analisi della biodiversita dei batteri
eterotrofi coltivabili, valutata sulla base della morfologia delle colonie sviluppatesi in
piastra, ha mostrato che all’aumentare della concentrazione del Cr(VI) presente nel
suolo la biodiversita tende a diminuire e questa diminuzione si accentua
all’aumentare del tempo di esposizione al Cr(VI). Contemporaneamente alla ridu-
zione della biodiversita, il Cr(VI) seleziona alcune specie che divengono dominanti
(Viti & Giovannetti 2005; Viti et al. 2006). La riduzione della biodiversita delle specie
che costituiscono le comunita microbiche del suolo ¢ un fenomeno comune che si
verifica in seguito alla contaminazione dei suoli con metalli pesanti. Sulla base di stu-
di cinetici di denaturazione-rinaturazione del DNA estratto da comunita microbiche
di suoli non contaminati e contaminati con metalli pesanti ¢ stato stimato che in un
grammo di suolo non contaminato sono contenute circa un milione di genomi batte-
rici diversi, mentre in presenza di metalli pesanti la ricchezza in specie puo ridursi
fino al 99,9% (Gans et al. 2005). Un ulteriore effetto del Cr(VI) sulle comunita mi-
crobiche del suolo consiste nella selezione di microrganismi a crescita rapida. E’ stato
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osservato che in suoli artificialmente contaminati con elevate dosi di Cr(VI) (250 e
1000 mg/Kg) i batteri che crescono rapidamente corrispondono a circa il 90% dei
batteri eterotrofi coltivabili, mentre in suoli non contaminati essi costituiscono sol-
tanto il 40-45% (Viti et al. 2006). Un risultato simile & stato ottenuto in un lavoro in
cui comunita microbiche estratte da suoli liberi e rizosferici, contaminati e non con
Cr(VI), sono state analizzate mediante il metodo dell'incorporazione della timidina
triziata (Ipsilantis & Coyne 2007). Un’ipotesi per spiegare la selezione di microrgani-
smi a rapida crescita in suoli contaminati da Cr(VT) & stata formulata da DiazRavina e
Baath (1996) secondo i quali la materia organica rilasciata dalla morte cellulare dei
microrganismi sensibili al Cr(VI) costituisce una fonte di nutrienti che avvantaggia i
microrganismi a crescita rapida, che possono quindi affermarsi.

In letteratura & riportato che la contaminazione del suolo con metalli pesanti deter-
mina la selezione di popolazioni resistenti (Brim et al. 1999; Viti et al. 2008), tuttavia
nel caso del Cr(VI) gli studi condotti forniscono dati discordanti. Talvolta ¢ stato os-
servato che lesposizione al cromo causa la selezione di popolazioni resistenti al
Cr(VI) (Viti & Giovannetti 2001), tuttavia numerosi studi riportano che comunita
microbiche estratte da suoli contaminati con cromato e non contaminati, presentano
livelli simili di tolleranza al Cr(VI) (Bader et al. 1999; Ipsilantis & Coyne 2007; Luli et
al. 1983; Shi et al. 2002; Viti et al. 2006) e che la maggior parte dei ceppi isolati da
suoli contaminati con cromo possono essere sensibili al Cr(VI). In suoli contaminati
da Cr(VI), i microrganismi sensibili al Cr(VI) possono sopravvivere in zone in cui il
Cr(VI) non ¢ presente, o perché esso si distribuisce in modo non omogeneo nel suolo
o perché viene ridotto a Cr(III) (Shi et al. 2002). Ranjard e collaboratori (2000) hanno
proposto che i batteri che vivono nella parte piu superficiale degli aggregati di suolo
siano maggiormente esposti agli effetti tossici dei metalli e quindi in tale zona si veri-
ficherebbe un arricchimento in batteri resistenti. Nel caso del Cr(VI), & possibile che
la presenza di batteri resistenti e capaci di ridurre il Cr(VI) a Cr(III) nella zona super-
ficiale degli aggregati di suolo possa impedire al Cr(VI) di penetrare nella zona piu
interna dell’aggregato nel quale conseguentemente potrebbero sopravvivere batteri
sensibili al Cr(VI).

Le comunita microbiche del suolo subiscono varie alterazioni a livello metabolico in
seguito ad esposizione a Cr(VI), & stato ad esempio dimostrato che in comunita mi-
crobiche del suolo esposte a cromato si verifica un’alterazione dell’attivita di alcuni
enzimi idrolitici (Speir et al. 1995; Viti et al. 2006), ed una diminuzione nel contenuto
in ATP (Viti et al. 2006). Alla luce degli studi riportati, emerge che il Cr(VI) ha un
forte impatto sulle comunita microbiche del suolo determinando alterazioni della lo-
ro struttura e della loro funzione



22 Francesca Decorosi

3. Biorisanmento di suoli contaminati da cromato

La diffusa e grave contaminazione degli ambienti terrestri con Cr(VI) pone seri
problemi per la salute umana e piu in generale degli organismi viventi e richiede
quindi la messa a punto di strategie di risanamento che consentano di recuperare gli
ambienti contaminati da cromo. La legislazione italiana ha stabilito con il D.M.
471/99 i livelli massimi di concentrazione di cromo totale e di Cr(VI) accettabili in
acque e suoli (tabella 1.3).

Tabella 1.3. Concentrazioni massime ammesse di cromo totale e Cr(VI) nei suoli e nelle acque,
stabilite dal D.M. 471/99

Suoli Acque

1 k i iale,
Cromo totale 50 mg/kg per uso residenziale 50 g/l

800 mg/kg per uso industriale

2 mg/kg per uso residenziale,
Cr(v) 15 mg/kg per uso industriale > g/l

Le tecniche tradizionalmente impiegate per il risanamento di suoli contaminati da
Cr(VI) si basano su trattamenti chimico-fisici e prevedono la rimozione del Cr(VI)
dal suolo, 'immobilizzazione del Cr(VI) o la riduzione del Cr(VI) a Cr(III) (tabella
1.4). La rimozione del Cr(VI) dal suolo viene effettuata tramite lavaggio del suolo con
acqua e non rappresenta un sistema di risanamento conclusivo in quanto le acque di
lavaggio, ricche in Cr(VI), devono essere successivamente trattate.
L’immobilizzazione del Cr(VI) prevede trattamenti quali la solidificazio-
ne/stabilizzazione o la vetrificazione che hanno lo scopo di bloccare il Cr(VI) impe-
dendone la diffusione, ma tali tecniche determinano una forte alterazione delle pro-
prieta chimiche, fisiche e biologiche del suolo. La riduzione del Cr(VI) a Cr(III), ef-
fettuata tramite 'aggiunta al suolo di agenti riducenti, non consente di eliminare il
cromo dal suolo, tuttavia il Cr(III) presenta bassa tossicita ed inoltre, essendo scar-
samente mobile, non ¢ soggetto a dilavamento con conseguente salvaguardia delle
acque sotterranee. Le tecniche di risanamento chimico-fisico dei suoli contaminati da
Cr(VI) hanno degli indubbi vantaggi, tuttavia presentano diversi aspetti negativi co-
me ad esempio l'elevato costo, dovuto alla grande quantita di sostanze chimiche im-
piegate e di energia consumata (Higgins et al. 1997), o le profonde alterazioni che
provocano nelle proprieta, nella struttura e nella fertilita del suolo (Jing et al. 2007).
Suoli contaminati da Cr(VI) possono andare incontro ad un’attenuazione naturale
della tossicita di questo inquinante dovuta alla sua riduzione abiotica e biotica a
Cr(III), tuttavia tale processo € di norma molto lento (Tokunaga et al. 2003).
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Il biorisanamento consiste nell’accelerazione della riduzione microbica del Cr(VI)
che viene ottenuta variando i parametri critici da cui essa dipende (Roundhill & Koch
2002). 11 biorisanamento ¢ un’alternativa di grande interesse rispetto alle tecnologie
di risanamento chimico-fisico poiché presenta costi limitati, & poco invasiva (in
quanto puo essere effettuata in situ) e non determina alterazioni delle proprieta chi
miche, fisiche e biologiche del suolo (Jing et al. 2007; Lovley & Coates 1997). I princi-
pali fattori su cui si puo agire per condurre con successo il biorisanamento di suoli
contaminati con Cr(VI) vengono di seguito indicati.

La limitata presenza in alcuni suoli contaminati da Cr(VI) di microrganismi che pre-
sentino una forte resistenza al Cr(VI) associata ad un elevata capacita di riduzione
puo essere uno dei motivi che rendono 'attenuazione naturale un processo lento. Ri-
cordiamo infatti che la resistenza al Cr(VI) e la capacita di ridurre il Cr(VI) non sono
due fenotipi necessariamente associati (Bopp & Ehrlich 1988). Il processo di bioridu-
zione del Cr(VI) puo essere accelerato tramite inoculazione del suolo contaminato
con ceppi batterici selezionati caratterizzati da un’elevata resistenza al Cr(VI) e da
una spiccata capacita di ridurre il Cr(VI) a Cr(III) (bioaumento) (Viti & Giovannetti
2007).

La bioriduzione del Cr(VI) nel suolo puo essere limitata dalla ridotta disponibilita di
nutrienti. In suoli contaminati, infatti, i nutrienti possono non essere sufficienti o a-
deguati per stimolare la crescita e I'attivita metabolica dei microrganismi in grado di
ridurre il Cr(VI) (Chen & Hao 1998; Reddy et al. 2003; Salunkhe et al. 1998). E’ stato
dimostrato che I'aggiunta di fonti di carbonio quali acidi organici, letame e melassa a
suoli contaminati da Cr(VI) puo incrementare la bioriduzione del Cr(VI) (Higgins et
al. 1997; Losi et al. 1994a; Tokunaga et al. 2003).

La bioriduzione del Cr(VI) puo avvenire sia in condizioni di aerobiosi sia in condi-
zioni di anaerobiosi. In presenza di basse concentrazioni di Cr(VI), la bioriduzione
viene favorita in condizioni di anaerobiosi (Tseng & Bielefeldt 2002) e dipende
dall’attivita di batteri anaerobi obbligati ferro riduttori e solfato riduttori che riduco-
no il Cr(VI) per via indiretta, attraverso le specie chimiche Fe?* e HS™ che derivano
dalla respirazione anaerobia rispettivamente di Fe** e SO4* (Fendorf et al. 2000). E’
stato dimostrato che basse concentrazioni di Cr(VI) possono accelerare I'attivita dei
batteri solfato riduttori (Kamaludeen et al. 2003) con conseguente incremento della
produzione di HS™ che puo ridurre il Cr(VI). Tuttavia i batteri solfato riduttori sono
particolarmente sensibili al Cr(VI), se comparati con altre popolazioni batteriche, e
quindi in suoli anossici in cui sono presenti elevate concentrazioni di Cr(VI) essi non
danno un significativo contributo alla riduzione del Cr(VI) (Arias & Tebo 2003). Vo-
lendo condurre un intervento di biorisanamento in condizioni anaerobie puo essere
utile stimolare I'attivita dei batteri solfato e ferro riduttori aggiungendo al suolo Fe** e
SO, *. In suoli contaminati con elevate concentrazioni di Cr(VI) il maggior
contribuito alla detossificazione del Cr(VI) & dovuto a processi di riduzione aerobia
(Tseng & Bielefeldt 2002) che dipendono prevalentemente dall’attivita di reduttasi
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& Bielefeldt 2002) che dipendono prevalentemente dall’attivita di reduttasi cellulari
capaci di ridurre il Cr(VI) e quindi il biorisanamento di suoli altamente contaminati
con Cr(VI) puo essere favorito dall’aereazione del suolo.

L’eventuale presenza nel suolo contaminato di altre sostanze tossiche oltre al Cr(VI) &
una variabile che occorre considerare quando si effettui un intervento di biorisana-
mento, poiché esse possono inibire I'attivita metabolica e la crescita di batteri respon-
sabili della detossificazione del Cr(VI). I microrganismi impiegati nel bioaumento di
suoli contaminati da Cr(VI) dovrebbero quindi possedere la capacita di tollerare oltre
al Cr(V1I) le sostanze tossiche che si trovano nel suolo da risanare.

Il controllo dei parametri che influenzano il processo di biorisanamento del Cr(VI) in
interventi di bonifica in situ puo essere complesso e quindi in alcuni casi & preferibile
trattare il suolo all’interno di bioreattori che permettono di controllare in modo effi-
ciente i parametri del processo (biorisanamento ex situ). Il biorisanamento ex situ di
suoli contaminati da Cr(VI) ha tuttavia numerosi svantaggi tra i quali I'escavazione e
il trasporto del suolo contaminato da Cr(VI), con conseguenti problemi di carattere
igenico-sanitario ed aumento dei costi (Bonomo & Sezenna 2005).

Agli innegabili vantaggi associati all'impiego di tecniche di biorisanamento per il re-
cupero di suoli contaminati da Cr(VI), quali basso costo e ridotta invasivita, non cor-
risponde una diffusa applicazione. Ad oggi sono stati condotti soltanto alcuni inter-
venti su scala pilota di biorisanamento in situ, o in bioreattore (Jeyasingh & Philip
2005; Salunkhe et al. 1998; Tokunaga et al. 2003; Tseng & Bielefeld 2002), quindi per
poter applicare su larga scala il biorisanamento di suoli contaminati da Cr(VI) & ne-
cessario individuare e superare le problematiche che fino ad oggi ne hanno limitato la
diffusione.

4. Metodi per lo studio dei microrganismi da impiegare nel biorisanamento
4.1. Caratterizzazione fenomica dei microrganismi

Lo studio dei caratteri fenotipici dei microrganismi viene tradizionalmente effet-
tuato tramite esperimenti allestiti ad hoc, che hanno lo scopo di valutare la capacita
del microrganismo di rispondere alle variazioni dei diversi parametri ambientali. Il
maggiore limite associato a questi approcci ¢ la loro bassa “processivita”. Oggi grazie
ad un’evoluzione del sistema di identificazione microbica Biolog-ID, prodotto
dall’azienda Biolog, ¢ disponibile una tecnologia definita Phenotype Microarray
(PM), che ha permesso di aumentare notevolmente la velocita di conduzione degli
esperimenti. Questa tecnologia offre la straordinaria possibilita di ottenere una rapida
e ampia caratterizzazione fenotipica dei microrganismi permettendo di saggiare con-
temporaneamente fino a 2000 caratteri fenotipici quali utilizzazione di fonti di car-
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bonio/energia, di azoto, di zolfo e di fosforo, tolleranza al pH e agli osmoliti, sensibili-
ta ad innumerevoli sostanze chimiche. Il PM, fornendo una descrizione fenotipica
estremamente dettagliata delle caratteristiche funzionali di un microrganismo, puo
essere definito, in parallelo con le tecniche "genomiche" di analisi degli acidi nucleici
e di "proteomica” di analisi delle proteine, come "fenomica".

La tecnologia PM si basa sull'impiego di micropiastre a 96 pozzetti ciascuno dei quali
rappresenta un saggio fenotipico. L’esito del saggio viene valutato mediante lo svi-
luppo del colore dovuto al viraggio di un indicare di potenziale redox, il violetto di
tetrazolio, dovuto all’attivita metabolica del microrganismo (figura 1.12).

& } Trasporto del carbonio
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b Catabolismo del carbonio
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Figura 1.12. Riduzione del violetto di tetrazolio. Il catabolismo di una fonte di carbonio volto
alla produzione di NADPH genera un flusso di elettroni che, riducendo il violetto di tetrazolio
(VT), determina lo sviluppo del colore viola. La velocita con cui si sviluppa il colore & diretta-
mente correlata al flusso metabolico. Molte cellule riducono il catabolismo delle fonti di car-
bonio se non hanno sufficiente disponibilita di azoto (N), fosforo (P) e zolfo (S), consentendo
di misurare il flusso del catabolismo delle fonti si azoto, fosforo e zolfo [da Bochner (2009),
modificata].

Le micropiastre, inoculate con una sospensione del microrganismo da saggiare, ven-
gono incubate all'interno di un apparato denominato OmniLog che ha la duplice
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funzione di incubatore e di lettore di piastre. Lo strumento acquisisce ogni 15 minuti
I'immagine delle micropiastre e un software traduce i dati di intensita di colore otte-
nuti per ciascun pozzetto in curve cinetiche.Il software associato allo strumento Om-
niLog fornisce per ciascuna curva cinetica prodotta alcuni importanti parametri, co-
me l'altezza media e I'area della curva, e permette di paragonare tra loro curve cineti-
che ottenute in esperimenti diversi. Ad esempio volendo valutare I'effetto della tem-
peratura sul fenotipo di un dato ceppo potrebbero essere paragonate le curve cineti-
che di due esperimenti condotti a temperatura diversa, o altrimenti volendo confron-
tare i fenotipi di due ceppi microbici si puo procedere al confronto delle curve cineti-
che ottenute per ciascun ceppo..

Crescita Standardizzazione Inoculo delle Incubazione
dell’isolato dell’inoculo micropiastre nell’apparato Omnilog
batterico in piastra

e

=2 e
-

Hid
ARiRiEL
wii

il 2

Comparazione delle
curve cinetiche

Curve cinetiche dello Sviluppo del colore
sviluppo del colore nelle micropiastre
prodotte dal software
Omnilog

Figura 1.13. Fasi sperimentali della tecnologia PM. A partire dall'isolato batterico (o piu in ge-
nerale microbico) cresciuto in piastra viene preparato una sospensione cellulare standardizza-
ta da inoculare nei pozzetti delle piastre Biolog. Queste vengono incubate nell’apparato Om-
niLog che registra lo sviluppo del colore ogni 15 minuti tramite una fotocamera, il software
associato trasforma i dati dello sviluppo del colore in curve cinetiche. Il software consente i-
noltre di paragonare le curve cinetiche ottenute da due esperimenti indipendenti.

In figura 1.13 ¢ riportato uno schema delle fasi sperimentali della tecnologia PM. Le
micropiastre PM disponibili per la caratterizzazione fenotipica dei batteri sono ripor-
tate in tabella 1.5. Una dettagliata descrizione dei composti contenuti nelle piastre
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PM puo essere ottenuta dal sito web dell’azienda Biolog alla pagina
http://www.biolog.com/pmMicrobialCells.htmlL’impiego del PM ha permesso di so-
stenere importanti lavori volti alla caratterizzazione fenotipica di ceppi batterici e
fungini (Bochner 2009; Viti et al. 2008).

Tabella 1.5. Saggi fenotipici delle micropiastre PM attualmente commercializzate per lo studio
di batteri.

Micropiastre PM Saggio fenotipico Numero dei saggi
PMO01-PMO02 Utilizzazione di fonti di carbonio 190
PMO03 Utilizzazione di fonti di azoto 95
. . . o 59 (fosforo),
PM04 Utilizzazione di fonti di fosforo e zolfo
35 (zolfo)

Utilizzazione di peptidi come fonte di
PM05-PMO08 285

azoto
PM09 Sensibilita agli osmoliti 96
PM10 Sensibilita al pH 96
PM11-PM20 Sensibilita a composti tossici 960

L’approccio PM, grazie all’elevata processivita che lo contraddistingue, puo fornire le
informazioni necessarie per evidenziare le potenzialita di un microrganismo da ap-
plicare in interventi biorisanamento di suoli contaminati, poiché permette di deter-
minare il profilo di tolleranza al pH, a diversi osmoliti e a numerose sostanze tossiche
(metalli pesanti, antibiotici, antimetaboliti, agenti mutageni, etc.) che possono trovar-
si nell’ambiente. La tecnologia PM quindi, sebbene fino ad oggi non sia mai stata ap-
plicata per lo studio di microrganismi da impiegare nel biorisanamento ¢ una tecnica
estremamente utile in questo ambito di ricerca.

4.2. Studio dei meccanismi batterici di resistenza al Cr(VI)

Il reale grado di efficienza del biorisanamento di ambienti contaminati da croma-
to su larga scala non ¢ ancora stato definito. Per passare da una fase potenziale
all’applicazione di strategie che prevedono I'impiego di microrganismi per il recupero
di ambienti contaminati da cromato € necessario approfondire la conoscenza dei
meccanismi di resistenza e riduzione del Cr(VI).

La resistenza batterica al Cr(VI) e la bioriduzione del Cr(VI) a Cr(III), come qualsiasi
altro fenotipo, rappresentano il risultato di processi cellulari che dipendono
dall’attivita di geni e delle proteine da essi codificate, pertanto ¢ fondamentale identi-
ficare i geni e le proteine che stanno alla base di tali fenotipi. Un importante metodo

tradizionale che & stato proficuamente impiegato per lo studio della resistenza batte-
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rica al Cr(VI) consiste nell’analisi di mutanti sensibili al Cr(VI) che permette di indi-
viduare i geni da cui dipende la resistenza al Cr(VI) (Miranda et al. 2005; Rivera et al.
2008). I mutanti possono essere ottenuti tramite 'impiego di agenti mutageni chimi-
co-fisici (radiazioni UV, X e gamma, composti chimici) o attraverso trasposoni, ele-
menti genetici mobili che possono inserirsi nel genoma batterico determinando
linattivazione di geni. I trasposoni possono contenere al loro interno geni per la resi-
stenza agli antibiotici e permettono quindi una semplice selezione dei mutanti. Inol-
tre, mentre le tecniche di mutagenesi chimico-fisiche inducono modificazioni della
sequenza delle basi o la struttura del DNA che non sono facilmente rintracciabili nel
genoma, limpiego dei trasposoni offre Il'importante vantaggio di facilitare
Iidentificazione dei geni inattivati in quanto la loro sequenza nucleotidica é cono-
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Figura 1.14. Mappe genotipica e fenotipica. A partire da una mappa genotipica (grigio scuro)

sciuta.

puo essere generata una mappa fenotipica (grigio chiaro). Alcuni geni, come il gene 1 (gl)
hanno un unico fenotipo corrispondente (p1), mentre la gran parte dei geni ha molti fenotipi
corrispondenti. Alcuni fenotipi possono essere dovuti a pitt di un gene, come nel caso di p2
che dipende da g2 e g5 [da Bochner (2003), modificata].

La produzione di mutanti consente di individuare i geni coinvolti in un certo fenoti-
po, tuttavia la comprensione del modo in cui essi intervengano nel determinare il fe-
notipo spesso non ¢ immediata (figura 1.14). Per citare un unico esempio, in P. puti-
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da sono stati identificati alcuni geni codificanti proteine a funzione nota la cui inatti-
vazione determina aumento della sensibilita al toluene (piruvato deidrogenasi, la pro-
teina PhoU che regola I'assimilazione del fosfato), tuttavia per tali geni non ¢é stato
possibile comprendere quale sia il loro contributo ai processi che conferiscono la resi-
stenza al toluene (Kim et al. 1998). Tale problematica si amplifica nel caso in cui il
gene mutato abbia funzione sconosciuta. Per chiarire in che modo un gene influisca
nel determinare un dato fenotipo ¢ possibile procedere all’analisi degli mRNA e/o
delle proteine del ceppo mutante paragonandolo con quello del ceppo parentale
(Chourey et al. 2008; Coulthurst et al. 2008; Mostertz et al. 2008). Il PM costituisce un
ulteriore approccio che puo essere impiegato in tal senso: come le tecniche di trascrit-
tomica e proteomica offrono la possibilita di comparare rispettivamente il trascritto-
ma e il proteoma di un ceppo parentale con quelli di un mutante, analogamente il
PM permette di paragonare il “fenoma”, inteso come la molteplicita dei caratteri fe-
notipici, di ceppo un parentale e dei suoi mutanti. Tramite la tecnologia PM ¢ infatti
possibile saggiare fino a 2000 caratteri fenotipici per il ceppo parentale e il mutante e
la comparazione delle curve cinetiche di parentale e mutante per ciascuno dei caratte-
ri saggiati permette di valutare quali sono i caratteri perduti o acquisiti dal ceppo mu-
tante rispetto al parentale. A partire da un mutante alterato in un dato gene ¢ possibi-
le ottenere indicazione di quale siano i fenotipi influenzati dall’attivita del gene stu-
diato, permettendo cosi di approfondire la conoscenza del ruolo che esso svolge nella
cellula. La tecnologia PM ¢ stata impiegata con successo nello studio di mutanti P.
aeruginosa (Johnson et al. 2008), di E. coli K-12 (Loh et al. 2006) di Legionella pneu-
mophila (Sauer et al. 2005).

Un importante contributo allo studio dei meccanismi batterici per la resistenza al
Cr(VI) ¢ stato dato negli ultimi anni dallo sviluppo di tecnologie ad alta “processivi-
ta” di trascrittomica e proteomica che permettono di analizzare il trascrittoma e il
proteoma, ossia I'insieme degli mRNA e delle proteine presenti nella cellula in un da-
to momento, nonché le variazioni che tali macromolecole subiscono in seguito
all’esposizione ad un determinato stimolo (Brown et al. 2006b; Hu et al. 2005; Thom-
pson et al. 2007). L’analisi del trascrittoma dei microrganismi € stata resa possibile
dall’avvento dei DNA-microarray, supporti solidi su cui si possono legare sonde rap-
presentative di tutti i geni presenti nel genoma di un dato microrganismo. In un tipi-
co esperimento di trascrittomica, volto a determinare come un microrganismo ri-
sponda ad un certo stimolo, il microrganismo viene coltivato in assenza e presenza
dello stimolo e successivamente 'RNA totale, estratto dalle due colture, viene retro-
trascritto a cDNA. I ¢cDNA ottenuti vengono marcati con due fluorofori diversi,
quindi riuniti e ibridati sul DNA-microarray. La scansione del DNA-microarray re-
stituisce un’immagine costituita da una serie di punti, uno per ciascun gene, colorati
con intensita diversa nei due colori dei fluorofori impiegati. L’analisi di tale immagi-
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ne permette di stabilire come si modifica I'espressione di ciascun gene in risposta allo

stimolo indagato (figura 1.15).

COLTURA CONTROLLO COLTURA TRATTATA

N OnQ

Ibridazione su DNA Microarray Scansione dell'immagine

Figura 1.15. Rappresentazione schematica di un esperimento di analisi comparativa del tra-
scrittoma mediante DNA-microarray

L’analisi del proteoma viene effettuata principalmente tramite elettroforesi bidimen-
sionale delle proteine cellulari totali, una tecnica elettroforetica che prevede due elet-
troforesi successive, condotte a 90° I'una rispetto all’altra: la prima separa le proteine
sulla base del loro punto isoelettrico (valore di pH per il quale la proteina assume ca-
rica complessiva nulla), la seconda separa le proteine che hanno ugual punto isoelet-
trico sulla base del loro peso molecolare. I profili elettroforetici delle proteine estratte
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da colture esposte e non esposte ad un certo stimolo possono essere tra loro compa-
rate per individuare proteine sovraregolate o sottoregolate in risposta allo stimolo. Le
proteine di interesse vengono estratte da gel, tagliate con un’opportuna proteasi (ad
es. tripsina) ed i frammenti proteici prodotti vengono caratterizzati mediante spet-
trometria di massa (figura 1.16). Il confronto del profilo dei frammenti proteici otte-
nuti con i profili depositati nelle banche dati permette di ottenere I'identificazione

della proteine
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Figura 1.16. Rappresentazione schematica di un esperimento di analisi comparativa del
proteoma. I gel di elettroforesi bidimensionale delle proteine estratte dalle colture di con-
trollo e trattate vengono tra loro comparate. In rosso sono cerchiate proteine ottenute
dalla coltura trattata e assenti nella coltura di controllo, che possono essere identificate
mediante caratterizzazione in spettrometria di massa dei frammenti proteici, prodotti
dalle digestione enzimatica con opportune proteasi.



Capitolo 2
Scopo

Il cromo ¢ uno dei metalli pesanti piu usati nell'industria (metallurgia, chimica,
produzione di refrattari, ecc.) ed ¢ considerato un importante e pericoloso inquinan-
te, sia a livello nazionale sia internazionale: grandi quantita di cromato [Cr(VI)], che
¢ solubile in acqua, altamente tossico, mutageno e cancerogeno, sono state e sono ri-
lasciate nell’ambiente. Generalmente il risanamento di siti contaminati da cromato &
attuato tramite I'applicazione di metodologie fisico-chimiche che, oltre ad essere co-
stose, spesso a loro volta provocano danni ambientali. Lo sviluppo di un efficace si-
stema biologico per il risanamento da cromato ¢ allettante ed auspicabile presentan-
dosi come una strategia poco invasiva per 'ambiente, proponibile per il trattamento
di vaste aree, competitiva a livello economico rispetto ai sistemi fisico-chimici. Un
microrganismo da impiegare in processi di biorisanamento di un suolo contaminato
con Cr(VI) per essere considerato un buon “biorimediatore” non ¢ sufficiente che sia
resistente ad alte concentrazioni di Cr(VI) e capace di ridurlo a Cr(III), ma deve an-
che possedere caratteristiche peculiari che gli consentano di adattarsi alle condizioni
chimico-fisiche dell’ambiente da recuperare. Quindi, per poter rendere effettivamen-
te applicabile su larga scala il biorisanamento di suoli contaminati con cromato, ¢
importante avere a disposizione isolati microbici appartenenti a differenti specie, se-
lezionati non solamente per la capacita di ridurre il cromato ma anche per la resisten-
za ad alte concentrazioni di Cr(VI); conoscere meglio i meccanismi coinvolti nei pro-
cessi di resistenza e di riduzione del cromato e comprendere come alcuni fattori abio-
tici influenzino il tasso di riduzione del Cr(VI) a Cr(III).

All'interno di tale problematica s’inserisce questa ricerca che si € posta come obiettivi:
la selezione di ceppi batterici con migliore fitness per un loro uso in processi di risa-
namento di suoli contaminati da cromato;

I'approfondimento delle conoscenze sui meccanismi coinvolti nella resistenza al
Cr(VI) in ceppi batterici isolati da suolo contaminato con elevate concentrazione di
cromato.

L’approccio sperimentale ha previsto I'impiego di una tecnica ad elevata processivita,
chiamata Phenotype Microarray, per la caratterizzazione fenomica di isolati batterici
altamente resistenti al cromato e l'analisi genetica e fenomica di mutanti Cr(VI)-
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sensibili di un ceppo batterico iper-resistente al Cr(VI). I risultati conseguibili po-
tranno contribuire alla realizzazione di un sistema biologico, alternativo agli attuali
sistemi chimico-fisici, in grado di ridurre il Cr(VI) a Cr(IIl) in presenza di elevate

concentrazione di cromato.



Capitolo 3
Materiali e metodi

1. Caratterizzazione dei ceppi 22, 28, 34 e 56
1.1. Sequenziamento del 16S rDNA

I1 16S rDNA dei ceppi batterici 22, 28, 34 e 56, ottenuti da un suolo artificialmente
contaminato con 1000 mg/Kg Cr(VI) e resistenti fino a 40 mM di Cr(VI) (Mini
2004), e stato amplificato in una reazione di PCR (tabella 3.1) impiegando i primer
27f e 1392r (tabella 3.3) a partire da DNA estratto da colonie cresciute su LB (10 g/l
triptone, 5 g/l estratto di lievito, 170 mM cloruro di sodio) contenente 5 mM K,CrOy,
mediante il kit “InstaGene TM Matrix” (Bio-rad).

Tutte le reazioni di amplificazione sono state condotte con I'apparecchio Thermal
cycler GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem) secondo lo schema riportato
in tabella 3.2.

Tabella 3.1. Composizione della miscela di reazione per I'amplificazione del'rDNA 16S

Componente Concentrazione/volume
Tampone PCR 1x*

DNTPs 200 uM

Primer 27f 0,1 uM

Primer 1392r 0,1 uM

BSA** 0,2 mg/ml

MgClL 2mM

Taq DNA polimerasi (Polymed) 0,025U/pul

H:0 q.b fino a 25 pl

DNA stampo 2ul

* 67 mM Tris HCI, pH8,8; 16mM (NH4)SO4; 0,01% Tween-20 (Polymed)

** Albumina di siero bovino (Sigma-Aldrich)

Francesca Decorosi, Studio di ceppi batterici per il biorisanamento di suoli ISBN 978-88-8453-985-4 (print) ISBN
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Tabella 3.2. Schema di reazione per 'amplificazione del 16S rDNA

Denaturazione iniziale 94 °C per 3’
Denaturazione 94 °C per 30”
Scici  ypridazione 55 °C per 30”
Sintesi 72 °C per 60”
Denaturazione 94 °C per 30”
25cicli ypridazione 51 °C per 30”
Sintesi 72 °C per 60

Sintesi finale 72°C per 10°

11 risultato delle reazioni di amplificazione é stato verificato tramite elettroforesi su
gel di agarosio 1% (p/v) colorato con bromuro di etido in TEB (90 mM Tris-Borato, 2
mM EDTA, pH 8,3). I prodotti di PCR, purificati mediante il kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen), sono stati sequenziati mediante il metodo di Sanger, presso il
centro BMR Genomics dell'Universita di Padova. I campioni sono stati prepararti se-
condo le indicazioni disponibili alla pagina web  http://www.bmr-
genomics.it/seq_index.html. Ciascun prodotto di PCR ¢ stato sequenziato utilizzando
i primer riportati in tabella 3.3.

Tabella 3.3. Primer utilizzati per 'amplificazione del 16S rDNA e per il sequenziamento del
prodotto di amplificazione.

Pri- PN . e
N Specificita Sequenza Riferimento ~ Uso
mer
2 AGAGTTTGATC Amplificazione
27f 16S rDNA di batteri (Lane 1991)  16S rDNA e se-
MTGGCTCAG 3’ .
quenziamento
. X Amplificazione
16S rDNA di batteri, ar- 5’ACGGGCGGTGT
1392r L. (Lane 1991) 16S rDNA e se-
chea, eucarioti GTRC 3’ .
quenziamento
530f 16S rDNA di batteri, ar- 5’ GTGCCAGCMGC (L 1991) S . "
ane equenziamento
chea, eucarioti CGCGG 3’ q
16S rDNA di batteri, ar- 5’CCGTCAATTCMT .
907r L. R (Lane 1991)  Sequenziamento
chea, eucarioti TTRAGTTT 3

** i primer sono stati sintetizzati dalla MWG Biotech AG e conservati -20°C in soluzioni stock
ad una concentrazione di 100 pM.

*M=CA,R=A:G

Le sequenze ottenute sono state visualizzate e corrette mediante il software FinchTV,
scaricabile dal sito web http://www.geospiza.com/finchtv.html. La sequenza del 16S
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rDNA (circa 1280 pb) di ogni singolo ceppo ¢ stata ottenuta dalla sovrapposizione
delle quattro sequenze ottenute impiegando i primer 27f, 907r, 530f, 1392r (figura
3.1)

16S rDNA

27f 1392r

530f

J

907r

i

Figura 3.1. Rappresentazione schematica delle sequenze del 16S rDNA ottenute impiegando i
primer 27£, 530f, 907r e 1392r.

Per ciascun ceppo la sequenza del 16S rDNA é stata paragonata con quelle depositate
nella banca dati GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) usando l'algoritmo BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

1.2. Identificazione dei ceppi batterici mediante Biolog-ID

I ceppi 22, 28, 34 e 56 (aerobi, gram negativi) sono stati identificati mediante
I'approccio Biolog-ID (Biolog) impiegando le piastre GN2, secondo la procedura in-
dicata dall’azienda Biolog. Il profilo di utilizzazione delle fonti di carbonio dei ceppi &
stato comparato, mediante il software Basic-ID, con quelli di una collezione di specie
raccolte nel database MicroLOg 1 Release 4,2, per individuare le specie che presenta-
no il profilo piu simile rispetto a ai ceppi indagati.

1.3. Determinazione della riduzione batterica del Cr(VI)

La riduzione del Cr(VI) da parte dei ceppi batterici 22, 28, 34 e 56 ¢ stata valutata
in presenza di otto diverse fonti di carbonio/energia (glucosio, galattosio, fruttosio,
piruvato, citrato, L-prolina, L-alanina e L-asparagina), secondo la seguente procedu-
ra:

Inoculare una colonia del ceppo batterico in TMM (tabella 3.4) contenente una delle
otto fonti di carbonio (1%, p/v) ed incubare in agitazione a 26°C o.n.
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Tabella 3.4. Composizione del mezzo TMM (Tris Minimal Medium).

Composto Concentrazione/volume
Tris HCI 50 mM
NaCl 80 mM
KCl1 20 mM
NH.Cl1 20 mM
Na:SO4 3 mM
MgCl:,6H.0 1 mM
CaCl;,6H.O 0,2 mM
Na;HPO. 0,64 mM
FeNHj citrato 10 ml di una soluzione 48 mg/ml
Soluzione SL7* 1ml
Fonte di carbonio 0,2-1%
Aggiustare a pH 7 con HCI

* Composizione soluzione SL7: 10 mM HCI; 0,5 mM ZnSOsx 7H,0; 0,5 mM MnCl x 4H.O; 1
mM H;BO;; 0,8 mM CoCl: x 6H,O; 0,1 mM CuCl: x 2H»0; 0,1 mM NiCl, x 6H,0; 0,15 mM
Na,MoO:x 2H,O

Utilizzando la coltura ottenuta inoculare, in micropiastra, 200 uL di TMM contenen-
te una delle otto fonti di carbonio (1%, p/v) e 0,2 mM di K,CrO,, secondo lo schema
riportato in figura 3.2. Allestire due micropiastre seguendo lo stesso schema ma non
inoculate per valutare 'eventuale riduzione abiotica del Cr(VI)

Incubare le micropiastre a 26 °C all'interno di un contenitore chiuso umidificato in
modo da impedire Iessiccazione del contenuto dei pozzetti

A tempi successivi (24, 48 e 72 ore) valutare la crescita batterica misurando ’ODygo
tramite un lettore di piastre (GDV)

A tempi successivi (24, 48 e 72 ore) centrifugare le colture e misurare 'ODss; del sur-
natante; per ottenere la concentrazione del Cr(VI) residuo nel mezzo di coltura con-
frontare il valore di assorbanza a 382 nm [la lunghezza d’onda per la quale si ha il
massimo di assorbimento del Cr(VI)] ottenuto con la curva standard di riferimento
che descrive la relazione tra concentrazione del Cr(VI) in TMM e I'assorbanza a 382
nm

Calcolare la percentuale del Cr(VI) ridotto dall’attivita dei quattro ceppi in presenza
di ciascuna delle otto diverse fonti di carbonio/energia a partire dalla differenza tra la
concentrazione media di Cr(VI) residuo nelle colture e la concentrazione media di
Cr(VI) residuo nel mezzo di coltura non inoculato.



Materiali e metodi 39

Micropiastra A
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Figura 3.2. Rappresentazione schematica delle micropiastre impiegate per valutare la crescita e
riduzione batterica del Cr(VI) su otto diverse fonti di carbonio. La micropiastra A & impiegata
per la valutazione della crescita e riduzione del Cr(VI) a 24 ore (pozzetti in grigio chiaro) e a
48 ore (pozzetti in grigio medio). La micropiastra B ¢ utilizzata per la valutazione rispettiva-
mente della crescita e riduzione batterica del Cr(VI), e della riduzione abiotica del Cr(VI) a 72
ore (pozzetti in grigio scuro
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1.4. Analisi Phenotype Microarray (PM) degli isolati batterici

I ceppi batterici 22, 28, 34 e 56 sono stati caratterizzati in duplicato mediante PM
impiegando le micropiastre PM09 (sensibilita agli osmoliti), PM10 (sensibilita al pH),
PM11-PM20 (sensibilita chimica) secondo la seguente procedura:

1. Preparazione del ceppo

Prelevare una colonia batterica, cresciuta su BUG (Biolog) per 24 h a 30 °C, e stri-
sciarla nuovamente su BUG, incubare 0.n. a 30 °C

2. Preparazione dei fluidi per I'inoculo delle micropiastre PM

Fluido IF-0. Aggiungendo 25 ml di acqua sterile a 125 ml di fluido IF-0 1,2x (Biolog)
Fluido IF-0+dye. Aggiungere 1,8 ml di dye mixA (Biolog) e 23,2 ml di acqua sterile a
125 ml di 1,2x IF-0, il dye mix A ¢ costituito da un marcatore di potenziale redox
(violetto di tetrazolio)

Fluido IF-10+dye. Aggiungendo 23,5 ml di acqua sterile e 1,5 ml di dye mix A (Bio-
log) a 125 di fluido IF-10 1,2x.

3. Preparazione delle sospensioni cellulari da inoculare nelle micropiastre PM
Inoculare le colonie batteriche cresciute su BUG in 16 ml di IF-0

Aggiustare la torbidita della sospensione al 42% misurata tramite il turbidimetro Bio-
log

Aggiungere 15 ml della sospensione cellulare preparata al punto precedente a 75 ml
di fluido IF-0+dye (torbidita finale 85%)

4. Inoculo della piastre PM 9-20

Aggiungere 600 pl della sospensione cellulare ottenuta a 120 ml di IF-10+dye
Trasferire aliquote da 100 pl nei pozzetti delle piastre PM 9-20 e mantenere a 26 °C
per 48 ore nell'incubatore OmniLog

5. Acquisizione dei risultati

All’interno dell’apparato OmniLog una fotocamera CCD (Charge Coupled Device)
fotografa le micropiastre ogni 15°. I dati di sviluppo del colore nel tempo vengono
trasformati dal software OmnilLog File Management/Kinetic plot version, in curve
cinetiche. A partire da due curve cinetiche che rappresentano due repliche dello stes-
so saggio, il software genera una curva media o curva consenso. Un secondo software,
I’OmniLog Parametric version, calcola per ciascuna curva cinetica numerosi parame-
tri che descrivono la curva stessa (area della curva, altezza media, etc..) ed offre inol-
tre la possibilita di confrontare per ciascun pozzetto le curve cinetiche ottenute da
due esperimenti diversi. Nelle micropiastre di sensibilita chimica (PM11-PM20) cia-
scun composto saggiato ¢ presente in quattro pozzetti adiacenti a concentrazioni cre-
scenti, e per ciascun composto il software calcola un ulteriore parametro rispetto a
quelli sopra riportati, 'TIC50 definito come il pozzetto o la frazione di pozzetto per il
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quale un dato parametro che descrive la curva (ad esempio 'altezza media) assume
un valore pari al 50% del valore massimo osservato.

I valori di altezza media delle curve cinetiche ottenute dalle piastre PM11-20 per i
quattro ceppi batterici, sono stati sottoposti ad analisi delle componenti principali
impiegando il software Bionumerics (Applied Maths), che ha permesso di individua-
re i caratteri fenotipici che maggiormente discriminano tra loro i quattro ceppi.

2. Studio dei meccanismi di resistenza al Cr(VI)
2.1. Esperimenti di ibridazione del DNA

Il DNA genomico di ciascuno dei quattro mutanti sensibili al Cr(VI) (Crg3, Crg8s,
Crg26, Crg96), ottenuti per mutagenesi inserzionale dell’isolato batterico P. corrugata
28 (Mini 2004), mediante I'impiego del trasposone EZ-Tn5 (Epicentre) che contiene
un gene per la resistenza alla kanamicina, & stato tagliato con opportuni enzimi di re-
strizione e ibridato con una sonda per il gene per la resistenza alla kanamicina. Gli
esperimenti di ibridazione sono stati condotti come di seguito riportato.

Fase A. Estrazione del DNA genomico.

1. Inoculare il ceppo batterico in 25 ml di terreno liquido LB (contenente 15 pg/ml
kanamicina per i mutanti) e incubare a 26°C in agitazione fino a quando I'ODgq della
coltura raggiunge un valore di 0,5-0,6

2. Centrifugare 20 ml della coltura a 1500 xg per 10’ ed eliminare il surnatante

3. Risospendere il pellet in 20 ml di TES [50 mM Tris HCl; 20 mM EDTA; 0,3% (p/v)
NaCl; pH 8]

4. Centrifugare a 1500 xg per 10’ e eliminare il surnatante

5. Risospendere le cellule in 10 ml di TE (50 mM Tris HCl; 20 mM EDTA; pH 8) e
trasferire in un nuovo tubo

6. Aggiungere 1 ml di lisozima (2 mg/ml in TE), mescolare per 10” sul vortex ed in-
cubare le cellule a 30°C per 20°

7. Aggiungere 1,1 ml di soluzione SDS/Proteinasi K [per la preparazione della solu-
zione SDS/Proteinasi K dissolvere 10 mg di Proteinasi K in 1 ml di TE e diluire 50 ul
di tale soluzione in 0,5 ml di 10% sodio dodecil solfato (SDS) in TE]

8. Aggiungere 1,4 ml di una soluzione contenente 3M sodio acetato e 1 mM EDTA a
pHS5

9. Aggiungere 135 ul di RNaseA (10 mg/ml), e porre le cellule a 37°C per 30°

10. Aggiungere 5 ml di fenolo:cloroformio:isoamilalcol in rapporto 25:24:1 e agitare
gentilmente a mano per 15’
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11. Centrifugare a 500 xg per 10" e rimuovere la fase acquosa superiore trasferendola
in un nuovo tubo

12. Ripetere i due punti precedenti

13. Aggiungere 10 ml di cloroformio: isoamilalcol in rapporto 24:1 e agitare gentil-
mente a mano per 5’

14. Centrifugare a 500 xg per 10’ e trasferire la fase acquosa in un baeker sterile

15. Aggiungere molto lentamente 14 ml di etanolo 100% freddo (-20°C)

16. Recuperare il DNA avvolgendolo su una bacchetta di vetro sterile

17. Immergere il DNA in etanolo al 70% per lasciare poi asciugare all’aria

18. Mettere la bacchetta di vetro in un tubo da 1,5 ml contenente circa 250 pl di H20
sterile e lasciare in immersione tutta la notte

19. Verificare 'avvenuta estrazione del DNA genomico in gel di elettroforesi allo
0,7% (p/v) e procedere alla quantificazione del DNA per via spettrofotometrica.

Fase B. Restrizione dei DNA genomico.

Il DNA genomico dei mutanti & stato digerito impiegando in reazioni distinte le en-
donucleasi di restrizione Mlul (Roche Applied Science) e Pvull (Roche Applied
Science), che non tagliano all'interno del trasposone EZ-Tn5, secondo la procedura
indicata dall’azienda fornitrice.

Fase C. Sintesi della sonda per 'ibridazione.

Utilizzando i primer Kanamicina2F (5GGTTTGCGCATTCACAGGGTGTCT?’) e
Kanamicina2R (5’AGCGTAATGCTCTGCCAGTGTTAC3’) ¢ stata amplificata una
sequenza interna (977 pb) al gene della resistenza alla kanamicina del trasposone EZ-
Tn5 dal DNA genomico dei mutanti. Le reazioni sono state allestite come descritto in
tabella 3.5 e sono state condotte con I'apparecchio Thermal cycler GeneAmp PCR
System 9600 (Applied Biosystem) secondo lo schema riportato in tabella 3.6.

11 risultato delle reazioni di amplificazione é stato verificato tramite elettroforesi su
gel di agarosio allo 0,8% (p/v). Il prodotto di PCR ¢ stato purificato mediante il kit
QIAquick PCR Purification (Qiagen) e quantificato mediante BioPhotometer (Ep-
pendorf),

La sonda da impiegare nell’esperimento di ibridazione & stata ottenuta marcando il
frammento del gene della resistenza alla kanamicina tramite incorporazione di un
analogo fluorescente del dTTP (fluoresceina-11-dUTP) mediante il kit Gene Images
Random prime (Amersham Biosciences) secondo le indicazione del’azienda produt-
trice.
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Tabella 3.5. Composizione della miscela di PCR per 'amplificazione del gene della resistenza
alla kanamicina, localizzato su EZ-Tn5.

Componente Concentrazio-
ne/volume
Tampone PCR 1x*
DNTPs 200 uM
Primer Kanamicina2F 0,1 uM
Primer Kanamicina 2R 0,1 uM
BSA** 0,1 mg/ml
MgClL. 2 mM
Taq DNA polimerasi (Polymed) 0,025U/pul
H:0 q.bfinoa 25l
DNA genomico diluito 1:10 2ul

* 67 mM Tris HCI, pH8,8; 16mM (NH.)SO4; 0,01% Tween-20 (Polymed)

** Albumina di siero bovino (Sigma-Aldrich)

Tabella 3.6. Schema di reazione per 'amplificazione del gene della resistenza alla kanamicina
localizzato sul trasposone EZ-Tn5.

Denaturazione iniziale 94 °C per 3’
Denaturazione 94 °C per 30”
30 cicli Ibridazione 63 °C per 30”
Sintesi 72 °C per 60”

Sintesi finale 72°C per 10’

Fase D. Southern Blotting.

Il DNA genomico del ceppo parentale e dei mutanti digerito con i due enzimi di re-
strizione Mlul e Pvull ed il prodotto di amplificazione del gene della kanamicina so-
no stati sottoposti ad elettroforesi in gel di agarosio allo 0,7% a 4 °C per 12 ore ad un
voltaggio paria 1V/cm.

Il DNA ¢ stato depurinato, denaturato e quindi trasferito su membrana impiegando
la seguente procedura:
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1.Mantenere il gel in agitazione lenta a temperatura ambiente per 10’ in soluzione
depurinante (250 mM HCI)

2.Mantenere il gel in agitazione lenta a temperatura ambiente per 25 in soluzione
denaturante (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH)

3. Mantenere il gel in agitazione lenta a temperatura ambiente per 30’ in soluzione
neutralizzante (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCl; pH 7,5)

4.Trasferire il DNA dal gel su membrana di Hybond N+ (Amersham) per capillarita,
tramite un opportuno apparato di trasferimento impiegando una soluzione 10x SSC
(0,15 M citrato di sodio e 1,5 M NaCl). Far procedere il traferimento per 12-15 ore

5. Fissare il DNA alla membrana mediante esposizione ai raggi UV (260 nm) per 3’.

L’ibridazione del DNA ¢ stata effettuta impiegando il termostato da ibridazione
Hybridizer HB-ZD (Techne) secondo la seguente procedura:

1. Riscaldare a 60°C un opportuno volume (0,125 ml/ cm2 membrana) di soluzione
di ibridazione [7% (p/v) SDS; 0,5 M buffer Na-fosfato pH 7,2; 10 mM EDTA]
all'interno di un cilindro da ibridazione

2. Porre la membrana all’'interno del cilindro contenente la soluzione di ibridazione e
mantenere a 60 °C in lenta rotazione per 30’

3. Denaturare la sonda (paragrafo 2.1.3) mantenendola in acqua a 100 °C per 5 e raf-
freddandola in ghiaccio

4. Aggiungere alla soluzione di ibridazione la sonda ad una concentrazione finale di
10 ng/ml, e lasciare procedere I'ibridazione a 55 °C per almeno 12 ore

5. Lavare la membrana a 60 °C per 15’ in 1x SSC, SDS 0,1%

6. Lavare la membrana a 60 °C per 15 in 0,5x SSC, SDS 0,1%

La rivelazione delle bande di ibridazione & stata ottenuta impiegando il kit Gene Ima-
ges ECF detection (Amersham Bioscience), secondo la seguente procedura:

1. Immergere la membrana per pochi secondi in tampone A (0,3 M NaCl; 0,1M Tris-
HCL pH 7,5) a temperatura ambiente

2. Incubare la membrana in gentile agitazione a temperatura ambiente per un ora in
blocking reagent (Amersham Bioscience ) diluito 1:10 in tampone A

3. Ripetere il punto 1

4. Diluire il coniugato antifluoresceina-fosfatasi alcalina (Amersham Bioscience)
5000 volte in una soluzione di albumina di siero bovino (Amersham Bioscience) al
5% in tampone A

5. Mantenere la membrana nella soluzione preparata al punto 4 in gentile agitazione
a temperatura ambiente per un’ora

6. Porre la membrana in una soluzione 0,3% Tween 20 in buffer A, e mantenere in
agitazione a temperatura ambiente per 10’

7. Ripetere nuovamente per due volte il lavaggio descritto al punto 6
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8. Immergere brevemente la membrana in tampone A

9. Porre la membrana su un una apposito sacchetto in plastica e applicare il reagente
di rilevazione (Amersham Bioscience) sulla membrana (circa 25 pl di reagente per
cm2 di membrana) distribuendolo uniformemente su tutta la sua superficie

10. Rilevare i segnali di ibridazione mediante scansione in fluorescenza [Thypoon
9200 (Amersham Bioscience) impostazioni: laser 532 nm, PTM (fotomoltiplicazione)
600V, dimensione dei pixel 200 pm, filtro 525 nm].

2.2. Identificazione dei geni interrotti

Le sequenze nucleotidiche fiancheggianti il trasposone Ez-Tn5 (Epicentre) nel ge-
noma dei mutanti sono state precedentemente ottenute secondo la metodologia indi-
cata dall’azienda fornitrice (Mini 2004) che prevede di ottenere, a partire dal genoma
di ciascun mutante, un plasmide capace di replicarsi in E. coli, contenente EZ-Tn5 e
le regioni genomiche fiancheggianti. I primer  R6KAN-2RP-1
(5CTACCCTGTGGAACACCTACATCT3') e KAN-2FP1
(5’ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCS3') (Epicentre) che si legano all'interno di
EZ-Tn5 e che divergono verso 'esterno, sono stati impiegati per sequenziare le re-
gioni fiancheggianti il trasposone (figura 3.3).

RBKAN-2-RP-1 KAN-2-FP-1
Sy

Figura 3.3. Sequenziamento delle regioni fiancheggianti il trasposone EZ-Tn5. A partire da un
plasmide che contiene il gene (in grigio chiaro) interrotto dal traspone EZ-Tn5 (in grigio scu-
ro) si attua una reazione di sequenziamento impiegando come primer oligonucleotidi (frecce
nere) che si legano all'interno di EZ-Tn5 e divergono rispetto ad esso (KAN-2 FP1 e RGKAN2
RP-1). I primer si localizzano a monte delle sequenze mosaico del trasposone Ez-Tn5

I primer si legano in EZ-Tn5 a monte di una sequenza che delimita il trasposone ad
entrambe le estremita, detta sequenza mosaico (5’AGATGTGTATAAGAGACAG
3').Per ottenere la sequenza nucleotidica della regione nella quale si ¢ inserito il tra-
sposone, le nucleotidiche ottenute, fiancheggianti Ez-Tn5, sono state analizzate se-
condo la procedura descritta in figura 3.4.Le sequenze ricostruite sono state analizza-
te mediante il programma ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/)
che ricerca all'interno di una data sequenza le possibili ORF (open reading frame),



46 Francesca Decorosi

cioeé le sequenze nucleotidiche che potenzialmente potrebbero essere tradotte in se-
quenze amminoacidiche. Il programma analizza la sequenza oggetto di studio e la se-
quenza complementare nei tre possibili frame di lettura, ed esegue la traduzione in
amminoacidi sulla base delle triplette nucleotidiche individuate. Le sequenze nucleo-
tidiche sono state inoltre paragonate con quelle depositate nella banca dati GenBank
del National Center for Biotechnology Information usando I'algoritmo BLASTn (pa-
ragrafo 1.1).

SM B SM
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Figura 3.4. Procedura per la ricostruzione della sequenza nucleotidica interrotta
dallinserzione di Ez-Tn5, A) Ritaglio della sequenza ottenuta con il primer KAN-2FP-1, B)
conversione della sequenza ottenuta con il primer REGKAN2RP-1 nella sequenza complementa-
re a polarita opposta e successivo taglio della sequenza, C) ricostruzione della sequenza inter-
rotta dal trasposone e successiva rimozione della duplicazione del sito di inserzione, che si ge-
nerano in seguito all'inserzione del trasposone. SM: sequenza mosaico; DSI: duplicazione del
sito di inserzione; SI: sito di inserzione

2.3. Analisi Phenotype Microarray (PM) del ceppo 28 e dei mutanti

Il ceppo 28 ed i mutanti sono stati caratterizzati a livello fenotipico tramite
I'approccio PM impiegando le piastre PM01-02 (utilizzazione di diverse fonti di car-
bonio/energia), PM03 (utilizzazione di fonti di azoto), PM04 (utilizzazione di fonti di
fosforo e zolfo), PM09 (sensibilita agli osmoliti), PM10 (sensibilita al pH), PM11-20
(sensibilita chimica). Ciascun ceppo ¢é stato analizzato in duplicato. La procedura per
Iallestimento delle piastre PM09-20 ¢ descritta in paragrafo 3.1.4. Le piastre PM01-02
sono state inoculate con 100 pl di una sospensione cellulare in IF-0+dye avente una
torbidita dell’85% (paragrafo 1.4). Per I'allestimento delle piastre PM03-04 sono stati
aggiunti 680 pl di 2M succinato di sodio/ 200 uM citrato a 68 ml della sospensione
cellulare IF-0+dye con torbidita pari all’85%, quindi la sospensione ottenuta ¢ stata
inoculata nelle piastre in aliquote da 100 ul. Le piastre sono state incubate
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nell’apparato OmniLog secondo la modalita descritta nel paragrafo 1.4. Utilizzando il
software OmniLog Parametric version sono state confrontate le curve consenso del
ceppo parentale con quelle di ciascun mutante.

2.4. Caratterizzazione genetica e funzionale del gene (0scA) interrotto nel mutante
Crg8

2.4.1. Identificazione dei geni fiancheggianti oscA

Una sequenza nucleotidica di circa 6700 pb comprendente oscA ed i geni ad esso
fiancheggianti & stata amplificata mediante limpiego dei primer fadf
(5’ctggtcttgacccagatctgetge3’) e cysAr (5GTTCATCACCACGATGCG?’), disegnati
su regioni conservate rispettivamente di un gene codificante una desaturasi degli aci-
di grassi ed del gene cysW di ceppi di Pseudomonas. 1 primer, analizzati mediante il
software OligoAnalyzer 3.0
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer), presentavano i seguenti
requisiti, necessari per consentire un’efficiente amplificazione della sequenza bersa-
glio:

1. Lunghezza di 18-20 nucleotidi (massimo 25)

2. Assenza di ripetizioni successive di una singola base, in particolare non devono
contenere tre o pitt G o C di seguito,

3. Temperatura di melting intorno ai 50-60 °C

4. Contenuto in G+C compreso tra il 40 e il 60%

5. Assenza di regioni complementari al loro interno

6. Assenza di formazione di dimeri tra se stessi o con altri primer di reazione

Per 'amplificazione ¢ stato impiegato un enzima ad alta processivita e fedelta che
permette di amplificare sequenze fino a 20 kb, contenuto nel kit Expand Long Tem-
plate PCR System (Roche Applied Science) (tabella 3.7).

La reazione di amplificazione sono state condotte con 'apparecchio Thermal cycler
GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem) secondo lo schema riportato in ta-
bella 3.8.

Il risultato delle reazioni di amplificazione ¢ stato verificato in elettroforesi su gel di
agarosio allo 0,8% (p/v). Il prodotto di PCR ottenuto ¢é stato purificato mediante il kit
QIAquick PCR Purification (Qiagen) e sequenziato presso il centro BMR Genomics
dell’Universita di Padova.
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Tabella 3.7. Composizione della miscela di PCR per 'amplificazione dell'intorno genomico di

0scA.
Componente Concentrazione /volume
Buffer 1 (Roche Applied Science) 1x
DNTPs 350 uM
Primer fadf 0,3 uM
Primer cysAr 0,3 uM
BSA* 0,2 mg/ml
MgCl. 2 mM
Expand Long. TemPlate PCR 0,075U/ul
(Roche Applied Science)
H:0 q.b finoa 25 ul
DNA genomico diluito 1:10 2ul

*Albumina di siero bovino (Sigma-Aldrich)

Tabella 3.8. Schema di reazione per 'amplificazione dell'intorno genomico di oscA

Denaturazione iniziale 94 °C per 2’
Denaturazione 94 °C per 10”
10cicli  Ibridazione 55 °C per 30”
Sintesi 68 °C per 8’
Denaturazione 94 °C per 15”
20 cidli Ibridazione 51 °C per 30” ‘
Sintesi 6'8 °C per 8 + 20” per ogni
ciclo successivo
Sintesi finale 68°C per 7’

La sequenza dellintero prodotto di PCR ¢ stata ottenuta mediante la strategia del
primer walking. Sono state quindi inizialmente ottenute le sequenze nucleotidiche
terminali (800 pb circa) del prodotto di PCR impiegando gli stessi primer usati per la
reazione di amplificazione (fadf e cysAr). Le sequenze nucleotidiche ottenute sono
state visualizzate e corrette mediante il software FinchTV e su di esse sono stati dise-
gnati nuovi primer utilizzati in una seconda reazione di sequenziamento che hanno
consentito di estendere ulteriormente la sequenza del prodotto di PCR. Il processo ¢
stato ripetuto piu volte fino ad ottenere il sequenziamento completo del prodotto di
amplificazione. In tabella 3.9 sono riportati i primer impiegati per il sequenziamento
dell’intero prodotto di PCR. Tutti i primer sono stati analizzati mediante il software
OligoAnalyzer e per ognuno di essi sono stati verificati i requisiti precedentemente
descritti.
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Il completamento della sequenza del gene cysW ¢ stato ottenuto mediante la tecnica
di PCR inversa che permette di amplificare una sequenza ignota, fiancheggiante una
sequenza nota, mediante la procedura descritta in figura 3.5.

Siti di restrizione

R

2 O
3 @
l/ Sito di restrizione
4 = |

—

Figura 3.5.Fasi della tecnica di PCR inversa: 1) taglio del genoma mediante un enzima di re-
strizione che genera un frammento genomico di dimensioni amplificabili mediante PCR, con-
tenente la sequenza nota (in grigio scuro) e le regioni sconosciute fiancheggianti (in grigio
chiaro), 2) ligazione intramolecolare dei frammenti di restrizione, 3) amplificazione mediante
primer che si legano a livello della sequenza nota e che divergono rispetto ad essa, 4) sequen-
ziamento del prodotto di amplificazione
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Un pg di DNA genomico di P. corrugata 28 ¢ stato digerito con 'endonucleasi di re-
strizione Clal (Roche Applied Science) ed al termine della reazione 'enzima ¢ stato
inattivato a 65 °C per 20 minuti. I frammenti genomici, ad una concentrazione pari a
10 ng/ul, sono stati sottoposti a ligazione intramolecolare con I'enzima T4 DNA ligasi
(Roche Applied Science) incubando la miscela a 16 °C per quattro ore. Un’aliquota
della miscela di reazione ¢ stata utilizzata come templato in una reazione di PCR in
cui sono stati impiegati i primer cysAf (5 TGCACGAGGACATCAACC3’) e cysArwl
(tabella 3.9). La reazione ¢ stata allestita come descritto in tabella 3.10 ed ¢ stata con-
dotta con l'apparecchio Thermal cycler GeneAmp PCR System 9600 (Applied Bio-
system) secondo lo schema descritto in tabella 3.11

Tabella 3.9. Primer impiegati per il sequenziamento del prodotto di amplificazione ottenuto
con i primer fadf e cysAr, comprendente il gene oscA ed i geni fiancheggianti.

Primer Sequenza

fadf 5GTT CAT CAC CAC GAT GCG3’

fadfwl 5GAT CATCGACGGTTTCGC3’

sbprwl  5’TCCTGCCATTGACGCATC3’

sbpr 5GCCAAGGCATAACGGCGAATTGAC3’
sbpf 5TGCTCGCTGGAACTTCCT3’

sbpfwl 5GAGCTGATTACAAGCTAAGG3’
cysArw2  5TCACTGACCCGTACTCAC3’

cysArwl 5’TACACAGCACCACGCCAT3’

cysAr 5GTTCATCACCACGATGCG3’

Tabella 3.10.Composizione della miscela di PCR per I'amplificazione della porzione terminale

del gene cysA
Componente Concentrazione/volume
Tampone PCR Ix*
DNTPs 200 uM
Primer cysAf 0,1 uyM
Primer cysAwl 0,1 uyM
BSA** 0,2 mg/ml
MgClL. 2 mM
Taq DNA polimerasi (Polymed) 0,025U/ul
H:0 q.b fino a 50 ul
DNA stampo 25ul

* 67 mM Tris HCI, pH8,8; 16mM (NH,)SO,; 0,01% Tween-20 (Polymed);
* Albumina di siero bovino (Sigma-Aldrich)
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Tabella 3.11. Schema di reazione per I'amplificazione della porzione terminale del gene cysA.

Denaturazione iniziale 94 °C per 3’
Denaturazione 94 °C per 30”
30cicli  Ibridazione 56 °C per 30”
Sintesi 72 °C per 60”

Sintesi finale 72°C per 10°

II risultato delle reazioni di amplificazione ¢ stato verificato in elettroforesi su gel di
agarosio Il prodotto principale di amplificazione (circa 3000 pb) ¢ stato tagliato da gel
e sottoposto a nuova amplificazione. Il prodotto di PCR ottenuto ¢ stato purificato
mediante il kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) e la regione iniziale di tale pro-
dotto & stata sequenziata mediante 'impiego primer cysAf del presso il centro BMR
Genomics (paragrafo 1.1).

2.4.2. Analisi trascrizionale dei geni oscA, sbp, cysT, cysW e cysW
2.4.2.1 Estrazione del’RNA e sintesi del cDNA

Per il ceppo parentale e per il mutante Crg8 sono state allestite sei colture (in du-
plicato) in 50 ml TMM (1,5 mM Na2SQ,) (tabella 3.4). Le colture sono state incubate
a 26 °C in agitazione fino a raggiungere una ODs pari a 0,5. Cinque colture del cep-
po parentale e del mutante sono state quindi addizionate di K,CrO, ad una concen-
trazione finale di 1 mM e poste nuovamente in incubazione per tempi diversi (rispet-
tivamente 5°, 15’, 30’, 60, 90’). Un volume (500 pl) della coltura di controllo (priva di
K,CrO,) e di quelle trattate con K,CrOj ¢ stato sottoposto alla seguente procedura per
arrestare la crescita ed al contempo proteggere 'RNA da eventuale degradazione:

1. Trasferire i 500 ul di coltura in un tubo da 1,5 ml e aggiungere 1 ml di RNAprotect
Bacteria Reagent (Qiagen),

2. Mescolare la sospensione cellulare sul vortex per 5”

3. Incubare a temperatura ambiente per 5’

4. Centrifugare a 500 xg per 10’

5. Eliminare il surnatante e conservare ed il pellet a -80 °C.

I campioni sono stati sottoposti a estrazione del'RNA totale mediante I'impiego del
kit RNeasy Mini(Qiagen) secondo procedura indicata dall’azienda fornitrice. RNA
estratto ¢ stato sottoposto ad elettroforesi in gel di agarosio allo 0,8% (p/v) per verifi-
carne l'integrita: 'RNA non degradato da luogo a due bande ben definite di peso mo-
lecolare di circa 1500 pb e 2900 pb che rappresentano rispettivamente 'rTRNA 16S e
23S. La quantificazione del’RNA ¢ stata ottenuta per via spettrofotometrica mediante
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BioPhotometer (Eppendorf). Per ciascuno dei campioni di RNA (250 ng) ¢ stato sin-
tetizzato il cDNA impiegando 'enzima SuperScript IIT Reverse Transcriptase (Invi-
trogen) secondo la seguente procedura indicata dall’azienda fornitrice.

2.4.2.2. Analisi di cotrascrizione

Le regioni intergeniche oscA-sbp, sbp-cysW, cysW-cysT, cysT-cysW, cysW-cysW
sono state amplificate mediante PCR a partire dal cDNA derivato da RNA estratto
dalle colture di P. corrugata 28 non esposte o esposte a Cr(VI) per tempi diversi (5,
15, 30, 60°, 90’). Come controllo positivo & stato impiegato DNA genomico del cep-
po 28, mentre come controllo negativo RNA non retrotrascritto estratto dal ceppo 28,
esposto o non esposto a Cr(VI), per assicurarsi che gli eventuali prodotti di amplifi-
cazione ottenuti a partire da cDNA non derivino da DNA genomico contaminante i
campioni di RNA. In tabella 3.12 sono riportati i primer che sono stati impiegati nelle
reazioni di amplificazione. Le reazioni di amplificazione sono state allestite come de-
scritto in tabella 3.13. Tutte le reazioni di amplificazione sono state condotte con
lapparecchio Thermal cycler GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem) se-
condo lo schema descritto in tabella 3.14. Il risultato delle reazioni di amplificazione &
stato verificato in elettroforesi su gel di agarosio allo 0,8% (p/v).

Tabella 3.12. Primer impiegati per 'amplificazione delle regioni intergeniche oscA-sbp, sbp-
cysA, cysA- cysT, cysT-cysW, cysW-cysA.

Primer  sequenza Sequenza amplificata

rtoscAf 5’ATGAGCGCATCTCTACGCAGC3’ Regione intergenica oscA-sbp
rtsbpr 5’ GAGGTAGGCTTCGGCGATCT3’ Regione intergenica oscA-sbp
rtsbpf 5TCCTGGCGCTGAAAGAAGAC3 Regione integenica sbp-cysT
rtcysTr  5’GGAAACCACCAGCATCAGCA3 Regione integenica sbp-cysT
rtcysTf  5’AAAACCGAGATCCTGCCGC3’ Regione integenica cysT-cysW
rtcysWr  5’TCCTGCATCAGCGGGATC3’ Regione integenica cysT-cysW
rtcysWf  5’AGATTGTGTTTGCGCTGCC3’ Regione integenica cysW-cysA

rtcysAr  5’GCCAGTCCAGTTGCACCATGT3’ Regione integenica cysW-cysA
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Tabella 3.13. Composizione della miscela di PCR per 'amplificazione delle regioni intergeni-
che oscA-sbp, sbp-cysA, cysA- cysT, cysT-cysW, cysW-cysA.

Componente Concentrazione/volume
Tampone PCR 1x*

DNTPs 200 uM

Primer A, Primer B** 0,1 uM ciascuno
BSA*** 0,1 mg/ml

MgCl, 1,5 mM

Taq DNA polimerasi (Polymed) 0,025U/ul

H:0 q.b finoa 25 ul

cDNA 1ul

* 67 mM Tris HCI, pH8,8; 16 mM (NH.4)SO4; 0,01% Tween-20 (Polymed)

**Le coppie di primer impiegate (A, B) sono state: rtoscAf-rtsbpr, rtsbpf-rtcysTr, rtcysTf-
rtcysWr, rtcysWi-rtcysAr

***Albumina di siero bovino (Sigma-Aldrich)

Tabella 3.14. Schema di reazione per I'amplificazione delle regioni intergeniche oscA-sbp, sbp-
cysA, cysA- cysT, cysT-cysW, cysW-cysA.

Denaturazione iniziale 94 °C per 3’
Denaturazione 94 °C per 30”
30cicli Ibridazione 59 °C -0,1 °C ogni ciclo, per 30”
Sintesi 72 °C per 60”
Sintesi finale 72°C per 10’

2.4.2.3. Analisi dell’espressione genica

L’espressione dei geni oscA, sbp, cysW in P. corrugata 28 e nel mutante Crg8 in ri-
sposta ad esposizione al Cr(VI) & stata valutata mediante real time PCR su cDNA ot-
tenuto da colture dei due ceppi batterici esposte per tempi successivi (0°, 5, 15°, 30’
60’ e 90°) al Cr(VI). I fattori di espressione relativa sono stati calcolati tramite il me-
todo di Pfaffl (Pfaffl et al. 2002) impiegando come gene “normalizzatore” il gene co-
dificante il 16S rRNA, secondo la seguente formula (equazione di Pfaffl):

Fattore si espressione = (Etarget)AACTtarget (controllo-campione)/ (Eref)AACTref
(controllo-campione)
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dove Etarget , Eref indicano rispettivamente l'efficienza di amplificazione del gene
bersaglio e del gene normalizzatore, ACTtarget (controllo-campione) e ACTref (con-
trollo-campione) rappresentano la differenza tra il ciclo soglia misurato nel controllo
(condizione di non esposizione) e il ciclo soglia misurato nel campione (condizione
di esposizione), rispettivamente per il gene bersaglio e per il gene normalizzatore.
L’efficienza di amplificazione per ciascun gene ¢ calcolata sulla base di una retta che
definisce come varia il ciclo soglia in funzione di diluizioni progressive del DNA ber-
saglio e si definisce come E=10/(-1/slope), dove la slope ¢ il coefficiente angolare del-
la retta.

Tutti i campioni di cDNA ottenuti dalla retrotrascrizione di RNA estratto da due re-
pliche di colture di P. corrugata 28 e del mutante Crg8 esposte al Cr(VI) per 0’, 5, 15’,
30%, 60°, 90, sono stati diluiti 1:10 e 1:100. Il cDNA tal quale e le due diluizioni (1:10 e
1:100) sono stati impiegati come templato in reazioni di real time PCR. Ciascuna rea-
zione ¢ stata eseguita in triplicato. Le reazioni di amplificazione sono state condotte
in micropiastre da 96 pozzetti in un volume finale di 25 pl. In tabella 3.15 vengono
riportati i primer che sono stati impiegati nelle reazioni di amplificazione dei geni o-
scA, sbp, cysW e del gene codificante 'TRNA 16S. La miscela di reazione ¢ stata allesti-
ta come descritto in tabella 3.16, impiegando il kit Platinum SYBRGreen qPCR Su-
permix UDG (Invitrogen). Tutte le reazioni di amplificazione sono state condotte
con l'apparecchio iCycler (Bio-rad) secondo lo schema descritta in tabella 3.17.

Tabella 3.15. Primer impiegati per 'amplificazione in real time PCR dei geni oscA, sbp ,
cysA.

Primer* sequenza Sequenza amplificata

rtoscAf 5’ATGAGCGCATCTCTACGCAGC3’  Porzione oscA
rtoscAr 5’CAAAACGAAGGTCCCGCAAG?’ Porzione oscA
rtsbpf 5TCCTGGCGCTGAAAGAAGAC3 Porzione sbp
rtsbpr 5GAGGTAGGCTTCGGCGATCT?’ Porzione sbp

rtcysAf  5’°CTTGCGCATGAAGCCCAAA3Z’ Porzione cysA
rtcysAr 5’ GCCAGTCCAGTTGCACCATGT3’  Porzione cysA
rtl6sf  5’CATTGAGACAGGTGCTGCAT Porzione del gene codificante il 16SrRNA

rtl6sf  5’CACCGGCAGTCTCCTITAGAG3’ Porzione del gene codificante il 16SrRNA

*I primer per le reazioni di real time PCR sono stati disegnati in modo da soddisfare i requisiti
descritti nel paragrafo C.2.4 Inoltre, 1) per ciascun primer ¢ stata verificato il grado di specifi-
cita mediante la ricerca di sequenze simili nel genoma di P. fluorescens Pf-5 tramite il softwar
BLASTn; 2) i primer sono stati disegnati su regioni del cDNA templato non soggette alla for-
mazione di strutture secondarie (I’analisi delle strutture secondarie delle molecole di cDNA ¢
stata effettuata mediante il “DNA mfold server” del Dr. Micheael Zuker al sito
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mflod/); 3) Il DNA stampo amplificato da ciascuna
coppia di primer ¢ stato scelto in modo che avesse una lunghezza di 75-150 pb.
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Tabella 3.16. Composizione della miscela di real PCR per 'amplificazione di regioni interne
dei geni oscA, sbp, cysA, e del gene codificante I’ rRNA 168.

Componente Concentrazione/volume
PlatinumSYBRGreen qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) 1x*

Primer A, Primer B** 0,4 uM ciascuno
Fluoresceina (Bio-rad)*** 25 nM

H:0 q.bfinoa 25l

cDNA 1ul

*SYBRGreen I; 30 U/ml Platinum Tagq DNA polymerase; 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM
KCL; 3mM MgCly; 200 uM dGTP; 200 uM dATP; 200 uM dCTP; 200 uM dTTP; 20 U/ml
UDG; e stabilizzatori.

** Le coppie di primer impiegate (A, B) sono state: rtoscAf-rtoscAr, rtsbpf-rtsbpf, rtcysAf-
rtcysAr, rt165f-rt16Sr, per I'amplificazione rispettivamente dei geni oscA, sbp, cysA e del gene
codificante il 16S rRNA.

***La fluoresceina viene utilizzata nel termociclatore iCycler (Bio-rad) per normalizzare il se-
gnale di fluorescenza.

Tabella C.17. Schema di reazione per I'amplificazione mediante real time PCR di regioni
interne dei geni oscA, sbp, cysA e del gene codificante 'TRNA 168 e per la determinazione
della curva di melting

Denaturazione iniziale 95 °C per 2’
Denaturazione 95 °C per 10”
45cicli  Ibridazione 56 °C per 10”
Sintesi 72 °C per 10”
85cicli  Curva di melting 65°C + 0,4°C per 10’ ogni ciclo

I valori di ciclo soglia dei diversi campioni sono stati esportati per la successiva elabo-
razione. I tre valori di ciclo soglia ottenuti dai tre replicati tecnici di PCR per ciascun
campione sono stati mediati ed i valori medi ottenuti sono stati impiegati per calcola-
re il fattore di espressione relativo per i tre diversi geni oscA, sbp, cysW nel ceppo pa-
rentale e mutante esposti per 5, 15, 30°, 60’ e 90’ al Cr(VI), mediante 'impiego del
software REST (http://rest.gene-quantification.info//). Tale software calcola i fattori
di espressione relativi sulla base dell’equazione di Pfaffl e per ciascuno di essi esegue
un’analisi statistica di randomizzazione per saggiarne la significativita.
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2.4.3. Complementazione genica
2.4.3.1. Costruzione dei plasmidi pCHR61e pCHR62

I plasmidi pCHR61 e pCHR62 sono stati costruiti a partire dal vettore
pBBRIMCS-5 (Kovach et al. 1995) (figura 3.6), un plasmide capace di replicarsi in
Pseudomonas, portante il promotore costitutivo Plac di E. coli seguito da un sito di
clonaggio multiplo (MCS) ed un gene codificante un enzima che conferisce la resi-
stenza alla gentamicina.

4678 pb

Figura 3.6. Plasmide pBBRIMCS-5. Gm® = gene per la resistenza alla gentamicina; rep = gene
codificante la proteina di inizio della duplicazione plasmidica; mob = gene per la mobilizza-
zione del plasmide durante la coniugazione; MCS (sito multiplo di clonaggio) portante in se-
quenza i siti di taglio per i seguenti enzimi di restrizione: Kpnl, Apal, Xhol, Sall, Bsp106 I,
Clal, Hindlll, EcoRl, Pstl, Smal, BamHI, Spel, Xbal, BstXI, Sacl; Plac: promotore dell’'operone
lac di E. coli localizzato a monte del MCS.

Plasmide pCHR61. | plasmide pCHR61 ¢é costituito dal vettore pBBRIMCS-5 conte-
nente, a livello del MCS, una sequenza portante il gene oscA con il relativo promoto-
re. In figura 3.7 viene rappresentata la procedura per la costruzione del pCHR61, le
cui fasi vengono descritte in dettaglio di seguito. Una sequenza nucleotidica di 1144
pb comprendente il gene oscA ¢ stata amplificata dal genoma di P. corrugata 28 me-
diante 'impiego dei primer oscAf (5 GGAGTTGGAAGTGACCGAAA3’) e oscAr (5
CACGATGGTTGAGGTGTACG?3’) (tabella 3.18).Tutte le reazioni di amplificazione
sono state condotte con 'apparecchio Thermal cycler GeneAmp PCR System 9600
(Applied Biosystem) secondo lo schema descritto in tabella 3.19
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Figura 3.7. Procedura impiegata per la costruzione del plasmide pCHR61: 1) Il prodotto di
amplificazione contenente il gene oscA ed il vettore pBBRIMCS-5 sono stati tagliati con
I'enzima di restrizione Clal, 2) i prodotti di digestione sono stati sottoposti a ligazione inter-
molecolare, 3) i prodotti di ligazione sono stati trasformati in E. coli, 4) le cellule di E. coli sono
state piastrate su terreno selettivo contenente gentamicina, 5) dai cloni di E. coli sono stati e-
stratti i plasmidi e le loro dimensioni sono state verificate mediante digestione con Clal e suc-
cessiva elettroforesi in gel di agarosio

. Il risultato delle reazioni di amplificazione & stato verificato in elettroforesi su gel di
agarosio allo 0,8% (p/v). Il prodotto di PCR ¢ stato purificato mediante il kit QIA-
quick PCR Purification (Qiagen) e quantificato mediante lo spettrofotometro Bio-
Photometer (Eppendorf).

Il vettore pBBRIMCS-5 ed il prodotto di amplificazione sono stati digeriti con
I'enzima di restrizione Clal (Roche Applied Science), secondo la procedura indicata
dall’azienda fornitrice. L’enzima ¢ stato inattivato a 65 °C per 20 minuti. I prodotti di
digestione del prodotto di PCR e del vettore pBBRIMCS-5 sono stati sottoposti a li-
gazione intermolecolare (tabella 3.20) a 16 °C per quattro ore.
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Dieci pl del prodotto di ligazione sono state trasformate in cellule di E. coli DH5a re-
se competenti secondo la seguente procedura:

1. Inoculare cellule di E. coli DH5a cresciute in piastra su LB in 3 ml di LB liquido e
incubare in agitazione o.n. a 37 °C.

2. Inoculare un volume della coltura cresciuta in 50 ml LB liquido in modo da ottene-
re una ODygo pari a 0,1 ed incubare a 37 °C in agitazione

3. Quando la coltura raggiunge una ODs di circa 0,3-0,5 trasferire in tubi da 50 ml e
porre in ghiaccio per 10°

4. Centrifugare a 3000 xg a 4 °C per 10’

5. Eliminare il surnatante e risospendere il pellet in 1 ml di 0,1 M CaCl, freddo, suc-
cessivamente portare il volume a 10 ml con 0,1 M CaCl, e lasciare in ghiaccio per 10’
6. Centrifugare a 3000 xg a 4 °C per 10’

7. Eliminare il surnatante e risospendere il pellet in 1 ml di 0,1 M CaCl; freddo.

8. Incubare in ghiaccio per 2-3 ore

9. Aggiungere glicerolo 40% (v/v) in rapporto 1:1 e aliquotare 200 pl della sospensio-
ne cellulare in tubi da 1,5 ml.

10. Conservare a -80°C fino al momento dell’uso.

La procedura di trasformazione seguita ¢ descritta di seguito:

1. Scongelare le cellule competenti di E. coli DH5a in ghiaccio

2. Aggiungere il DNA

3. Incubare in ghiaccio per 30°

4. Mantenere a 42 °C per 90”

5. Trasferire rapidamente in ghiaccio e aggiungere 800 pl di LB

6. Incubare a 37 °C in agitazione per 45’

7. Piastrare su terreno LB contente 20 ug/ml di gentamicina e incubare a 37 °C o.n.

Le colonie batteriche sono state recuperate ed inoculate in 100 ml di LB contenente
20 pg/ml gentamicina, quindi incubate a 37 °C o.n. I plasmidi sono stati estratti dalle
colture mediante il kit Plasmid purification Midi (Qiagen) secondo la procedura in-
dicata dall’azienda fornitrice e quindi sottoposti ad elettroforesi in gel di agarosio allo
0,8% (p/v). Plasmidi caratterizzati da una dimensione maggiore rispetto al vettore
pBBRIMCS-5, sono stati sottoposti a digestione enzimatica con Clal e la dimensione
dei frammenti ottenuti sono state stimate tramite elettroforesi in gel di agarosio 0,8%
(p/v). Plasmidi costituiti da due frammenti, uno di 4678 pb corrispondente al vettore
pBBRIMCS-5 ed uno di 909 pb corrispondente alla sequenza contenente oscA sono
stati sequenziati mediante primer T7 (5TAATACGACTCACTATAGGGS?’), che si
lega a valle del sito multiplo di clonazione del vettore pPBBRIMCS-5. Un plasmide in
cui il gene oscA presenta lo stesso orientamento di Plac ¢ stato selezionato per gli e-
sperimenti di complementazione e denominato pCHR61.
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Plasmide pCHR62. Il plasmide pCHR62 & costituito dal vettore pBBRIMCS-5 con-
tenente, a livello del MCS, 'operone oscA-sbp. In entrambi i plasmidi oscA ed oscA-
sbp, presentano lo stesso orinetamento del promotore Plac del vettore pBBRIMCS-5.

In figura 3.8 vengono rappresentate le fasi necessarie alla costruzione del pCHR62
che vengono descritte in dettaglio di seguito. Una sequenza nucleotidica di circa 1850
pb comprendente i gene oscA ed sbp ¢ stata amplificata dal genoma di P. corrugata 28
mediante l'impiego dei primer Xholcysopf (5
GACTCGAGCATGGGTATGCAAGTGCAAG3’) e BamHIoscAsbpr
(5’°CGGGATCCGCACAATCAGACTGAGGTAC3’) che presentano all’estremita 5
rispettivamente i siti di taglio per gli enzimi di restrizione Xhol e BamHI (sequenze
sottolineate) (tabella 3.18). Tutte le reazioni di amplificazione sono state condotte
nell’apparecchio Thermal cycler GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystem)
secondo lo schema riportato in tabella 3.21.

I prodotti di digestione del prodotto di PCR e del vettore pBBRIMCS-5 sono stati
sottoposti a ligazione intermolecolare secondo lo schema di reazione riportato in ta-
bella 3.22. Per impedire che il vettore tagliato possa rilegarsi su se stesso, esso ¢ stato
preventivamente trattato con 0,5 U fosfatasi alcalina (Roche Applied Science) per 2
ore a 37 °C. La miscela di reazione ¢ stata incubata a 16°C per quattro ore.

Cellule competenti di E. coli DH5a sono state trasformate con 10 pl del prodotto di
ligazione tra il prodotto di PCR digerito con Xhol e BamHI, contenente i geni oscA-
sbp, ed il vettore pBBRIMCS-5 tagliato con gli stessi enzimi, come precedentemente
descritto. Le colonie dei ceppi trasformati sono state inoculate in 30 ml di LB conte-
nente 20 pg/pl di gentamicina ed incubate a 37 °C o.n.. Dalle colture ottenute sono
stati estratti i plasmidi mediante il kit Plasmid extraction midi (Qiagen). Plasmidi ca-
ratterizzati da una dimensione maggiore rispetto al vettore pBBR1IMCS-5, sono stati
sottoposti a digestione enzimatica con Xhol e BamHI e le dimensioni dei frammenti
di digestione sono state determinate tramite elettroforesi. Un plasmide di circa 6000
pb in lunghezza costituito da due frammenti, uno di 4678 pb corrispondente al vetto-
re pBBRIMCS-5 ed uno di circa 1850 pb corrispondente alla sequenza contenente
oscA -sbp, & stato denominato pCHR62 ed impiegato per i successivi esperimenti di
complementazione.
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Figura C.8. Procedura impiegata per la costruzione del plasmide pCHR62: 1) Il prodotto di
amplificazione contenente i geni oscA ed spb, ed il vettore pBBRIMCS-5 sono stati tagliati con
gli enzimi di restrizione Xhol e BamH], 2) i prodotti di digestione sono stati sottoposti a liga-
zione intermolecolare, 3) i prodotti di ligazione sono stati trasformati in E. coli, 4) le cellule di
E. coli sono state piastrate su terreno selettivo contenente gentamicina, 5) dai cloni di E. coli
sono stati estratti i plasmidi e le loro dimensioni sono state verificate mediante digestione con
I Xhol e BamHI e successiva elettroforesi in gel di agarosio

2.4.3.2. Trasformazione dei plasmidi nel ceppo 28 e nel mutante Crg8

I vettore pBBRIMCS-5 e i plasmidi pCHR61 e pCHR62 sono stati inserti nel
ceppo 28 e nel mutante Crg8 mediante elettroporazione.
Le cellule del ceppo parentale ed del mutante sono state rese elettrocompetenti se-
condo la seguente procedura:
1. Inoculare il ceppo parentale ed il mutante in 3 ml rispettivamente di LB e LB con-
tenente 15 pg/ml kanamicina, ed incubare in agitazione a 26 °C o.n.
2. Inoculare 100 ml di LB, e 100 ml di LB contenente 15 pg/ml kanamicina con il 2%
(v/v) rispettivamente delle colture del parentale e del mutante ottenute al punto 1
3. Incubare le colture in agitazione a 26 °C fino ad ottenere una ODgq di circa 0,3-0,5
4. Mantenere in ghiaccio per 10’
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5. Trasferite in tubi da 50 ml e centrifugare a 5000 xg a 4 °C per 10’

6. Eliminare il surnatante e risospendere il pellet in 1 ml di glicerolo 10% (v/v) freddo
7. Portare il volume a 10 ml con glicerolo 10% (v/v) e centrifugare per 10’ a 5000 xg a
4°C

8. Ripetere per due volte i punti 6 e 7

9. Eliminare il surnatante e risospendere il pellet in 80 pl di glicerolo 10% (v/v)

10. Aliquotare 40 pl della sospensione cellulare in due tubi

11. Conservare a -80 °C fino al momento dell’uso.

Tre aliquote cellule elettrocompetenti del ceppo parentale e del mutante sono state
trasformate con 300 ng rispettivamente dei plasmidi pBBRIMCS-5, pCHRé1,
pCHR62, secondo la seguente procedura:

1. Scongelare le cellule elettrocompetenti in bagno di ghiaccio

2. Aggiungere il DNA alle cellule

3. Trasferire I'intero volume in una cuvetta per elettroporazione (Bio-rad)

4. Inserire la cuvetta nell’elettroporatore Bio-rad Gene Pulser (Bio-rad) e generare
I'impulso elettrico (V = 2KV, C =125 pF, R =200 Q)

5. Rapidamente risospendere le cellule in 2 ml SOC (20 g/1 triptone; 1,5 g/ estratto di
lievito; 0,5 g/l NaCl; 5 ml/l di 2M MgCl2; 3,6 g/l glucosio)

6. Incubare la sospensione a 30 °C per un ora

7. Piastrare le cellule del ceppo parentale su LB contenente 20 ug/ml gentamicina e le
cellule del mutante Crg8 su LB contenente 20 pg/ml gentamicina e 15 pg/ml kanami-
cina.

Le colonie del ceppo parentale e del mutante Crg8 contenenti i plasmidi pPBBRIMCS-
5, pCHR61, pCHR62 sono state recuperate, nuovamente isolate e conservare per le
successive analisi in presenza degli opportuni antibiotici (tabella 3.23).

Tabella 3.23. Antibiotici aggiunti ai terreni utilizzati per il mantenimento del ceppo parentale
P .corrugata 28 e del mutante Crg8, portanti i plasmidi pPBBRIMCS-5, pCHR61 e pCHR62

Ceppo + plasmide Antibiotico/i

P. corrugata 28 + pPBBRIMCS-5 20 pg/ml gentamicina

P. corrugata 28 + pCHR61 20 pg/ml gentamicina

P. corrugata 28 + pCHR62 20 pg/ml gentamicina

Mutante Crg8 + pBBRIMCS-5 20 pg/ml gentamicina e 15 pg/ml kanamicina
Mutante Crg8 + pCHR61 20 pg/ml gentamicina e 15 pg/ml kanamicina

Mutante Crg8 + pCHR62 20 pg/ml gentamicina e 15 ug/ml kanamicina
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2.4.3.3. Analisi dell'utilizzazione delle fonti di zolfo mediante PM da parte del mutante
Crg8 trasformato con il plasmide pCHR61

Il mutante Crg8 trasformato con pCHR61 ¢ stato sottoposto ad analisi PM impiegan-
do la micropiastra PM04 (utilizzazione fonti di fosforo-zolfo) in duplicato, secondo la
procedura descritta nel paragrafo 2.3.

2.4.3.4. Determinazione della concentrazione di Cr(VI) minimia inibente la crescita
[Cr(VI)-MIC]

La Cr(VI)-MIC del ceppo parentale di P. corrugata 28 e del mutante Crg8 portanti i
plasmidi pPBBRIMCS-5, pCHR61 e pCHR62 ¢ stata determinata secondo la seguente
procedura:

1. Inoculare i ceppi in 3 ml di TMM (tabella 3.4) addizionato degli opportuni antibio-
tici (tabella 3.23) ed incubare in agitazione a 26 °C o.n.

2. Preparare dei tubi di vetro contenenti 5 ml di terreno TMM ed aggiungere ai tubi
concentrazioni crescenti di K,CrO, (da 0 a 40 mM) (per ciascuna concentrazione di
K,CrO; allestire due repliche)

3. Inoculare, per ciascun ceppo cresciuto o.n., i tubi allestiti al punto 2 con 100 pl di
coltura

4. Incubare i tubi a 26 °C in agitazione e a tempi successivi determinare la torbidita
delle colture mediante fotocolorimetro Klett-Summerson (Klett MFG Co. Inc.)

5. Per ciascun ceppo, e per ciascun valore di concentrazione di K2CrO4, determinare
il valore medio di torbidita (calcolato sulla base di due repliche). La Cr(VI)-MIC ¢
data dalla concentrazione minima di K,CrOj4 per la quale non si osserva crescita bat-
terica.

2.5. Determinazione della Cr(VI)-MIC batterica in presenza di diverse fonti di zolfo

La Cr(VI)-MIC di P. corrugata 28 in presenza di diverse concentrazioni di solfato e
diverse fonti di organiche zolfo ¢ stata determinata secondo la seguente procedura:

1. Allestire una coltura di P. corrugata 28 in TMM (tabella 3.4) contenente 500 uM
Na,SO4 e incubare o.n. a 26 °C

2. Lavare per due volte la coltura e risospenderla in TMM privo di Na;SOs.

3. Preparare, utilizzando come base le componenti del TMM, 28 terreni di coltura
contenenti differenti fonti di zolfo organico e differenti concentrazioni di Na,SO,
(tabella 3.24)

4. Addizionare ai 28 mezzi di coltura preparati come descritto al punto 3 concentra-
zioni crescenti di K,CrO4 (da 0 a 60 mM) in modo da ottenere 336 terreni di coltura
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che differiscono per fonte di zolfo organico, concentrazione di Na,SO4 e concentra-
zione di K,CrOs.

5. Inoculare i 336 terreni di coltura diversi con la sospensione cellulare preparata al
punto 1. Ciascuna condizione & stata saggiata in triplo.

6. Incubare in agitazione a 26 °C

7. A tempi successivi (24 e 48 ore) determinare la crescita tramite determinazione
della ODgp.

8. Calcolare la ODgo media sulla base delle tre repliche. La Cr(VI)-MIC ¢ il minimo
di concentrazione di K,CrOj per il quale non si ha crescita batterica

Tabella 3.24. Composizione in fonti di zolfo dei ventiquattro diversi tipi di TMM (TMM1-
TMM24).

NazxSO4 (uM)

Fonte di zolfo organico (300 pM) 0 30 300 3000
Nessuna TMM1 TMM2 TMM3 TMM4
Cisteina TMM5 TMM6 TMM7 TMMS8
Glutatione TMM9 TMMI10 TMMI11 TMM12
Metionina TMM13 TMM14 TMM15 TMM16
Acido etansolfonico T™MM17 TMMI8 TMMI19 TMM20
Taurina TMM21 TMM22 TMM23 TMM24

Dimetilsofossido TMM25 TMM26 TMM27 TMM28







Capitolo 4
Risultati e discussione

1. Caratterizzazione di ceppi batterici per il biorisanamento di suoli contaminati da
Cr(VI).

Lefficacia degli interventi di biorisanamento di suoli contaminati da Cr(VI) ¢
spesso limitata dalla scarsa conoscenza del fenotipo dei microrganismi resistenti al
Cr(VI) e capaci di ridurlo a Cr(IIT) dopo essere stati inoculati nei suoli. Per poter bio-
risanare con efficacia un suolo contaminato da Cr(VI) € necessario conoscere, oltre
alle caratteristiche proprie del suolo, anche il fenotipo dei microrganismi da impiega-
re che devono persistere e mantenersi metabolicamente attivi nel suolo. All'interno di
questa problematica ¢ stata condotta una ricerca con lo scopo di attuare una profon-
da caratterizzazione di quattro ceppi batterici iper-resistenti al Cr(VI) [40 mM MIC-
Cr(VI)] e capaci di ridurlo. Tale studio ha previsto I'identificazione dei ceppi, la valu-
tazione delle loro capacita di riduzione del Cr(VI) su diverse fonti di carbo-
nio/energia ed un ampio studio fenotipico condotto mediante la tecnologia PM.

1.1. Identificazione dei ceppi

I quattro isolati batterici, denominati 22, 28, 34 e 56, sono stati identificati me-
diante analisi delle sequenze del 16S rDNA e I'approccio Biolog-ID. I ceppi 22 e 28
presentano sequenze del 16S rDNA identiche tra loro che mostrano una similarita del
99% con le sequenze di P. aurantica (accession number AY271792) e P. fluorescens
(accession number AY447045). Le sequenze del 16S rDNA degli isolati 34 e 56 sono
identiche tra loro e presentano una similarita del 99% con le sequenze di P. mendoci-
na LGM1223T (accession number DQ178223) e P. pseudoalcaligenens (accession
number AB109888). L’attribuzione di specie nei batteri viene di norma effettuata ba-
sandosi su un livello di similarita delle sequenze del 16S rDNA uguale o superiore al
97%, tuttavia all'interno del genere Pseudomonas esistono specie diverse con un livel-
lo di similarita del 16S rDNA superiore al 99% e conseguentemente I'analisi del 16S

Francesca Decorosi, Studio di ceppi batterici per il biorisanamento di suoli ISBN 978-88-8453-985-4 (print) ISBN
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rDNA ha permesso di identificare gli isolati soltanto a livello di genere (Pseudomo-
nas). Quindi per identificare gli isolati a livello di specie ¢ stato impiegato 'approccio
Biolog-ID, che consente di attribuire un ceppo ad una determinata specie sulla base
del profilo di utilizzazione di 95 fonti di carbonio. I risultati ottenuti hanno mostrato
che gli isolati 22 (100% probabilita e 0,76 similarita) e 28 (99% probabilita e 0,76
similarita) appartengono alla specie P. corrugata, mentre gli isolati 34 (100%
probabilita e 0,85 similarita) e 56 (100% probabilita e 0,72 similarita) appartengono
alla specie P. mendocina.

1.2. Influenza delle fonti di carbonio/energia sulla riduzione del Cr(VI)

Uno dei principali fattori che influenza la riduzione microbica del Cr(VI) nel suo-
lo & costituito dalla disponibilita di nutrienti (paragrafo A.3). Tra questi la sostanza
organica, che supporta l'attivita dei microrganismi chemioorganotrofi eterotrofi, ha
un ruolo di primaria importanza nello stimolare la bioriduzione del Cr(VI) (Fullado-
sa et al. 2006; Losi et al. 1994b; Laxman & More 2002; Wang & Xiao 1995). E’ stato
osservato che 'aggiunta di sostanza organica nel suolo favorisce la riduzione batterica
del Cr(VI) a Cr(III) sia in anaerobiosi (Jeyasingh & Philip 2005) sia in anaerobiosi
(Bank et al. 2007). Il biorisanamento di suoli contaminati da Cr(VI) puo venire quin-
di favorito dall’aggiunta di sostanza organica, tuttavia la scelta del tipo di fonte di
carbonio/energia non puo essere casuale, perché fonti di carbonio/energia diverse
stimolano in misura diversa la riduzione del Cr(VI). In Vibrio fisheri la riduzione del
Cr(VI) ¢ stimolata sia da glucosio sia da glicerolo, tuttavia il glucosio favorisce mag-
giormente il processo riduttivo (Fulladosa et al. 2006). Un ceppo di Enterobacter clo-
acae in presenza di acetato e glicerolo riduce il Cr(VI) pit rapidamente che in pre-
senza di glucosio (Wang et al. 1989). Burkholderia cepacia MCMB-821 riduce il
Cr(VI) sfruttando come fonte di elettroni diversi composti organici, ma presenta una
massima efficienza di riduzione su glucosio, fruttosio, lattosio e amido (Wani et al.
2007). La dipendenza della bioriduzione del Cr(VI) dal tipo di sostanza organica &
stata osservata anche in un consorzio batterico estratto da sedimenti contaminati con
dicromato (Smith et al. 2002). Quanto riportato suggerisce che, volendo biorisanare
un suolo contaminato da Cr(VI) tramite un ceppo batterico selezionato, puo essere
opportuno aggiungere al suolo una o pit fonti di carbonio/energia in grado di rende-
re il piu efficace possibile la bioriduzione del Cr(VI). Pertanto allo scopo di indivi-
duare fonti di carbonio/energia che stimolino la capacita dei ceppi 22, 28, 34 e 56 di
ridurre il Cr(VI) a Cr(III), sono state saggiate otto diverse fonti di carbonio/energia
(glucosio, L-alanina, L-prolina, fruttosio, galattosio, piruvato, L-asparagina e citrato).
In figura 4.1 viene riportata la percentuale di Cr(VI) ridotto dai ceppi, misurata come
decremento della concentrazione del Cr(VI) nel mezzo di coltura, a partire da una
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concentrazione iniziale di K,CrOy pari a 0,2 mM. La percentuale di Cr(VI) ridotto &

stata.
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Figura 4.1. Percentuale di Cr(VI) ridotto dai ceppi di P. corrugata 22 e 28 e di P. mendocina 34
e 56 in TMM addizionato di 0,2 mM K2CrO4 e varie fonti di carbonio/energia dopo 24 ore
(barre vuote), 48 ore (barre a reticolo) e 72 ore (barre piene) di incubazione a 26 °C. La ridu-
zione del Cr(VI) ¢ stata seguita misurando il decremento dell’assorbanza a 382 nm [I" assor-
banza al tempo 0 di 0,2 mM K2CrO4 nel mezzo privo di cellule ¢ stato utilizzato come con-



68 Francesca Decorosi

trollo]. I dati rappresentano le medie di almeno quattro esperimenti indipendenti, le barre in-
dicano le deviazione standard valutata a 24, 48 e 72 ore. Per ciascuna fonte di carbo-
nio/energia impiegata ¢ stato anche allestito un controllo costituito dal mezzo di col-
tura privo di cellule che ha permesso di constatare che il Cr(VI) non subisce riduzio-
ne abiotica in presenza delle fonti di carbonio/energia utilizzate e di concludere che la
riduzione osservata nelle colture batteriche batteriche & totalmente attribuibile
all’attivita dei ceppi

Nei ceppi 22 e 28 la capacita di ridurre il Cr(VI) ¢ piu elevata in presenza di glucosio,
fruttosio, e galattosio. Per i ceppi 34 e 56 invece, i substrati che maggiormente favori-
scono la riduzione sono prolina, fruttosio e citrato. Le percentuali di Cr(VI) ridotto
su questi substrati variano tra il 40% (riduzione ottenuta dal ceppo 34 su fruttosio) e
il 70% (riduzione ottenuta dal ceppo 28 su galattosio). La capacita riduttiva dei ceppi
22,28, 34 e 56 & simile a quella di altri batteri resistenti al Cr(VI) (Viti et al. 2003; Viti
& Giovannetti 2007; Wang & Xiao 1995). In uno studio di caratterizzazione di 34
ceppi batterici resistenti al Cr(VI), isolati da un suolo originatesi sul serpentino, il
38,2% degli isolati ha ridotto una quantita di Cr(VI) superiore al 40% e soltanto uno
di essi ¢ stato in grado di ridurre una quantita di Cr(VI) superiore all’80% [in 48 ore
di crescita partendo da una concentrazione iniziale di Cr(VI) pari a 1 mM] (Pal &
Paul 2004). Srinath e collaboratori (2001) hanno valutato la capacita di ridurre il
Cr(VI), in condizioni di anaerobiosi e aerobiosi, di 45 ceppi batterici resistenti al
Cr(VI) in un mezzo complesso contenente 0,4 mM Cr(VI) dopo 72 ore di crescita. In
anaerobiosi il 78% degli isolati ¢ stato capace di ridurre una percentuale di Cr(VI) su-
periore al 50% e soltanto due isolati superiore al 90%, mentre in aerobiosi la percen-
tuale massima di riduzione ¢ stata osservata per un ceppo di Aereomonas in grado di
ridurre il 62,6% del Cr(VI) iniziale. Viti e collaboratori (2003), valutando la capacita
di ridurre il Cr(VI) di ceppi batterici resistenti al Cr(VI), isolati da un suolo artifi-
cialmente contaminato con 750 mg/Kg K,CrO, cresciuti in mezzo minimo con 0,2
mM Cr(VI) in aerobiosi, hanno osservato che la percentuale di Cr(VI) ridotto in 96
ore varia tra il 56% e il 69%. Percentuali piu elevate di Cr(VI) ridotto, prossime al
100%, sono state riportate per colture batteriche in fase di lisi, ma in tal caso la ridu-
zione del Cr(VI) & presumibilmente dovuta al materiale organico rilasciato dalla lisi
cellulare, e quindi non direttamente ascrivibile all’attivita batterica (Deleo & Ehrlich
1994; McLean & Beveridge 2001).

I ceppi 22, 28, 34 e 56, che possono ridurre con efficienza il Cr(VI) in presenza di op-
portune fonti di carbonio/energia, si presentano come validi candidati per il biorisa-
namento di suoli contaminati da Cr(VI) cui venga aggiunta sostanza organica per so-
stenere la loro attivita riduttiva. Tuttavia aggiunta di fonti di carbonio/energia a
suoli contaminati non ¢ un intervento di semplice gestione, in quanto per ottenere il
risanamento completo puo essere necessario apportare un’alta quantita di nutrienti.
E’ stato stimato, ad esempio, che il biorisanamento di un’area contaminata con 3785
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litri di benzina da parte della popolazione batterica naturale richiederebbe il consumo
di 4538 Kg di ossigeno con la produzione di 3175 Kg di biomassa batterica (McCarty
1990). Il consumo di elevate quantita di sostanza organica, oltre a porre problemi di
tipo economico, porta alla produzione di una grande quantita di biomassa che deve
essere rimossa e smaltita per non causare alterazioni del suolo, come ad esempio o-
struzione dei pori superficiali e conseguente modificazione dei movimenti delle ac-
que (Matin et al 1995). Per ottimizzare il biorisanamento ¢ quindi necessario proget-
tare un sistema che preveda un limitato sviluppo di biomassa microbica. Matin e col-
laboratori (1995), in uno studio sul biorisanamento di suoli contaminati da tricoloro-
etilente, hanno proposto di superare questa problematica ponendo in un ceppo di E.
coli i geni necessari per la detossificazione dell'inquinante sotto il controllo di promo-
tori da affamamento. I geni controllati da promotori di affamamento vengono tra-
scritti ad elevata efficienza quando la cellula ¢ in carenza nutrizionale e si trova quin-
di in una condizione di crescita limitata. Il lavoro condotto da Matin e collaboratori
dimostra che & possibile costruire ceppi batterici che possono efficacemente detossifi-
care un inquinante senza dover aggiungere nutrienti al suolo e quindi evitare
un’eccessiva produzione di biomassa. Tuttavia I'introduzione di ceppi batterici gene-
ticamente modificati nell’ambiente pone problemi di tipo etico. Un’alternativa
all'impiego di microrganismi geneticamente modificati consiste nell'impiegare so-
stanza organica capace di stimolare la riduzione del Cr(VI), ma non la crescita batte-
rica. Allo scopo di identificare tra le 8 fonti di carbonio/energia saggiate quelle che
maggiormente stimolano la riduzione del Cr(VI) nei ceppi 22, 28, 34 e 56 limitando-
ne la crescita, la capacita di riduzione del Cr(VI) di ciascun isolato & stata confrontata
con la produzione di biomassa valutata mediante la determinazione della densita cel-
lulare (ODe¢no). In tabella 4.1 sono riportate crescita e riduzione relative dei ceppi, va-
lutate rispetto a quelle ottenute su citrato, che, tra le otto fonti di carbonio/energia
saggiate, & quella che stimola maggiormente la crescita dei quattro ceppi. I dati si rife-
riscono alla crescita cellulare e alla quantita di Cr(VI) ridotto determinate al termine
della fase esponenziale di crescita, perché la gran parte dell’attivita riduttiva si esplica
durante la fase esponenziale (Camargo et al. 2003; He et al. 2009). I risultati ottenuti,
come atteso, indicano che nei quattro ceppi crescita e riduzione del Cr(VI) possono
non essere tra loro correlate. Ad esempio i ceppi 22 e 28 mostrano una buona crescita
ma una riduzione limitata su L-prolina, mentre sui monosaccaridi glucosio, fruttosio
e galattosio, riducono con elevata efficienza il Cr(VI) e presentano una crescita ridot-
ta. La quantita di Cr(VI) ridotto in presenza di questi monosaccaridi ¢ circa due volte
superiore a quella ridotta in presenza di citrato, mentre la crescita ¢ del 38%, 72% e
54% (per il ceppo 22) e del 46%, 62% e 70% (per il ceppo 28), rispettivamente per glu-
cosio fruttosio e galattosio, rispetto a quella ottenuta su citrato (100%). Pertanto glu-
cosio, fruttosio e galattosio possono considerarsi delle fonti di carbonio/energia di
elezione da impiegare in interventi di biorisanamento di suoli contaminati con
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Cr(VI) attuato con i ceppi 22 e 28. 1 ceppi 34 e 56 hanno la massima capacita di ridu-
zione in presenza di L-prolina e citrato, che tuttavia inducono anche un’elevata cres-
scita cellulare. I ceppi 34 e 56 presentano la minima produzione di biomassa su galat-
tosio, ma tale fonte di carbonio/energia non sostiene un’elevata riduzione del Cr(VI).
Il fruttosio ¢ la fonte su cui si ottiene il miglior compromesso tra limitata crescita
(44% per il ceppo 34 e 42% per il ceppo 56 rispetto a quella ottenuta su citrato) e ri-
duzione del Cr(VI) (74% per il ceppo 34 e 87% per il ceppo 56, rispetto a quella otte-
nuta su citrato), e pertanto costituisce la migliore fonte di carbonio/energia da utiliz-
zare in interventi di biorisanamento di suoli inoculati con i ceppi 34 e 56.

Tabella 4.1. Crescita e riduzione del cromato dei ceppi di Pseudomonas su TMM addizionato
di 0,2 mM K2CrO#4 e di diverse fonti di carbonio/energia [1% (p/v)].

Ceppo 22 Ceppo 28 Ceppo 34 Ceppo 56
Ridu- Ridu- Ridu- Ridu-
Cresci- ,1 ub Crescita .l u Crescita .1 u Crescita ,1 .
zione zione zione zione
ta® (% % % %
a* (%) %) (%) %) (%) %) (%) %)
Citrato 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Glucosio 38,3 173,7 46,0 187,9 76,3 63,3 62,1 64,1
Fruttosio 72,2 170,2 61,8 178,8 442 74,3 41,8 86,7
L-alanina 72,1 40,3 83,1 57,6 80,5 22,0 67,7 26,3
L-prolina 94,9 17,5 95,1 66,7 99,2 106,4 86,0 94,1

Galattosio 53,7 208,8 70,4 210,6 29,6 37,6 30,9 41,6

Piruvato 76,2 33,3 92,5 56,1 83,4 19,3 73,2 58

L-asparagina 65,8 70,2 89,4 36,4 76,0 9,2 71,0 0,0

* Crescita relativa rispetto a quella mostrata su citrato (100%) alla fine della fase esponenziale
di crescita. I dati sono la media di tre determinazioni.

" Riduzione del Cr(VI) espressa come percentuale della riduzione su citrato (100%) alla fine
della fase esponenziale di crescita. I dati sono la media di tre determinazioni
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1.3. Caratterizzazione fenotipica dei ceppi mediante Phenotype Microarray (PM).

Per ottenere un’approfondita caratterizzazione fenotipica dei ceppi ¢ stato uti-
lizzato 'approccio PM (Introduzione, paragrafo 4.1), una tecnologia innovativa ad
elevata processivita che, mediante I'impiego di un indicatore di potenziale redox
che modifica la propria colorazione in presenza di attivita metabolica, permette di
saggiare numerosi caratteri fenotipici di un microrganismo. Per poter valutare se i
ceppi 22, 28, 34 e 56 presentano peculiari caratteristiche che li rendano in grado
adattarsi alle diverse condizioni che possono ritrovarsi nel suolo, per ciascun isola-
to sono stati saggiati 1150 diversi caratteri fenotipici quali resistenza a diversi o-
smoliti (PM09), al pH (PM10), e a numerose sostanze tossiche (PM11-PM20). Per
ogni isolato I'analisi PM
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Figura 4.2. Comparazione delle curve cinetiche ottenute per il ceppo 28 sulle piastre PM12-15
in due esperimenti indipendenti, ottenuti incubando le micropiastre a 26 °C per 48 ore. Le
curve ottenute dai due esperimenti sono riportate rispettivamente in rosso e verde

é stata condotta in duplicato e per ciascun saggio fenotipico ¢ stata prodotta la curva
cinetica consenso, ossia la curva media ottenuta a partire dalle due curve conseguite
dai due esperimenti indipendenti. Il PM ¢ una tecnologia ad elevata riproducibilita
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(Homann et al. 2005), a titolo esemplificativo in figura 4.2 viene riportato il confron-
to tra le curve cinetiche del ceppo 28 ottenute impiegando le micropiastre PM12-15
in due esperimenti indipendenti.

11 confronto delle curve cinetiche consenso dei quattro isolati, ottenute sulle piastre
PM9-PM20, mostra che i ceppi 22 e 28, appartenenti alla specie P. corrugata, hanno
un profilo fenotipico molto simile tra loro e diverso da quello dei ceppi 34 e56 appar-
tenenti alla specie P. mendocina. Per mettere in evidenza le differenze fenotipiche che
sussistono tra le due specie in figura 4.3 ¢é riportato a titolo esemplificativo il confron-
to tra il profilo fenotipico di P. corrugata 22 e di P. mendocina 56.

Figura 4.3. Comparazione PM delle curve cinetiche dei ceppi P. corrugata 22 e P.
mendocina 56 ottenute delle piastre PM9-PM20 (1150 caratteri). Le micropiastre so-
no state incubate a 26°C per 48 ore. Le curve cinetiche relative a P. corrugata 22 sono

riportate in grigio chiaro, mentre quelle relative a P. mendocina 56 sono riportate in
grigio scuro, le zone di sovrapposizione tra le curve relative ai due ceppi sono indica-
te in bianco

I risultati ottenuti dalla piastra PM09 che contiene diversi osmoliti (cloruro di sodio,
cloruro di potassio, solfato di sodio, etilene glicol, formato di sodio, urea, lattato di
sodio, fosfato di sodio, benzoato di sodio, solfato di ammonio, nitrato di sodio, nitri-
to di sodio) a concentrazioni crescenti, indicano che i ceppi 34 e 56 sono dotati di una
maggiore osmotolleranza rispetto ai ceppi 22 e 28: questi ultimi mostrano attivita me-
tabolica fino al 4% di cloruro di sodio (pozzetti A1-A12) e al 2% di formato di sodio
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(E1-E6), mentre i ceppi 34 e 56 fino al 5,5% di cloruro di sodio e al 6% di formato di
sodio.

I risultati ottenuti dalla piastra PM10 (pozzetti A1-A12) hanno mostrato che i ceppi
22 e 28 non hanno attivita metabolica a valori di pH alcalini ma sono attivi fino a pH
5, mentre i ceppi 34 e 56 sono metabolicamente attivi in un intervallo di valori di pH
tra da 5,5 a 10. I saggi fenotipici che permettono di valutare le attivita batteriche ri-
spettivamente di decabossilazione a pH 4,5 e deamminazione a pH 9 di vari ammino-
acidi (PM10, pozzetti B1-D12 e E1-G12) hanno indicato che in presenza di L-
norvalina (pozzetto D3) e B-idrossiglutammato (pozzetto D6) i ceppi 34 e 56 sono
attivi anche a pH 4,5. Tale risultato puo essere spiegato ipotizzando i ceppi 34 e 56
possano decarbossilare L-norvalina e B-idrossiglutammato per ottenere ammine e
conseguentemente abbassare I'acidita del mezzo di coltura (Maurer et al. 2005).
L’impiego delle piastre PM11-PM20 ha permesso di valutare il grado di sensibilita
degli isolati batterici a 240 sostanze tossiche (presenti nella piastre PM a quattro di-
verse concentrazioni). Gli isolati non mostrano attivita metabolica in presenza di
D,L-metionina idrossamato (PM17, pozzetti F5-F8) un analogo della metionina, e di
esamin cloruro di cobalto (PM19, pozzetti H1-H4), che interferisce con la sintesi del
DNA. Tutti i ceppi mostrano un elevato grado di resistenza al triclosan, un composto
aromatico clorurato utilizzato come antibatterico (PM18, pozzetti G1-G4), al fungi-
cida tolifluanide (PM20, pozzetti H5-H8) e ad alcuni acidi organici (acido sorbico,
acido tannico, acido tiosalicilico). Inoltre gli isolati sono resistenti a vari metalli pe-
santi [cromato di potassio (PM13, pozzetti C9-C12), cloruro di cesio (PM13, pozzetti
F1-F4), dicromato di sodio (PM14, pozzetti D9-D12), tellurito di potassio (PM11,
pozzetti G9-G12), solfato di alluminio (PM16, pozzetti F9-F12), cloruro di cromo
(PM16, pozzetti G1-G4), selenito di sodio (PM16, pozzetti F5-F8)] e a numerosi anti-
biotici [ad es. bleomicina (PM11, pozzetti C1-C4) cloramfenicolo (PM11, pozzetti
F1-F4), ceftriaxone (PM11, pozzetti G1-G4), cefalotina (PM11, pozzetti H1-H4), pu-
romicina (PM15, pozzetti F9-F12) ampicillina (PM13, pozzetti A1-A4). L’aver indi-
viduato nei ceppi 22, 28, 34 e 56 una resistenza multipla a metalli pesanti ed antibioti-
ci non € un risultato sorprendente, poiché costituisce una caratteristica comune a
molti batteri isolati da ambienti contaminati con metalli pesanti (Allen et al. 1977;
Lighthart 1979) comunque tale peculiarita ¢ di fondamentale importanza in ceppi
batterici da impiegare in interventi di biorisanamento.

Al fine di approfondire le relazioni esistenti tra gli isolati ed individuare caratteri fe-
notipici peculiari di ciascun ceppo, la mole dei dati fenotipici ottenuti dalle piastre di
sensibilita chimica (PM11-20) ¢é stata analizzata con metodi statistici. I valori di altez-
za media delle curve cinetiche consenso degli isolati sono stati comparati tra loro
mediante analisi delle componenti principali (PCA) impiegando il software Bionu-
merics (Applied Maths) (figura 4.4).
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Figura 4.4. Analisi delle componenti principali dei profili PM dei ceppi di P. corrugata 22 e 28
e di P. mendocina 34 e 56, ottenuti dall’analisi di 960 caratteri fenotipici (PM11-20). Nel grafi-
co sono rappresentati i quattro ceppi (22, 28, 34 e 56) e i caratteri fenotipici saggiati in relazio-
ne alle due componenti principali. L’asse X rappresenta la prima componente e I'asse Y la se-
conda componente. Se un carattere appare sulla destra lungo I'asse X rappresenta un carattere
positivo per i ceppi 34 e 56 e negativo per i ceppi 22 e 28. Analogamente se un carattere appare
sulla sinistra lungo I'asse X, ¢ un carattere positivo per i ceppi 22 e 28 e negativo per i ceppi 34
e 56,. Caratteri che si localizzano in prossimita dell’origine degli assi hanno basso potere di-
scriminante nei confronti dei ceppi.

L’analisi della componenti principali ¢ una procedura matematica che permette, a
partire da una serie di campioni descritti da numerose variabili tra loro correlate, di
ottenere un numero limitato di variabili “artificiali” (componenti principali) tra loro
non correlate, che sono combinazioni lineari delle variabili originali e descrivono
gran parte della variabilita esistente tra i campioni. Le due componenti principali
vengono usualmente rappresentate graficamente come i due assi di un grafico carte-
siano all’'interno del quale si posizionano i campioni. Campioni che si trovano vicini
nel piano cartesiano sono tra loro simili, mentre campioni che si localizzano in punti
tra loro lontani, sono tra loro diversi. La prima componente principale che rende
conto del 86% della variazione fenotipica tra i ceppi, separa gli isolati in due gruppi in
base alla specie: un gruppo contiene i ceppi 22 e 28 di P. corrugata, I'altro i ceppi 34 e
56 di P. mendocina, confermando le similarita gia messe in evidenza dalla semplice
osservazione dei profili fenotipici. La seconda componente, che rende conto del
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10,5% della variabilita fenotipica, mostra che i ceppi 34 e 56 hanno un profilo fenoti-
pico quasi identico, mentre i profili dei ceppi 22 e 28 non sono completamente so-
vrapponibili.

I caratteri che maggiormente discriminano la coppia dei ceppi 34, 56 da quella dei
ceppi 22, 28 sono quelli che presentano un valore assoluto elevato sulla prima com-
ponente principale. In tabella 4.2 sono riportati i 50 caratteri che presentano i valori
assoluti piu elevati sulla prima componente principale: per ciascuno di essi viene ri-
portato il valore IC50 relativo a ciascun ceppo, determinato dal software OmniLog. 11
valore IC50 viene definito come il pozzetto o la frazione di pozzetto per il quale un
dato parametro, che descrive la curva (ad esempio l'altezza media), assume un valore
pari al 50% del valore massimo osservato.

Gli antibiotici che inibiscono la sintesi della parete batterica (penicilline) costituisco-
no l'unica classe di composti verso i quali i ceppi 22 e 28 presentano, rispetto ai ceppi
34 e 56, un maggior grado di resistenza. I ceppi 34 e 56 sono piu resistenti dei ceppi
22 e 28 a vari antibiotici che inibiscono la sintesi proteica, tra cui tetracicline (tetraci-
clina, doxiciclina, penimepiciclina, demeclociclina, rolitetraciclina, oxitetraciclina,
clortetraciclina) che agiscono a livello della subunita 30S del ribosoma batterico (Bi-
swas et al. 2008), amminoglicosidi (streptomicina, tobramicina, spectinomicina, ca-
preomicina, igromicina B, geneticina, apramicina) che si legano a livello del 16S
rDNA (Mingeot-Leclercq et al. 1999), e macrolidi (spiramicina, oleandromicina, tilo-
sina, eritromicina) che si legano a livello della subunita 50S del ribosoma batterico
(Weisblum 2009). I ceppi 34 e 56 presentano inoltre una maggiore resistenza a vari
antibiotici chinolonici (norfloxacina, ciprofloxacina, enoxacina, acido nalidixico, o-
floxacina) che impediscono il rilassamento del DNA, inibendo le DNA girasi e topoi-
somerasi IV (Yoshida et al. 1993), a numerosi cationi e anioni tossici, contenenti me-
talli (cesio, cadmio e tallio) o semimetalli (vanadio, arsenico, boro), ad analoghi delle
basi azotate che bloccano la sintesi del DNA e ad agenti intercalanti del DNA ad ef-
fetto mutageno.

Saggiando 1150 caratteri fenotipici per ciascun isolato & stato possibile individuare
importanti differenze fenotipiche tra i ceppi di 34 e 56 di P. mendocina ed i ceppi 22 e
28 di P. corrugata. Gli isolati 34 e 56 sono caratterizzati, rispetto ai ceppi 22 e 28, da
una maggiore osmotolleranza e dalla capacita di resistere a pH alcalini. I ceppi 22 e 28
tollerano maggiormente, rispetto ai ceppi 34 e 56, i valori di pH acidi, tuttavia questi
ultimi in presenza di L-norvalina e B-idrossiglutammato, la cui decarbossilazione
permette I'innalzamento del valore del pH, risultano metabolicamente attivi anche a
pH 4,5.Lanalisi dei dati relativi alla sensibilita chimica nel complesso ha inoltre mo-
strato che sebbene tutti i ceppi presentino una resistenza multipla a metalli pesanti,
antibiotici, etc.. i ceppi 34 e 56 di P. mendocina sono dotati di un’abilita “eccezionale”
nel resistere alle sostanze tossiche .
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Concludendo T'analisi fenotipica dei ceppi ha reso possibile individuare negli isolati
34 e 56 caratteristiche idonee per un loro impiego nel biorisanamento di suoli con-
taminati da Cr(VI), anche in suoli altamente contaminati da ulteriori inquinanti. I
ceppi 22 e 28 di P. corrugata 28 che presentano un’intrinseca tolleranza a valori di pH
acidi, senza richiedere I'attivazione di sistemi di decarbossilazione degli amminoacidi,
si presentano come validi candidati da impiegare in ambienti caratterizzati da un va-
lore di pH acido nei quali la contaminazione da Cr(VI) non sia associata ad un con-
comitante cospicuo inquinamento da ulteriori sostanze tossiche. L’analisi dei risultati
relativi alla caratterizzazione fenotipica dei ceppi 22, 28 34 e 56, ottenuti tramite PM,
ha messo in evidenza che tale approccio ¢ estremamente utile per selezionare ceppi
batterici da impiegare in processi di biorisanamento.

Tabella 4.2. Valori di IC50 per i ceppi di Pseudomonas 22, 28, 34 e 56 relativi ai 50 caratteri

con il maggiore valore assoluto sulla prima componente principale

IC 50
COMPOSTO Piastra I"M Ceppo Ceppo Ceppo Ceppo
(pozzetti) 22 28 34 56
Norfloxacina 16 (B01-B04) 1,30 1,40 >4.4 >4,1
.. Ciprofloxacina 20 (D05-D08) 2,30 2,20 >4.4 >4.4
Inibitori del .
: Enoxacina 11 (E05-E08) 1,90 2,00 >4,3 >4,3
rilassamento . e
Acido nalidixixo 11(E09-E12) 3,00 2,90 >4.4 >4,4
del DNA .
Ofloxacina 11 (H09-H12) 3,70 2,40 >4.4 >4,4
Acido pipemidico 18 (B05-B08) 1,90 3,10 >4,4 >4,3
Intercalanti 9-Amminoacridina 14 (B01-B04) 1,50 1,40 >4 >4,2
del DNA Acriflavina 14 (A01-A04) 2,70 2,60 >4.,4 >4.4
Analoghi Acido 5- Fluorooro-
R , 12 (F09-F12) <06 <07  >44  >44
degli acidi tico
nucleici 5- Fluorouracile 13 (D05-D08)  <0,6 <0,6 >4,3 >4,3
Carbenicillina 12 (A09-A12) >4,4 >4.4 34 3,4
Inibitori Penicillina G 12 (A01-A04) >44 >4,4 2,5 2,5
della sintesi Feneticillina 19 (FO1-F04) >4.4 >4.4 1 1,2
della parete Oxacillina 12 (B01-B04) >4,2 >4.4 1,3 1,3
Amoxicillina 11 (B01-B04) >4.4 >4.4 3,5 34
Anioni e Ortovanadato di
R , 14 (H09-H12) 2,60 3,40 >44  >44
cationi sodio
Cloruro di Cesio 13 (FO1-F04) 3,50 3,40 >4,4 >4.4
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tossici

Inibitori
della sintesi
proteica

Alri
composti

IC50
COMPOSTO Piastra ITM Ceppo Ceppo Ceppo Ceppo
(pozzetti) 22 28 34 56

Metavanadato di

. 14 (F09-F12) 2,30 2,90 >4.4 >4,4
sodio
m-Arsenito di sodio 18 (D01-D04) 1,10 1,20 34 3.4
Cianato di sodio 14 (C09-C12) 2,30 3,10 >4,4 >4,4
Metaborato di so-
dio 14 (E09-E12) 1,40 2,10 3,4 3,6
Cloruro di Cadmio 14 (D01-D04) <0,6 <0,6 1,6 1,3
Acido Borico 14 (C01-C04) 1,40 2,10 3,4 33
Acetato di Tallio 13 (F09-F12) <0,6 <0,6 1,3 1,3
Arsenato di sodio 14 (B09-B12) 3,20 3,50 >4.4 >4.4
Tetraciclina 12 (A05-A08) 1,5 1,7 > 4.4 > 4.4
Doxiciclina 13 (C05-C08)  <0,6 <0,9 >4, >4,3
Penimepiciclina 12 (B05-B08) <0,7 <1 3,7 4
Demeclociclina 11 (D05-D08) 1,1 <0,6 3.8 4
RoliTetraciclina 13 (D09-D12) 14 1,7 > 4.4 > 4.4
Oxitetraciclina 20 (F05-F08) 1,6 2 39 3,8
Clortetraciclina 11 (A05-A08) <0,7 <0,7 3,2 3,3
f:dmsrrep i 19.(G05-Go8) 2,00 1,30 37 3,5
Streptomicina 16 (E01-E04) <0,7 <0,6 2,3 1,9
Tobramicina 12 (FO1-F04) <0,7 <0,6 2 <1
Spectinomicina 12 (G01-G04) 3,30 2,50 >43 > 4,4
Capreomicina 11 (D01-D04) 1,50 1,70 3,4 34
Igromicina B 17 (B05-B08) 3,30 2,50 >43 > 4,3
Geneticina 13 (E05-E08) 2,90 2,40 >42 >4,3
Apramicina 20)A05-A08) 3,50 3,10 >4,3 >42
Spiramicina 12 (HO1-HO04) 2,20 2,40 >4,2 >4,3
Oleandromicina 15 (F05-F08) 2,30 2,50 3,5 3,6
Tilosina 13 (H09-H12) 2,40 2,50 >4,1 >4.2
Eritromicina 11 (FO5-F08) 1,80 <0,6 34 3,5
Orfenadrina 20 (B01-B04) 2,40 2,40 3,3 3,5
18-Corona-6-Etere 20 (D09-D12) 3,20 3,40 >4,4 >4,4
Proflavina 20 (D01-D04) 1,10 <0,9 3,7 3,9
5-Cloro-7-lodo- 16 (A09-A12) 1,40 1,50  >43  >44
Idrossichinolina
Clorexidina 19 (C01-C04) 2,440 2,50 2,9 3,4
EGTA 14 (HO1-HO04) 1,60 2,40 >4,1 >4,1
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2. Studio dei meccanismi di reistenza al Cr(VI) in Pseudomonas corrugata 28

Quattro mutanti sensibili al Cr(VI) del ceppo iper-resistente P. corrugata 28 [40
mM MIC-Cr(VT)] sono stati caratterizzati al fine di approfondire la conoscenza della
resistenza batterica al Cr(VI). La caratterizzazione dei mutanti & stata condotta trami-
te I'identificazione dei geni mutati e 'analisi del loro fenotipo mediante I'approccio
altamente innovativo Phenotype Microarray (PM).

2.1. Caratterizzazione dei mutanti Cr(VI)-sensibili di P. corrugata 28

I mutanti di P. corrugata 28 oggetto del presente studio, denominati Crg3, Crg8,
Crg26 e Crg96, sono stati selezionati in base alla loro ridotta resistenza al Cr(VI) ri-
spetto a quella del ceppo parentale da una collezione di oltre 14000 mutanti ottenuti
per mutagenesi inserzionale impiegando il trasposone Ez-Tn5. I mutanti presentano
rispetto al parentale anche una minore capacita di ridurre il Cr(VI) (tabella 4.3).

Tabella 4.3. Cr(VI)-MIC e riduzione del Cr(VI) del ceppo parentale P. corrugata 28 e dei mu-
tanti (Mini 2004).

Ceppo Cr(VI)-MIC (mM) % Cr(VI) ridotto*
Parentale 40 52,3 + 6,1
Crg3 10 17,6 £ 1,4
Crgs 6 28,4+ 0,8
Crg26 15 32,7+5,5
Crg96 2 41,6 £ 1,1

*Percentuale di Cr(VI) ridotto in 48 ore, rispetto ad una concentrazione iniziale di 0,2 mM di
KzCl’Ozl

Crg96 ¢ il mutante che ha la maggiore sensibilita al Cr(VI) e la maggiore capacita di
ridurre il Cr(VI), d’altra parte il mutante Crg3, che ha una MIC-Cr(VI) intermedia,
presenta la minore capacita di ridurre il Cr(VI). Tale risultato conferma quanto os-
servato in ceppi naturali: la resistenza al Cr(VI) e la capacita di ridurre il Cr(VI) non
sono necessariamente correlate (Bopp & Ehrlich 1988).

Per poter correlare un fenotipo alterato ad una specifica mutazione ottenuta per in-
serzione di un trasposone & necessario che il trasposone sia inserito in un unico sito
nel genoma. Pertanto sono stati condotti esperimenti di ibridazione del DNA geno-
mico dei mutanti con una sonda costituita da una regione del traspone EZ-Tn5.

Il DNA genomico del ceppo parentale e dei mutanti & stato digerito con due enzimi
di restrizione (Mlul o Pvull), in due distinte reazioni. Gli enzimi di restrizione Mlul e
Pvull sono stati scelti basandosi sui seguenti criteri: 1) assenza di siti di taglio
all'interno del trasposone EZ-Tn5, 2) restrizione del genoma in frammenti ben risol-
vibili in elettroforesi su gel di agarosio. Il genoma del ceppo parentale, che non con-
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tiene il trasposone non presenta alcuna banda di ibridazione. I genomi dei mutanti,
tagliati con Pvul o Mlul, danno luogo a singole bande di ibridazione di dimensioni
diverse, indicando che il trasposone si & inserito un’unica volta nel genoma di ciascun
mutante e in siti diversi (figura 4.5), conseguentemente i mutanti risultano idonei per
lo studio dei geni coinvolti nella resistenza al Cr(VI).

1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 N
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Figura 4.5. Ibridazione del DNA genomico del ceppo di P. corrugata 28 e dei mutanti Crg3,
Crg8, Crg26, Crg96 tagliato con Mlul o Pyull, impiegando come sonda una porzione del gene
per la resistenza alla kanamicina contenuto all'interno del trasposone EZ-Tn5. 1) genoma di P.
corrugata 28/ Pyull, 2) genoma di Crg3/ Pvull, 3) genoma di Crg8/ Pvull, 4) genoma di
Crg26/ Pvull, 5) genoma di Crg96/ Pvull, 6) genoma di P. corrugata 28/ Mlul, 7) genoma di
Crg3/ Mlul, 8) genoma di Crg8/ Mlul, 9) genoma di Crg26/ Mlul, 10) genoma di Crg96/ Mlul,
11) prodotto di amplificazione del gene per la resistenza alla kanamicina contenuto in Ez-Tn5.
Come marcatore di peso molecolare ¢ stato impiegato il DNA Molecular Weight Marker VI
(Roche Applied Science

Al fine di individuare i geni interrotti dall’inserzione del trasposone nei mutanti le
rispettive sequenze nucleotidiche sono state ricostruite impiegando la metodologia
descritta nel paragrafo 2.2. La sequenza nucleotidica ricostruita di ciascun mutante, &
stata sottoposta ad analisi mediante il programma OREF finder che ricerca all'interno
di una data sequenza le possibili ORF (Open Reading Frame), ossia le sequenze nu-
cleotidiche che potenzialmente potrebbero essere tradotte in sequenze amminoacidi-
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che (paragrafo 2.2). Le sequenze nucleotidiche sono state inoltre paragonate con
quelle depositate nella banca dati GenBank del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) usando l'algoritmo BLASTn. Tale algoritmo individua nella
banca dati le sequenze che risultano simili alla sequenza nucleotidica esaminata e
fornisce un’indicazione del grado di similarita di ciascuna di esse rispetto alla sequen-
za esaminata (paragrafo 1.1). L’analisi condotta ha prodotto i risultati riportati in ta-
bella 4.4.

Tabella4.4. Geni interrotti nei mutanti Cr(VI)-sensibili di P. corrugata 28.

Omologo del Locus . Identita .
Mutan- i Organismo Prodotto genico
te gene interrotto  Tag* (%)
Gene codificante
una proteina ap- Pseudomonas Proteina appartenente
Crg3  partenente alla PFL_0443  fluorescens 90 alla famiglia
famiglia degli en- Pf-5 degli enzimi malici
zimi malici
Ipoteti
) Pseudomonas PO e )
Gene a funzione piccola proteina
Crg8 . PFL_0191  fluorescens 84 . .
sconosciuta a funzione sconosciu-
Pf5
ta
Pseudomonas Piridin nucleotide
Crg26 sth PFL_1958  fluorescens 91 transidrogenasi solu-
Pf-5 bile
Pseudomonas DNA elicasi
Crg96 recG PFL_6071  fluorescens 83 ATP-dipendente
Pf-5 RecG

*identificativo numerico del gene nel genoma batterico

Per approfondire il ruolo dei geni inattivati nei mutanti e quindi comprendere in che
modo essi intervengano nel determinare la resistenza al Cr(VI) in P. corrugata 28, i
mutanti sono stati sottoposti ad un’estesa caratterizzazione fenotipica mediante la
tecnologia PM, impiegando piastre metaboliche (PM01-PM04) e di sensibilita chimi-
ca (PM11-PM20) che hanno permesso di saggiare 1536 diversi caratteri fenotipici.
Confrontando le curve cinetiche di ciascun mutante rispetto al ceppo parentale sono
stati individuati i fenotipi acquisiti e perduti da ciascun mutante (tabelle 4.5 e 4.6).
Tutti i mutanti, come prevedibile, hanno acquisito rispetto al ceppo parentale, la ca-
pacita di resistere alla kanamicina e ad altri antibiotici amminoglicosidici (neomicina,
geneticina, paromomicina), che si legano irreversibilmente alle proteine dei ribosomi
batterici (tabella 4.6). L’acquisizione della resistenza verso tali antibiotici & dovuta alla
presenza nel genoma dei mutanti del trasposone EZ-Tn5 che porta un gene per la re-
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sistenza alla kanamicina. Tale gene codifica un enzima (3’-amminoglicoside fosfo-
transferasi) che inattiva gli antibiotici amminoglicosidici modificandone la struttura
chimica (Mingeot-Leclercq et al. 1999)

Tabella 4.5. Comparazione dei profili fenotipici dei mutanti rispetto al profilo fenotipico del
ceppo parentale, relativamente al metabolismo (PM01-PM05, PM09-PM10)

Substrato N{Odfmta Fenotipo dei mutanti*
di azione
Fenotipi acquisiti - Maggiore crescita Crg3 Crg8 Crg26 Crg96
L-arabinosio fonte di carbonio +94
D-mannitolo fonte di carbonio +89
acido D-galatturonico fonte di carbonio +69
L-guanina fonte di azoto +155
Fenotipi perduti - Minore crescita
acido D-saccarico fonte di carbonio -121 -101
acido D,L-malico fonte di carbonio -131
acido L-malico fonte di carbonio -81
ammonio fonte di azoto -102
acetammide fonte di azoto -123 -113
S-metil-L-cisteina fonte di zolfo -164
cistationina fonte di zolfo -185
glutatione fonte di zolfo -125
L-metionina fonte di zolfo -128
D-metionina fonte di zolfo -152
glicil-L-metionina fonte di zolfo -107
N-acetil-D,L-metionina fonte di zolfo -158
L- metionina solfossido fonte di zolfo -150
taurina fonte di zolfo -131
acido butansolfonico fonte di zolfo -115
acido 2-idrossietansolfonico fonte di zolfo -123
acido metansolfonico fonte di zolfo -141

*Le unita sono arbitrarie. Il software OmniLog-PM genera curve cinetiche di respirazione
(tramite lo sviluppo del colore del violetto di tetrazolio) per ciascun pozzetto e calcola la diffe-
renza tra le aree sottese alle curve cinetiche del ceppo parentale e del ceppo mutante. Valori
positivi indicano che il mutante ha una velocita di respirazione maggiore del ceppo parentale,
contrariamente valori negativi indicano che il mutante ha una velocita di respirazione minore
del parentale.
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Tabella 4.6. Comparazione dei profili fenotipici dei mutanti rispetto al profilo fenotipico del
ceppo parentale, relativamente alla sensibilita chimica (PM11-PM20).

Composto chimico Modalita di azione Fenotipo dei mutanti
Crg2
Crg3  Crg8 p Crg96
Fenotipi acquisiti - Resistenza
neomicina sintesi proteica, amminoglicoside +298  +667 +150
kanamicina sintesi proteica, amminoglicoside +347  +678  +499  +576
geneticina (G418) sintesi proteica, amminoglicoside +286 +475 +372 +412
paromomicina sintesi proteica, amminoglicoside +432  +770  +541 +715
2,2"-dipiridil chelante, Fe++ +339
. analogo di acido nucleico, pirimi-
5-Fluorouracile +234
dina
Fenotipi perduti - Sensibilita
norfloxacina DNA topoisomerasi, chinolone -112 -283 -103
) . o rilassamento del DNA, girasi, to-
acido pipemidico . Lo -282 -227 -123
poisomerasi, chinolone
. funghicida, guanidina, permeabili-
dodina i -304 -188 -184
ta di membrana
captano fungicida, carbammato, multisito -589 -171 -661
enoxacina DNA topoisomerasi, chinolone -105
acido nalidixico DNA topoisomerasi -129
rifampicina RNA polymerasi -158
cromato di potassio anione tossico -109 -100
cloruro di cromo trasporto, catione tossico -256 -457
L-glutamico-y-idrossamato tRNA sintetasi -108
ciprofloxacina DNA topoisomerasi, chinolone -307
tolilfluanide funghicida, fenyisulfamide -535
2-nitroimidazolo ribonucleotide DP riduttasi -314
protamina solfato membrana, ATPasi -192
EGTA chelante, Ca™* -180
cetilpiridinio cloruro membrana, detergente, cationico -226
EDTA chelante, Ca** -143
polimixina B membrana -127
5,7-dicloro-8-idrossi-
chelante, lipofilico -251

chinaldina

*Le unita sono arbitrarie. Il software OmniLog-PM genera curve cinetiche di respirazione
(tramite lo sviluppo del colore del violetto di tetrazolio) per ciascun pozzetto e calcola la diffe-
renza tra le aree sottese alle curve cinetiche del ceppo parentale e del ceppo mutante. Valori
positivi indicano che il mutante ha una velocita di respirazione maggiore del ceppo parentale,
contrariamente valori negativi indicano che il mutante ha una velocita di respirazione minore
del parentale.
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2.1.1. Mutante Crg3

Nel mutante Crg3 l'inserzione del trasposone ¢ avvenuta a livello di un gene che
codifica una proteina appartenente alla famiglia degli enzimi malici (EM) (tabella
4.4). Gli EM catalizzano la decarbossilazione ossidativa dell’L-malato a piruvato con
concomitante riduzione del cofattore NAD* o NADP*. L’analisi fenotipica, condotta
tramite PM, del mutante Crg3 ha confermato quanto ottenuto dall’analisi genetica. II
mutante infatti mostra rispetto al ceppo parentale una minore attivita su acido mali-
co, il substrato del’EM, e su acido D-saccarico (tabella 4.5) che in Pseudomonas at-
traverso passaggi enzimatici successivi puo essere trasformato in acido L-malico (Da-
gley & Trudgill 1965, Lerondel et al. 2006). L’acido D-saccarico infatti viene converti-
to in 2-ossoglutarato e successivamente in acido L-malico dagli enzimi del ciclo
dell’acido tricarbossilico.

L’EM puo ridurre il NADP* a NADPH durante la trasformazione di acido malico a
acido piruvico e anidride carbonica. Il NADPH ¢ un coenzima chiave che fornisce
potere riducente nelle vie anaboliche, ossia nelle reazioni che permettono la sintesi
dei costituenti cellulari. La principale via metabolica che in eucarioti e batteri contri-
buisce alla sintesi di NADPH ¢ la via dei pentoso fosfati (Soderberg 2005). In tale
processo il glucosio 6-fosfato viene trasformato in ribulosio-5-fosfato, con concomi-
tante riduzione di due molecole di NADP* a NADPH ad opera degli enzimi glucosio-
6-fosfato-deidrogenasi (G6PDH) e 6-fosfogluconato-deidrogenasi (6PGDH). Ulterio-
ri importanti contribuiti alla produzione di NADPH possono essere dati da enzimi
che catalizzano reazioni di ossidazione in cui gli elettroni vengono trasferiti da inter-
medi metabolici al NADP+, tra cui 'EM ed ulteriori enzimi quali I'isocitrato deidro-
genasi (ICDH)-NADP* dipendente e la glutammato deidrogenasi (GDH)-NADP*
dipendente (Bériault et al. 2005; Bridges et al. 1975; Duncan et al. 1992); dall’enzima
piridin nucleotide transidrogenasi legata a membrana che sfrutta la forza proton mo-
trice per produrre NADPH da NADH secondo la seguente reazione: NADH +
NADP* > NAD* + NADPH (Voordouw et al. 1983), dal ciclo del mannitolo (figura
4.6), dimostrato fino ad oggi nei funghi, che coinvolge il D-mannitolo e produce
NADPH attraverso la seguente reazione:

NADH + NADP* + ATP > NAD* + NADPH + ADP (Hult et al. 1980).

Fruttosio  NADPH

ATP
ADP/ \ NADP*

Fruttosio-6-fosfato Mannitolo

NADH /Pi
Mannitolo

MADY*  1-fosfato

Figura 4..6. Il ciclo del mannitolo in Alternaria alternata.
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Nel mutante Crg3 linattivazione del’EM probabilmente causa una carenza di
NADPH, che puo essere compensata potenziando altre vie volte alla produzione di
tale coenzima. La maggiore attivita metabolica del mutante rispetto al ceppo parenta-
le su D-mannitolo potrebbe far ipotizzare che in P. corrugata 28 sia presente un mec-
canismo di produzione del NADPH simile a quello dimostrato nei funghi (ciclo del
mannitolo), tramite cui il mutante potrebbe sopperire alla carenza di NADPH.
L’analisi delle curve cinetiche ottenute dai dati fenomici di sensibilita chimica ha
messo in evidenza che il mutante Crg3 presenta, rispetto al ceppo parentale, una
maggiore sensibilita nei confronti di due classi di sostanze chimiche: sostanze che in-
ducono danno alla membrana citoplasmatica quali dodina, cetilpiridinio cloruro, po-
limixina B e protamina solfato e sostanze che causano stress ossidativo quali norflo-
xacina e acido pipemidico (Dwyer et al. 2007; Yoshida et al. 1993), captano (Suzuki et
al. 2004) e 2-nitroimidazolo (Kovacic & Osuna 2000) (tabella 4.6). Dodina, cetilpiri-
dinio cloruro, polimixina B e protamina solfato sono rispettivamente un surfattante,
un sale di ammonio quaternario e due polipeptidi cationici che interferiscono con la
membrana citoplasmatica modificandone la struttura e alterandone la selettivita (Ca-
bral 1991; Cabral 1993; Nizet 2006; Johansen et al. 1997; Tattawasart et al. 1999). Gli
antibiotici chinolonici norfloxacina e acido pipemidico, il fungicida captano e 2-
nitroimidazolo, inducendo stress ossidativo nella cellula, possono causare danni alla
membrana cellulare. Quando la cellula si trova in condizione di stress ossidativo la
membrana viene danneggiata dal processo di perossidazione dei lipidi (figura 4.7),
una reazione a catena, attivata dalle specie reattive dell’ossigeno, che modifica la
struttura degli acidi grassi e determina un aumento non fisiologico della permeabilita
della membrana (Wong-Ekkabut et al. 2007).

H.0
+ "OH _L. H + 02

Attivazione
Radicale lipidico

Lipide insaturo / \

Propagazione

]

Perossido

llipidico Radicale perossile lipidico Lipide insaturo

Figura 4.7. Rappresentazione schematica del processo di perossidazione lipidica.
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Uno dei principali meccanismi per la riparazione dei danni alla membrana consiste
nell’attivazione della biosintesi dei lipidi (Ballas & Burka 1974) per fornire nuovi lipi-
di che sostituiscano quelli danneggiati. E’ stato dimostrato che la biosintesi degli acidi
grassi, componenti fondamentali dei lipidi, richiede NADPH che proviene
dall’attivita del’EM (Wise & Ball 1964). Pertanto, considerato che i principali danni
dovuti a Cr(VI) sono da ricondurre a stress ossidativo, ¢ possibile ipotizzare che in P.
corrugata 28 'EM abbia un ruolo fondamentale nel fornire potere riducente per la
biosintesi di lipidi necessario alla riparazione dei danni indotti alla membrana causati
da Cr(VI) (Sinha et al. 2005; Coudray et al. 2009).

I1 NADPH, oltre ad intervenire nella biosintesi dei lipidi per la riparazione dei danni
alla membrana, contribuisce direttamente a tutti i processi coinvolti nella risposta al-
lo stress ossidativo. Numerosi enzimi coinvolti nella neutralizzazione degli agenti os-
sidanti e nel mantenimento del corretto stato redox della cellula necessitano infatti di
NADPH per la loro attivita [catalasi, glutatione reduttasi, tioredossina riduttasi, me-
tionina sulfossido riduttasi (paragrafo A.2.1)] (Ejiri et al. 1979; Kirkman et al. 1987;
Mustacich & Powis 2000). Un meccanismo comune che gli organismi hanno per ri-
spondere allo stress ossidativo consiste nell’aumentare la produzione di NADPH me-
diante il potenziamento della fase ossidativa della via dei pentoso fosfati e dell’attivita
degli enzimi che riducono il NADP* a NADPH, tra cui 'EM, ICDH-NADP* dipen-
dente e la GDH-NADP*dipendente (Marino et al. 2007; Pollak et al. 2007). 1l ruolo
dell’EM nel produrre NADPH per la risposta allo stress ossidativo & stato ampiamen-
te dimostrato in piante e animali (Aragdo et al. 1997; Casati & Andreo 2001; Revilla et
al. 1987; Smeets et al. 2005), mentre nei batteri un aumento dell’attivita del’EM é sta-
to trovato soltanto in P. fluorescens esposta a menadione, un composto che all’'interno
della cellula causa la formazione di ROS (Singh et al. 2007; Singh et al. 2008).
L’aumentata sensibilita di Crg3 rispetto al parentale verso alcuni composti che indu-
cono danno ossidativo supporta l'ipotesi che 'EM produca NADPH necessario
allattivita degli enzimi coinvolti nella neutralizzazione degli agenti ossidanti e nel
mantenimento del corretto stato redox della cellula.

In conclusione I'analisi PM del mutante Crg3 ha permesso di chiarire che in P. corru-
gata 28 ’EM ¢é un enzima chiave nella risposta al Cr(VI) in quanto fornisce NADPH
necessario sia all’attivita di enzimi che rinnovano le componenti di membrana dan-
neggiate in seguito alla perossidazione lipidica indotta da Cr(VI), sia all’attivita degli
enzimi quali catalasi, glutatione reduttasi, tioredossina riduttasi e metionina solfossi-
do riduttasi, che sono necessari per la risposta allo stress ossidativo.

2.1.2. Mutante Crg26

Nel mutante Crg26 il trasposone ha interrotto un gene codificante una piridin nu-
cleotide transidrogenasi solubile (tabella 4.4), un enzima che trasferisce atomi di i-
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drogeno dal NAD al NADP secondo la seguente reazione reversibilee NAD* +
NADPH <> NADH + NADP* (Voordouw et al. 1983).

Le maggiori differenze fenotipiche tra il mutante Crg26 e il ceppo parentale sono le-
gate ad agenti che inducono inibizione della respirazione cellulare: la dodina che
danneggia la membrana cellulare e compromette la respirazione (Cabral 1993), il
chelante lipofilico 5,7-dicloro-8-idrossichinaldina (Hirsch & Dosdogru 1947), e i che-
lanti EDTA e EGTA che possono influenzare negativamente la respirazione chelando
il ferro, necessario alla funzionalita dei complessi della catena respiratoria (Weinbach
et al. 1976; Yoon et al. 2004) (tabella 4.6). Tali risultati suggeriscono quindi che la pi-
ridin nucleotide transidrogenasi abbia un ruolo nel rispondere ad agenti che induco-
no inibizione respiratoria. In mitocondri isolati ¢ stato dimostrato che il Cr(VI) puo
avere un effetto inibitorio sulla respirazione (Arillo & Melodia 1988; Dixit et al.
2002). L’effetto indotto dal Cr(VI) sulla respirazione batterica non & mai stato studia-
to in maniera diretta, tuttavia in S. oneidensis MR-1 e C. crescentus esposti a Cr(VI) &
stata osservata un’inibizione dell’espressione dei geni codificanti le componenti della
catena respiratoria (Brown et al. 2006b; Hu et al. 2005; Thompson et al. 2007). Alte-
razioni nella respirazione possono portare ad una modificazione nell’equilibrio tra i
pool di NAD(H) e NADP(H) che nei batteri e regolato dall’attivita delle piridin nu-
cleotide transidrogenasi. I batteri possiedono oltre alla piridin nucleotide transidro-
genasi solubile una seconda forma di tale enzima, associata alla membrana citopla-
smatica. Entrambi i tipi di piridin nucleotide transidrogenasi catalizzano la stessa re-
azione (NAD* + NADPH <> NADH + NADP*), ma é stato proposto che esse abbia-
no un ruolo diverso. In condizioni di normale attivita della catena respiratoria, il pool
cellulare del NADP(H) ¢ maggiormente ridotto rispetto a quello del NAD(H) (An-
dersen & von Meyenburg 1977; Voordouw et al. 1983), quindi l'ossidazione del
NADPH risulta termodinamicamente favorita ed & catalizzata dalla forma solubile
della piridin nucleotide transidrogenasi, che non ¢ associata ad alcuna fonte di ener-
gia. Al contrario la riduzione del NADP* risulta termodinamicamente sfavorita ed &
catalizzata dalla piridin nucleotide transidrogenasi associata alla membrana, che
sfrutta 'energia del gradiente protonico per far procedere la reazione. In condizioni
di esposizione al cromato I'inibizione della catena respiratoria indotta da Cr(VI) po-
trebbe causare un incremento della concentrazione di NADH nella cellula. D’altra
parte 'attivita degli enzimi coinvolti nella risposta allo stress ossidativo e nelle vie
biosintetiche per la neosintesi delle componenti cellulari danneggiate puo determina-
re una diminuzione della concentrazione del NADPH. In queste condizioni il rappor-
to tra i livelli di NADPH e NADH potrebbe modificarsi a favore del NADH e conse-
guentemente la reazione NADH + NADP* > NAD* + NADPH potrebbe risultare
termodinamicamente favorita e quindi verrebbe catalizzata dalla piridin nucleotide
transidrogenasi solubile. Questa ipotesi & supportata dal calcolo dell’energia libera di
Gibbs (AG) della reazione mediante I'equazione di Van’t Hoff (tabella 4.7), a partire
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dai livelli dei nucleotidi piridinici misurati in A. vinelandii in dipendenza dal flusso
dell’ossigeno (Voordouw et al. 1983). Il AG ¢ una funzione di stato che descrive se
una specifica reazione avviene spontaneamente o meno: valori di AG negativi indica-
no che la reazione avviene spontaneamente ed ¢ irreversibile, valori di AG positivi
indicano che la reazione avviene spontaneamente in senso opposto, mentre quando
AG assume valore zero la reazione ¢ all’equilibrio. Come mostrano i dati riportati in
tabella 4.7, quando le cellule si trovano in anaerobiosi si ha un aumento della concen-
trazione cellulare del NADH, similarmente a quanto accade in condizioni di inibi-
zione respiratoria. In cellule di E. coli esposte a cianuro, un potente inibitore del
complesso IV della catena respiratoria, & stato misurato un aumento di sedici volti
della concentrazione del NADH (Woodmansee & Imlay 2002). Il calcolo del AG della
reazione NADH + NADP' > NAD* + NADPH in condizioni di anaerobiosi mostra
che la reazione puo risultare termodinamicamente favorita. E’ plausibile quindi che
anche in seguito ad esposizione a Cr(VI) il livello di NADH aumenti e la piridin nu-
cleotide transidrogenasi solubile catalizzi la reazione NADH + NADP* > NAD" +
NADPH, alimentando la produzione di NADPH. In conclusione I'analisi del mutante
Crg26 ha messo in evidenza che in P. corrugata 28 la piridin nucleotide transidroge-
nasi solubile ¢ un enzima coinvolto nella risposta al Cr(VI) e probabilmente svolge
una funzione simile a quella del’'ME, ossia produce NADPH da impiegare nella ripa-
razione dei danni determinati dallo stress ossidativo indotto dal Cr(VI).

2.1.3. Mutante Crg96

Il gene inattivato nel mutante Crg96 codifica per una elicasi ATP-dipendente
RecG (tabella 4.4) coinvolta nella la riparazione di danni al DNA che inducono arre-
sto delle polimerasi (PALs: polymerase arresting lesions) (McGlynn & Lloyd 2001).
Durante il processo di duplicazione cromosomica la forca replicativa puo bloccarsi in
corrispondenza di PALs (Cox et al. 2000) e la risoluzione del blocco della DNA poli-
merasi in corrispondenza di queste lesioni dipende da un complesso sistema enzima-
tico che consente alla forca replicativa, mediante la formazione di una giunzione di
Holliday, di retrocedere rispetto alla lesione, di ripararla e successivamente oltrepas-
sarla. In questo processo la RecG elicasi promuove la formazione della giunzione di
Holliday ed ¢ quindi un enzima chiave nella risoluzione delle PALs (McGlynn &
Lloyd 2001). L’analisi PM del mutante Crg96 conferma che tale enzima ¢ coinvolto
nella resistenza ad agenti che inducono PALs. Il mutante risulta infatti rispetto al
ceppo parentale maggiormente sensibile rispetto al ceppo parentale agli antibiotici
chinolonici (norfloxacina, acido pipemidico, enoxacina, acido nalidixico, ciprofloxa-
cina) (tabella 4.6), che bloccano la progressione della forca replicativa formando le-
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gami covalenti tra le eliche del DNA e gli enzimi girasi e topoisomerasi I (Goss et al.
1965; Wentzell & Maxwell 2000). Un’aumentata sensibilita agli antibiotici chinolonici
¢ stata dimostrata anche in un mutante di Staphylococcus aeureus alterato nel gene
recG (Niga et al. 1997). Inoltre il mutante Crg96 risulta maggiormente sensibile al
Cr(III) rispetto al ceppo parentale (tabella 4.6). L’attivita genotossica del Cr(III) ¢ sta-
ta ampiamente dimostrata in vitro, in particolare é stato osservato che questo catione
causa diversi tipi di lesioni al DNA (Arakawa et al. 2000; Koster & Beyersmann 1985)
tra cui PALs date da legami crociati tra le due eliche del DNA mediati da cromo (Bri-
dgewater et al. 1994). Il Cr(III) & considerato poco tossico in vivo, in quanto essendo
scarsamente solubile non riesce a penetrare le membrane cellulari, tuttavia, in uno
studio condotto su E. coli & stato osservato, in presenza di cloruro di cromo, un au-
mento della trascrizione a partire da promotori coinvolti nella risposta al danno al
DNA (Plaper et al. 2002). I1 Cr(III) che penetra nella cellula, sebbene in quantita e-
stremamente ridotta, ha comunque un effetto genotossico, pertanto la diminuita resi-
stenza del mutante Crg96 al Cr(III) rispetto al ceppo parentale indica che lelicasi
RecG permette di rimuove le lesioni PALs indotte dal Cr(III). Occorre inoltre ricor-
dare che il Cr(VI) quando penetra all'interno della cellula viene ridotto attraverso
una serie di passaggi a Cr(III) che puo accumularsi nella cellula (Buttner & Beyer-
smann 1985; Wise et al. 1993).

In conclusione, sebbene il ruolo delle RecG elicasi nella resistenza al cromato sia gia
stato descritto (Miranda et al. 2005), I'analisi PM del mutante Crg96 ha permesso di
evidenziare per la prima volta che lattivita riparatrice di questo enzima in cellule e-
sposte a Cr(VI) potrebbe essere diretta soprattutto nei confronti di lesioni PALs in-
dotte dal Cr(III).

2.1.4. Mutante Crg8

Nel mutante Crg8 il trasposone ha interrotto una gene a funzione sconosciuta (ta-
bella 4.4) codificante un’ipotetica piccola proteina di 60 amminoacidi, priva di domi-
ni proteici noti classificata dal database COG (Cluster of Orthologous Group) come
appartenente al COG5583. L’identificazione di una potenziale sequenza Shine-
Dalgarno (GGAG), che rappresenta il sito di legame dei ribosomi, 11 pb a monte del
potenziale codone di inizio della traduzione (ATG), suggerisce che il gene venga re-
almente tradotto in una proteina.

Dai risultati ottenuti mediante 'analisi PM di questo mutante emerge che esso pre-
senta uno spettro di utilizzazione dei composti dello zolfo profondamente alterato
rispetto al parentale, essendo incapace di utilizzare vari composti organosolforilati
come fonte di zolfo (S-metil-L cisteina, cistationina, glutatione, L-metionina, D-
metionina, glicil-L-metionina, N-aceti-D,L-metionina, L-metionina solfossido, tauri-
na, acido butansolfonico, acido 2-idrossietansolfonico, acido metansolfonico) (tabella
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4.5). T composti organosolforilati che il mutante Crg8 non ¢ in grado di utilizzare,
vengono assimilati dai batteri in seguito all’attivazione della risposta da affamamento
da zolfo (SSR: sulfur starvation response) (van der Ploeg et al. 1996; Kahnert et al.
2000), un processo cellulare complesso (Tralau et al. 2007) che in ambienti in cui vi &
carenza di solfato, tiosolfato o cisteina, composti dello zolfo definiti preferenziali per
il metabolismo batterico, consente di utilizzare molecole organiche solforilate deno-
minate non preferenziali come fonti di zolfo (Endoh et al. 2005; Kahnert et al. 2000;
Kertesz 2000; van der Ploeg et al. 1996). Il gene interrotto in Crg8, essendo necessario
per l'utilizzazione dei composti organici non preferenziali dello zolfo, puo essere con-
siderato un gene che contribuisce all’attivazione della SSR.

Il mutante Crg8 presenta, rispetto al ceppo parentale, alcune differenze fenotipiche
relative all'utilizzazione di fonti di carbonio e azoto (tabella 4.5), che sono probabil-
mente da attribuire ai legami che esistono tra metabolismo di zolfo, carbonio e di a-
zoto (Quan et al. 2002), tuttavia 'esatta comprensione di come il gene interrotto in-
fluenzi il metabolismo di carbonio e azoto necessita di ulteriori approfondite ricer-
che.

Il mutante Crg8 presenta inoltre, rispetto al ceppo parentale, una maggiore sensibilita
a norfloxacina, acido pipemidico e captano (tabella 4.6), agenti che inducono stress
ossidativo a livello cellulare (Dwyer et al. 2007; Suzuki et al. 2004), facendo ipotizzare
che il gene interrotto sia coinvolto anche nella risposta allo stress ossidativo. Per
comprendere come un gene, la cui funzione primaria sembra essere quella di parteci-
pare all’attivazione della SSR, possa giocare un ruolo chiave anche nella risposta allo
stress ossidativo occorre considerare che ¢ stato dimostrato che lo stress ossidativo
determina nella cellula una condizione di affamamento da zolfo (Brown et al. 2006a;
Brown et al. 2006b; Mostertz et al. 2004; Pinto et al. 2004; Salunkhe et al. 2005), poi-
ché induce un’alterazione dello stato redox della cellula che determina
un’insufficiente riduzione del solfito, una perdita di solfuro in seguito ai danni subiti
dalla membrana (Benov et al. 1996), un’aumentata domanda di composti protettivi
contenti tioli (Fahey 2001) e un’aumentata biosintesi di centri ferro-zolfo, che sono
distrutti dalle specie reattive dell’ossigeno (Layer et al. 2007). L’attivazione della SSR,
portando ad un aumento dello zolfo cellulare, rappresenta uno dei meccanismi che le
cellule mettono in atto per rispondere allo stress ossidativo (Brown et al. 2006a;
Brown et al. 2006b; Thompson et al. 2007). Il gene interrotto nel mutante Crg8, in
quanto partecipa all’attivazione della SSR, contribuisce alla risposta allo stress ossida-
tivo. Il Cr(VI) causa nella cellula una condizione di affamamento da zolfo probabil-
mente pill severa rispetto a quella indotta da altri composti che generano stress ossi-
dativo, infatti il Cr(VI), oltre ad essere un forte agente ossidante, sottoforma di cro-
mato ¢ anche un competitore dello ione solfato per il trasporto a livello cellulare. E’
infatti noto che il cromato penetra nelle cellule attraverso i trasportatori del solfato
(Cervantes et al. 2001) e in presenza di tale ione tossico la quantita di solfato che en-
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tra nella cellula si riduce. La condizione di forte affamamento di zolfo determinata
nelle cellule dal Cr(VI) rende quindi il gene interrotto fondamentale per la risposta
cellulare al Cr(VI).

Un ulteriore fenotipo perduto dal mutante Crg8 rispetto al parentale consiste nella
resistenza alla dodina (tabella 4.6), un surfattante che induce danno alle membrane
citoplasmatiche con conseguente alterazione della loro permeabilita selettiva e perdi-
ta di metaboliti (Brown & Sister 1960; Cabral 1991). La perdita di metaboliti conte-
nenti zolfo determinerebbe una condizione di affamamento da zolfo nelle cellule
(Benov et al. 1996) nella cui risoluzione sarebbe coinvolto il gene interrotto.

In conclusione I'analisi PM del mutante Crg8 ha permesso di attribuire una funzione
ad un gene a funzione fino ad oggi sconosciuta. E’ stato infatti chiarito che il gene in-
terrotto partecipa all’attivazione della SSR permettendo alle cellule di utilizzare vari
composti organosolforilati come unica fonte di zolfo. Alla luce di questo importante
risultato il gene interrotto nel mutante Crg8 & stato denominato oscA (organosulfur
compounds). Dall’analisi PM del mutante ¢ inoltre emerso che oscA ¢ un gene chiave
per la risposta al Cr(VI), poiché permette di risolvere la condizione di affamamento
da zolfo indotta da cromato.

2.2. Caratterizzazione genetica e funzionale del gene (0scA) interrotto nel mutante
Crg8

Per approfondire la conoscenza del ruolo di oscA, un gene considerato fino ad og-
gi a funzione sconosciuta, sono stati condotti alcuni esperimenti che hanno previsto
I'identificazione del contesto genomico in cui oscA si inserisce, la valutazione
dell'influenza del Cr(VI) sull’espressione di oscA e dei geni ad esso associati, la com-
plementazione del mutante Crg8.

2.2.1. Identificazione dei geni fiancheggianti oscA

Allo scopo di individuare i geni localizzati a monte ed a valle del gene oscA in P.
corrugata 28, una regione genomica di circa 7200 pb e stata amplificata mediante
PCR e successivamente sequenziata. I due primer forward e reverse, necessari per am-
plificazione di tale regione, sono stati disegnati su geni conservati che si trovano ri-
spettivamente a monte e a valle di oscA in ceppi batterici di cui ¢ stato sequenziato il
genoma. In tabella 4.8 ¢ riportata I'organizzazione dei geni adiacenti ad oscA in ceppi
batterici appartenenti al genere di Pseudomonas. In tutti i ceppi considerati, a valle
del gene oscA si trovano in sequenza i geni sbp, cysT, cysW e cysW codificanti le com-
ponenti del trasportatore ABC del solfato. A valle di cysW 'organizzazione dei geni
non risulta conservata.

A monte di oscA, in tutti i ceppi considerati, ad eccezione di P. putida F1, si trovano
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Tabella 4.8. Organizzazione dei geni fiancheggianti oscA in cinque ceppi batterici di Pseudo-
monas che presentano una sequenza nucleotidica di oscA simile a quella di P. corrugata 28.

Organismo Organizzazione genica
c de f g h 1

P. fluorescens PE-5 - A B

<1< <
a b i

P. syringae pv. tomato I:} _'H::E} .’
DC3000 I <]

P. syringae pv. phaseo- e - I A
licola 1448 < |- =]
m

P. fluorescens PfO-1

P. syringae pv. syringae I::} _.D:I:} .'
-y <

P.putida I I I B

La ricerca della sequenze nucleotidiche piu simili ad oscA & stata eseguita all'interno del
database GenBank mediante il software BLASTn. L'organizzazione dei geni fiancheggianti o-
scA ¢ stata ottenuta dal software “Gene Neighborhoods” disponibilie ad sito web della Integra-
ted Microbial Genome (http://img.jgi.doe.gov). Geni codificanti per proteine diverse sono
stati indicati con lettere diverse: a) sensore contenente una diguanilato ciclasi, b) desaturasi
degli acidi grassi, c¢) diguanilato ciclasi/fosfodiesterasi con dominio PAS/PAC, d) ipotetica
proteina a funzione sconosciuta codificata da oscA, e) trasportatore ABC del solfato, proteina
periplasmatica che lega il solfato, f) CysT, trasportatore ABC del solfato, permeasi, g) CysW,
trasportatore ABC del solfato, permeasi, h) CysA, trasportatore ABC del solfato, proteina che
lega ’ATP, i) ipotetica proteina a funzione sconosciuta, 1) proteina che lega nucleotidi ciclici,
m) ipotetica proteina a funzione sconosciuta, n) trasportatore di efflusso, famiglia RND, su-

bunita MFP, o) proteina per la resistenza all’acriflavina, p) ipotetica proteina a funzione sco-
nosciuta, q) fattore sigma 54, proteina contenente il dominio di interazione.
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tre geni: un gene, con lo stesso orientamento di oscA codificante una diguanilato ci-
clasi fosfodiestarsi con dominio PAS/PAC e due geni, ad orientamento opposto ad
oscA, codificanti una desaturasi degli acidi grassi ed un sensore contente una diguani-
lato ciclasi. Quindi il gruppo di geni identificati in tabella 4.8 con le lettere da “a” ad
“h” sono conservati nei ceppi analizzati, ad eccezione di P. putida F1.

Nell'ipotesi che tale organizzazione sia presente anche in P. corrugata 28 sono stati
disegnati due primer in grado di amplificare la regione genomica compresa tra il gene
della desaturasi degli acidi grassi e cysW. A tale scopo sono state allineate, mediante il
software ClustalW, le sequenze nucleotidiche del gene cysW di tutti i ceppi considera-
ti e le sequenze nucleotidiche del gene della desaturasi degli acidi grassi di tutti i cep-
pi, eccetto quello di P. putida F1. In corrispondenza di regioni conservate entro le se-
quenze nucleotidiche dei due geni, sono stati disegnati i due primer fadf e cysWr (fi-
gure 4.9 e 4.10) che, analizzati mediante il software OligoAnalyzer 3.0, risultano sod-
disfare i requisiti descritti nel paragrafo 2.4. L'amplificazione, ottenuta impiegando i
primer fadf e cysWr e il DNA genomico di P. corrugata 28 come bersaglio, come atte-
so, ha generato un prodotto di amplificazione di circa 7200 pb. Il sequenziamento
completo del prodotto di PCR é stato realizzato mediante primer walking (paragrafo
2.4.1) e la sequenza nucleotidica ottenuta ¢ stata analizzata con il software ORF fin-
der. Le ORF identificate dal software sono state paragonate con quelle depositate in
Genbank mediante il software BLASTn. Il prodotto di amplificazione contenendo
soltanto la regione iniziale della ORF terminale (gene cysW), non ha permesso di ot-
tenere la sequenza completa di cysW che ¢ stata quindi ottenuta mediante PCR inver-
sa come descritto nel paragrafo 2.4.1.

FadPsph GTGACTGGTTTTCTGTGGAATGTCAGTGATAATGCACG-CGTAACTTTTTTCTTCATGAG 59
FadPssyr = = —- - oo
FadPstom = = -—=—--—-—----m—mmm—m—————————— ATGCTCATCGCAACTTTTTTCTTCACGAG 29
FadPf-5 = —---mmmmm e ATGCCTGGGCTGTTTTT 17
FadPfl0l ~ = ——-——— oo
FadPsph TATCTTTACGAGGGCCAAACAGCCTATGTGTTACAACGGTTTGCTCGACCTTTCCGTCTG 119
FadPssyr = = —--—-----——o————oo——————— ATGTTGTACAACGGTTTGCTCGACCTTTCCGTCTG 35
FadPstom TCACTTTTCGAGGGCCAAACAGCCTATGTGGTACAACGGTTTGCTCGACCTTTCTGTCTG 89
FadPf-5 TTCTTTATCGAGGGCCTTATCGCCTATGTGGTACGAAGGTTTACTTGGCTTGTCCGCCTG 77
FadpPfl101 = ——-———-mmmmmmmm—mm—— o ATGTGGTACGAAGGTTTTCTTGGCTTGTCGGCCTG 35

* KKK KKkKk kK kkkkk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kkk*

FadPsph GCAGGTAATAGCAGTCACGCTGGCGATGACCCATGTGACTATTGTCGGCGTCACGGTCTA 179
FadPssyr GCAGTTAATAGCGGTCACGCTGGTCATGACCCATATAACGATCATTGGCGTCACGGTCTA 95

FadPstom GCAGGTAATAGCAGTCACGCTGGCGATGACCCACGTGACGATCGTCGGGGTCACGGTCTA 149
FadPf-5 GCAACTGGTGGCAGTCACCCTGTTGATGACCCACGTGACCATTGTCGCGGTCACGGTCTA 137
FadPf1l01 GTCGCTGGTCGCCGTCACCCTGGTGATGACCCACGTGACGATCGTTGCCGTCACGGTCTA 95

* * * kk kkkkk Kkkk * Kk ok ok ok ok ok ok *  kk kK * ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

FadPsph TCTGCACCGCTACTCAGCCCACCGCTCGCTTGAGCTCAATGCGGGGCTGARACACTTCTT 239
FadPssyr TCTGCACCGCTATTCAGCCCACCGCTCACTTGAGCTCAACGCGGGTCTGAAACACTTCTT 155
FadPstom TCTGCACCGCTACTCGGCCCACCGCTCGCTTGAACTCAATGCGGGGCTGARACACTTTTT 209
FadPf-5 TCTGCATCGCTATTCCGCGCACCGTTCCCTGGAACTCAACGCCGGCCTGARACATTTCTT 197
FadPf101 CTTGCACCGCTACTCGGCCCATCGCTCCCTGGAGCTGAATGCCGGGCTGAAGCATTTCTT 155

kkkk kkkkk kk kk Kk kk kk kk Kk Kkk Kk Kkk Kk Kkkkkk Kkk Kk Kk

FadPsph CCGTTTCTGGCTGTGGCTGACCACTGCCCAGAACACCCGCGAGTGGACAGCCATCCACCG 299
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FadPssyr CCGCTTCTGGCTGTGGCTGACCACTGCCCAGAACACTCGCGAGTGGACAGCCATCCACCG 215
FadPstom CCGCTTCTGGCTGTGGCTGACCACGGCGCAGAACACCCGCGAGTGGACCGCCATCCACCG 269
FadPf-5 CCGCTTCTGGCTGTGGCTGACCACGGCGCAGAACACCCGCGAGTGGACCGCCATCCACCG 257
FadPflOl CCGTTTCTGGCTGTGGCTGACCACGGCGCAGAACACCCGCGAGTGGACTGCCATCCACCG 215
Kkk kkkkkkkkhk Kk hkkkhkkhkkkk Khk Khkhkhkkhkk kkkhkhkkkhkkk Khkkkkkk &Kk
FadPsph CAAACACCACGCAAAATGCGAAACCGTCGACGACCCGCACAGCCCGGTCGTCAAAGGCCT 359
FadPssyr CAAACACCACGCAAAATGCGAAACTGTCGATGACCCGCACAGCCCGGTCGTCAAGGGTCT 275
FadPstom CAAACACCACGCCAAATGCGAAACCGTCGACGACCCGCACAGCCCGGTCGTCAAAGGCCT 329
FadPf-5 CAAGCACCACGCCAAGTGCGAAACCGCCGACGACCCCCACAGCCCGGTGGTCAAGGGCCT 317
FadPf101 CAAACACCACGCCAAATGCGAAACCGAAGACGACCCGCACAGCCCGGTCGTCAAGGGTCT 275

Khkk KKK KKKKK Kk KAkKkKAkKKK K KKk KhkKkhkKk KhkKAkKAAAkAAK Khkhhkk Kk KK

FadPsph GTCCACCGTGCTGCGCAAAGGCGCCGAGCTGTACCGCGAAGAAGCTCAGAACCAGGACAC 419
FadPssyr GTCCACCGTGCTGCGCAAGGGCGCCGAGCTGTACCGCGAGGAAGCGCAGAACCAGGACAC 335
FadPstom GTCCACCGTCTTGCGCAAAGGTGCCGAGCTGTATCGCGAAGAAGCCCAGAACCAGGACAC 389
FadPf-5 GTCCACCGTGCTGCGCAAGGGCGCAGAGCTGTATCGCGAAGAGGCGAAGAACCCGGAGAC 377
FadPfloOl GTCCACCGTCCTGTGCAARAGGCGCAGAGCTGTATCGCGAAGAAGCGCAGAACCCGGARAC 335

*okokkok Kk ok Kk kk kkkk kk Kk kkkkkkkk kkkkk Kk Kk*k Khkkkkk Kkhkk Kk

FadPsph CCTGCGTATCTACGGCAAGAACTGCCCGGAAGACTGGATCGAGCGCAACCTGTATTCGCG 479
FadPssyr CCTGCGTATCTACGGCAAGAACTGCCCGGAAGACTGGATCGAGCGCAATCTGTATTCGCG 395
FadPstom TCTGCGTATCTACGGCAAGAACTGCCCGGAAGACTGGATCGAGCGCAATCTTTACTCGCG 449
FadPf-5 CCTGCGCATCTACGGCAAGAACTGCCCGGAAGACTGGATCGAACGCAACCTCTACAGCCG 437
FadPflOl CCTGCGCATCTACGGCAAGAACTGCCCCGAAGACTGGATCGAGCGCAACCTCTACAGCCG 395
khkkkhkk Khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkk khkkkkx **k **x * ok
FadPsph CTACAAGCTGCTGGGTATCGCCCTGATGGCAGTCATCGACGTGGCACTGTTCGGTGCGCT 539
FadPssyr CTACAAGCTGCTGGGCATCGCGCTGATGGCGGTGATCGATGTGGCGCTGTTCGGTGTCCT 455
FadPstom TTACAAAATGCTGGGTATTGTGCTGATGGCAGTCATCGACCTGGCGCTGTTCGGTGCCAT 509
FadPf-5 CTACAAGCTGGGCGGCGTGGCGCTGATGGCAGCCATCGACCTGCTGCTGTTCGGCACCAT 497
FadPfl0l CTACCGGCTGCTGGGCGTGGCGATCATGGCCGTCGTCGACCTGCTGCTGTTCGGCACCAT 455
* ok ok * % *k kK ko kkk kK K Kk kK kK Kok kK kK Kk *
FadPsph CGGTATCACCGTGTGGGCCGTCCAGATGATGTGGATTCCCTTCTGGGCTGCTGGCGTGGT 599
FadPssyr CGGTATCACGGTCTGGGCCGTGCAGATGATGTGGATTCCCTTCTGGGCTGCCGGCGTGGT 515
FadPstom CGGCATCACCGTCTGGGCGATCCAGATGATGTGGATTCCGTTCTGGGCTGCCGGTGTGGT 569
FadPf-5 CGGCATCACCATCTGGGCCATCCAGATGATGTGGATTCCGTTCTGGGCCGCCGGGGTCAT 557
FadPfl01l CGGCATCACCATCTGGGCGATCCAGATGATGTGGATCCCGGTCTGGGCGGCCGGTGTGGT 515

*kK kKKK K * KKk KKK K kKKK KKKKKKKKKK KK KhkKkhkKKhK KKk KKk Kk *

FadPsph CAACGGTCTGGGCCATGCCGTCGGCTATCGCAACTTCGAATGCCGTGACGCGGCCACCAA 659
FadPssyr CAACGGTCTGGGTCATGCGGTCGGCTATCGCAACTTCGAATGCCGTGATGCGGCCACCAA 575
FadPstom CAACGGTCTGGGTCATGCCGTCGGCTATCGCAACTTTGAATGCCGTGATGCGGCCACCAA 629
FadPf-5 CAATGGCCTGGGGCATGCGGTGGGCTACCGCAACTTCGAATGCCGCGACGCCGCCACCAA 617
FadPf101 CAACGGCCTCGGCCATGCCGTCGGCTACCGCAACTTCGAATGCCGCGACGCGGCGACCAA 575

Khkk kKk Kk KKk KhkKkhkKk Kk hkhkhkkk Ahhkhhkhhkk Khhhkkhkkhk kK Kk kK Khkkkk

FadPsph TCTGGTGCCGTGGGGCATCGTGATCGGTGGTGAAGAGCTGCACAACAACCACCACACCTA 719
FadPssyr TCTGGTGCCGTGGGGCATCGTGATCGGCGGCGAAGAGCTGCACAACAATCACCACACCTA 635
FadPstom TCTGGTGCCGTGGGGCATCGTGATCGGCGGCGAAGAGCTGCACAATAATCACCACACCTA 689
FadPf-5 CCTGGTGCCCTGGGGCATCATCGTCGGCGGCGAAGAGCTGCACAACAACCACCACACCTA 677
FadPf1lO1l TCTGGTGCCGTGGGGCATCCTGATCGGCGGCGAAGAGCTGCACAACAACCATCACACCTA 635

KAKKKAKK KhkkKk kA kk * Kohkkk kk KhkKKkKKKKKKKKKK Kk Kk KhkkkkkKkKx

FadPsph TCCCAACTCGGCCAAGCTGTCGGTCAAGCCCTGGGAATTCGACATGGGCTGGGCGTGGAT 779
FadPssyr TCCCAACTCGGCCAAGCTGTCGGTCAAACCCTGGGAATTCGACATGGGCTGGGCGTGGAT 695
FadPstom CCCCAACTCGGCCAAGCTTTCCGTCAAGCCGTGGGAATTCGACATGGGCTGGGCGTGGAT 749
FadPf-5 CCCCAACTCGGCCAAGCTCTCGGTGAAGAAGTGGGAGTTCGACCTGGGCTGGGCCTGGAT 737
FadPfl0l CCCCAACTCGGCCAAGCTGTCGGTCAAGAAGTGGGAGTTCGACCTCGGCTGGGCCTGGAT 695
Kkkkhkkhkhkhkhkhkkkhkkhkhhkhkrkkx Kk K*k **k Kkkkhkkhk khkkkkhkk Kk Ahkkkkhkkhkk Kkkkhok
FadPsph CAAACTGTTCAGTTTCCTGGGGCTGGCCAAAGTCCAGCGGGTCGCGCCCATCGCCCATCG 839
FadPssyr CAAGGTCTTCAGCTTCCTGCGTCTGGCCAAGGTCCAGCGGGTCGCGCCTATTGCCCATCG 755
FadPstom CAAGCTGTTCAGCTTCCTGCGTCTGGCCAAGGTCCAGCGGGTCGCGCCTATCGCCCACCG 809
FadPf-5 CAAGGTCTTCAGCTTCCTGCGTCTGGCCAGGGTCCAGCGCGTGGCGCCCATCGCCCACCG 797
FadPf101 CCAGGTCTTCAGCTTCCTGCGTCTGGCCAAGGTGCAACGGGTCGCCCCGATCGCCCACCG 755

* * Kk kkkkk Khkkkhkkk Kk kkhkkkkk Kk kK Kk Kk KKk Kk Kk Kkkkkk KKk

FadPsph GGTCGAAGGCAAGGGCCACATGGACATGGACACCGCCATGGCGATCCTCAACAACCGTTT 899
FadPssyr GGTCGAAGGCAAGGGCCACATGGACATGGACACCGCGATGGCGATCCTCAACAACCGTTT 815
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FadPstom AGTAGAAGGCAAGGGCCATATCGACATGGATACTGCCATGGCGATTCTCAACAACCGGTT 869
FadPf-5 GGTCGAAGGCAAGGGCCACCTGGACATGGACACCGCCATGGCCATCCTCAACAACCGGTT 857
FadpPf1l01l CGTCGAAGGCAAGGGCAGCCTGGACATGGACACCGCCATGGCGATCCTCAACAACCGCTT 815
kk kok ok ok ok kok ok ok ok ok ok Kk kkkkkkkk kk kk kkkkk kk kkkkkkkkkkk Kk
FadPsph CCAGATCATGGGGCAGTATCGCAAGCTGGTAATTGCGCCGCTGGTTGCCCAGGAACTGGC 959
FadPssyr CCAGATCATGGCGCAGTACCGCAAGCTGGTGATCGCGCCGCTGGTTGCCCAGGAACTGGC 875
FadPstom CCAGATCATGGCCCAGTACCGCAAGCTGGTCATCGCGCCACTGGTTACCCAGGAGCTGGC 929
FadPf-5 CCAGATCATGGCCCAGTACCGCAAGCTGGTGATCGGCCCGCTGGTGAAACAGGAACTGGC 917
FadPf1l01 CCAGATCATGGCCCAGTACCGCAAGCTGGTGATCGGCCCGCTGGTCAAGCAGGAACTGGC 875
*kkkhkkokokk kK khkkkk Khhkhkkrkkxkkkhkkhkkhkk *x K * Kk kK ok ok ok Kk Kk kK Kk Kk kK
FadPsph CAAGGCCGACGAATCGGTGCGTCATCAGTTCAGTCGCGCCAAACGGCTGCTGTCACGTGA 1019
FadPssyr CAAGGCCGACGAGTCGGTGCGTCATCAGTTCCGCCGCGCCAAGCGCCTGCTGTCGCGTGA 935
FadPstom CAAGGCCGACGAGTCAGTGCGTCATCAGTTCCGCCGCGCCAAAAGGCTGCTGTCACGCGA 989
FadPf-5 CAAGGTCGATCATTCGGTGCGCCACCAGTTCCACCGCGCCAAGCGCCTGCTGTCCCGGGA 977
FadpPflO1l CAAGGTCGATCATTCCGTACGCCACCAGTTCCACCGGGCCAARACGTCTGCTGTCGCGGGA 935
*hkkkk KkKk *k kk kk kk kk khkkkkKk * Kk kkkkk K kkkkkkkk kk kK
FadPsph GACCAGTCTGCTCGATGACAAGCACCACTTGCGCATCCAGACCATGCTGGAACATAGCCA 1079
FadPssyr GACCAGCCTGCTCGATGACAAGCATCACCTGCGTATCCAGACCATGCTGGAACACAGCCA 995
FadPstom GACCAGTCTGCTCGATGACAAGCACCATCTGCGCATCCAGACCATGCTCGAGCACAGCCA 1049
FadPf-5 AACCAGCCTGCTGGAAGACCGCCACCACCTGCGCATCCAGAGCATGCTGGAGCACAGCCA 1037
FadPf101 AACCAGCCTGCTGGAAGATCGCCACCACGCGCGCATCCAGAGCATGCTCGAGCACAGTCA 995
kkhkkkk kkkkk kk  kk * Kk Kk ok khkk kkhkkkkkk khkkkkk kk kk kk Kkk
FadPsph TGCGCTGAAAGTGATCTACGAAAAGCGTCTGGCGTTGCAGCAGATCTGGGTCAAGACCAG 1139
FadPssyr TGCGCTGAAGGTGATCTACGAAAAACGCCTGGCCTTGCAGCAGATCTGGGTCAAGACCAG 1055
FadPstom CGCGCTGAAGGTGATTTATGAAAAGCGCCTGGCCTTGCAGCAGATCTGGGTCAAGACCAG 1109
FadPf-5 GGCCTTGAAGGTGATCTACGAGAAGCGTCTGGCCCTGCAGCAGATCTGGGTCAAGACCAG 1097
FadpPf1l01 GGCGCTGAAGGTAATCTACGAGAAACGTCTGGCCCTGCAGCAGATCTGGGTCAAGACCAG 1055

* K KhkKkK Kk KKk Kk KKk Kk Kk KAhkKKK KA KKKKKKKKKKKRAKRAKK KK KK KKK

FadPsph CAGCAATGGCCATGACATGCTTTCAGCCATCAAAGAGTGGATTCACGAGGCCGAAGCCAG 1199
FadPssyr CAGCAACGGCCATGACATGCTTTCGGCCATGAAAGAGTGGATTCACGAGGCCGAAGCCAG 1115
FadPstom CAGCAACGGTCATGACATGCTTTCAGCCATGARAGAGTGGATTCACGAGGCCGAAGCCAG 1169
FadPf-5 CTCCAACGGCCACGACATGCTCGCGGCCATCAAGGATTGGGTACACGAGGCCGAGGCCAG 1157
FadPf1l01 CGCAAATGGCCACGACATGCTCGCCGCCATCAAGGAATGGGTACACGAGGCCGAGGCCAG 1115
* *k kk kk kkkkkkkk Kk kkkkhkk kk kk kkk ok kkhkkkhkkkkkhkkhkk kAhkkkk
FadPsph TGGTATTCACTCGCTGCGTGAGTTCGCCGACCAGCTGAAAACCTACTCGCTACGCCCCGC 1259
FadPssyr TGGTATTCAGTCCCTGCGCGAGTTCGCCGACCAGCTGAAAACCTACTCGCTACGCCCCGC 1175
FadPstom CGGCATTCAGTCATTGCGCGAGTTCGCCGATCAACTGAAAACCTACTCGTTACGCCCTGT 1229
FadPf-5 CGGCATTCAGTCCCTGCGTGATTTCGCCCATCAGCTCAAGACCTATTCCCTGCGCCCCAC 1217
FadPflO1l CGGCATCCAGTCCCTGCGTGAATTCGCCGACCAGTTGAAAACCTACTCGCTGCGCCCTGC 1175

KKk Kk kK Kk kkkk Kk kkkkkk Kk Kk * kK Khkkkk Kk * kkkkKk

FadPsph CCACGCCTGA 1269
FadPssyr CCACGCTTGA 1185
FadPstom CCACGCCTGA 1239
FadPf-5 CACCGCCTGA 1227
FadPf1lO1l CGCCGTCTGA 1185

* * % * %k

Figura 4.9. Allineamento dei geni codificanti la desaturasi degli acidi grassi dei ceppi batterici
di P. syringae pv. phaseolicola 1448 (FadPsph), P. syringae pv. syringae B728a (FadPssyr), P.
syringae pv. tomato DC3000 (FadPstom), P. fluorescens Pf-5 (FadPf-5), P. fluorescens PfO-1
(FadPflO1). In giallo ¢ indicata la regione su cui & stato disegnato il primer fadf.

cysAPf5 ATGTCGATCGAAGTCCGTAACGTCAGCAAGAACTTCAACGCCTTCAAGGCCCTGAACAGC 60
cysAPfOl ATGTCGATCGAAGTGCGTAACGTCAGCAAGAATTTCAATGCGTTCAAGGCGCTGGACAAC 60
cysAPsph ATGTCGATCGAAGTCCGTAACGTCAGCAAGAATTTCAACGCCTTCAAGGCCCTGAACAAC 60
cysAPssyr ATGTCGATCGAAGTCCGTAACGTCAGCAAGAACTTCAATGCCTTCAAGGCCCTGAACAAC 60
cysAPstom ATGTCGATCGAAGTCCGTAACGTCAGCAAGAATTTCAACGCCTTCAAGGCCCTGAACAAC 60

cysAPputF1l ATGTCGATCGAAGTTCGTAACGTCAGCAAGCGCTTCAACAGCTTCCAGGCCCTGAACGCA 60

hkkkhkkhkkhkhkhkhk Ahkhkhkhkkhkkkkkx * Kk Kk kkk kkkk Kkkk Kk
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cysAPf5 ATCAACCTGGACATCCAGAGCGGCGAGCTGGTGGCCCTGCTGGGCCCGTCCGGCTGCGGC 120
cysAPfO1l ATCAGTCTGGACATCCACAGCGGTGAACTGGTGGCATTGCTCGGCCCGTCCGGCTGCGGC 120
cysAPsph ATCAGTCTGGACATCCAGAGTGGCGAGCTGGTGGCTTTGCTCGGCCCGTCAGGCTGCGGC 120
CysAPssyr ATCAGTCTGGACATCCAGAGTGGCGAGCTGGTGGCTTTGCTGGGCCCGTCAGGCTGTGGC 120
cysAPstom ATCAGTCTGGACATCCAGAGTGGCGAGCTGGTCGCTTTGCTGGGCCCGTCAGGCTGCGGC 120
cysAPputFl ATCAACCTGGACATCAACAGCGGCGAGCTGGTGGCTTTGCTCGGCCCGTCCGGCTGTGGC 120

* Kk K KAkKKKKKKK K KKk Kk Kk Kkkkk Kk Khkkk KKKKKKKK KAkKKk KKKk

cysAPf5 AAGACCACCCTGCTGCGGATCATCGCCGGGCTGGAAACCCCGGACCAAGGCAGCATCGTG 180
cysAPfOl1 AAGACCACCCTGCTGCGCATCATTGCCGGTCTGGAAACCCCGGATAACGGCAACATCGTG 180
cysAPsph AAGACCACCCTGTTGCGCATTATTGCCGGCCTGGAAACCCCGGATGACGGCAGTATCGTG 180
CcysAPssyr AAGACCACCCTGCTGCGCATCATTGCCGGCCTGGAAACCCCGGATGACGGCAGCATCGTG 180
cysAPstom AAGACTACCTTGTTGCGCATTATTGCCGGTCTGGAAACTCCGGATGACGGCAGCATCGTG 180
cysAPputFl AAGACCACCCTGCTGCGCATCATTGCCGGCCTGGAAACCCCGGACCAGGGCAACATCGTG 180

KKKKK KAk KKk KhkKkk KKk Kk KAkkKkk AAhkAAAAK KhkAhK * kKKK Kk kK kK

cysAPf5 TTCCACGGCGAGGATGTCTCGGGCCACGACGTGCGTGATCGCAACGTCGGTTTCGTGTTC 240
cysAPfO1 TTCCACGGCGAAGACGTGTCCGGCCACGACGTGCGGGATCGCAACGTCGGTTTCGTGTTC 240
cysAPsph TTCCATGGCGAAGATGTTTCCGGCCATGACGTGCGTGATCGCAACGTCGGCTTTGTGTTC 240
CySAPssyr TTCCATGGCGAAGATGTGTCCGGCCACGACGTGCGTGATCGCAACGTCGGGTTCGTGTTC 240
cysAPstom TTCCACGGTGAAGACGTTTCCGGCCATGACGTGCGTGATCGCAACGTCGGGTTCGTGTTC 240
cysAPputF1l TTCCATGGCGAGGACGTTTCCGGCCATGACGTGCGTGACCGTAACGTCGGGTTCGTGTTC 240

khkkkk kk Kk kk Kk kk Khhkkhkkk Khhkkhkhkkkkk kk Kkk kkkkhkkkk Kkk kkkkkk

cysAPf5 CAGCACTACGCCCTGTTCCGCCACATGAGCGTGTTCGACAACGTTGCCTTCGGCCTGCGC 300
cysAPfOl CAGCACTACGCGCTGTTCCGCCACATGACGGTGTTCGACAACGTCGCGTTCGGCCTGCGC 300
cysAPsph CAGCATTACGCGCTGTTCCGCCACATGACGGTGTTCGACAACGTCGCGTTCGGCCTGCGC 300
CysAPssyr CAGCACTACGCGCTGTTCCGCCACATGACGGTGTTCGACAACGTCGCGTTCGGCCTGCGC 300
cysAPstom CAGCACTATGCGCTGTTCCGCCACATGACCGTTTTCGACAACGTCGCCTTCGGCCTGCGC 300
cysAPputFl CAGCACTACGCGCTGTTCCGCCACATGAGCGTGTTCGACAACGTTGCTTTCGGCCTGCGC 300

KhKkKK KKk Kk KAkKAKAKAKAKRA KK KK Kk Ak AkAKkAKkAKA Ak KAKAKAKRAKA KK

cysAPf5 ATGAAGCCGAAGAACCAGCGCCCCAGCGAGAGCAAGATCGCCGAGAAGGTCCACGAGCTG 360
cysAPfO1l ATGAAGCCGAAAAACCAGCGCCCGAACGAAAGCCAGATCGCGACCAAGGTTCACGAGCTG 360
cysAPsph ATGAAGCCCAAACGCGAGCGCCCGAACGAGACACGGATTGCCGAGAAGGTCCATGAGCTG 360
CysAPssyr ATGAAGCCCAAGCGCGAGCGCCCGAACGAAACGCGGATCGCCGAGAAGGTCCATGAGCTG 360
cysAPstom ATGAAGCCCAAGAGCGAGCGCCCGAACGAAACGCGCATCGCGGAAAAAGTCCACGAGCTG 360
cysAPputFl ATGAAGCCCAAGGGCGAGCGCCCAAGCGAGAACAAGATTGCCGAGAAGGTGCATGAGCTG 360
Kk kkkkkk kK Kk okkkkkkk ok kkk K Kk Kk kk kk kk kkkokkok
cysAPf5 CTGAACATGGTGCAGCTGGACTGGCTCTCAGACCGTTACCCGGAACAGCTCTCCGGCGGC 420
cysAPfOl CTGAACATGGTGCAACTGGACTGGCTGTCGGATCGTTATCCGGAGCAACTGTCCGGCGGC 420
cysAPsph CTGAACATGGTGCAGCTGGACTGGCTGGCCGACCGTTATCCGGAGCAACTGTCGGGTGGA 420
CysAPssyr CTGAACATGGTGCAGCTGGACTGGCTGGCCGACCGTTATCCGGAGCAACTGTCGGGTGGA 420
cysAPstom CTGAACATGGTGCAGCTGGACTGGCTGGCTGATCGCTACCCGGAGCAGTTGTCCGGTGGT 420
cysAPputFl CTGAACATGGTGCAACTGGACTGGCTGTCCGACCGCTACCCCGAGCAGCTTTCCGGTGGC 420

Khkkkhkhhkhhkhhkhhkk Khkhkkhkkkkk* * kKk Kk kK Kk kK Kk * kk kk kk

cysAPf5 CAGCGCCAGCGTATCGCCCTGGCCCGCGCCCTGGCGGTCGAGCCCAAGGTGCTGCTGCTG 480
cysAPfOl CAGCGTCAGCGTATCGCCCTGGCCCGCGCCCTGGCGGTAGAGCCGARAGTGCTGCTGCTC 480
cysAPsph CAGCGCCAGCGCATCGCCCTGGCCCGCGCCCTGGCGGTCGAGCCAAARAGTGCTGCTGCTG 480
cysAPssyr CAGCGCCAGCGAATCGCCCTGGCCCGCGCCCTGGCGGTCGAGCCCAAGGTGCTGCTGCTG 480
cysAPstom CAGCGTCAGCGTATCGCCCTGGCCCGCGCACTGGCGGTCGAGCCGAAAGTGCTGTTGCTG 480
cysAPputFl CAGCGTCAGCGTATCGCCCTGGCCCGTGCCCTGGCGGTGGAGCCGAAGGTGCTGCTGCTG 480

Khkkkk hhkhkkhkk Khkkhkhkkhkkhhkhhkkhhkk Khk hkhkhkkhhkkhhkk khkkhkk k% *kkkkkk KFhk*

cysAPf5 GACGAACCCTTCGGCGCCCTCGACGCCAAGGTGCGCAAGGAGCTGCGGCGCTGGCTGGCG 540
cysAPfO1l GACGAGCCGTTCGGCGCCCTCGACGCCAAGGTGCGTARAGAGCTGCGCCGCTGGCTGGCG 540
cysAPsph GACGAGCCGTTCGGGGCGCTGGACGCCAAGGTGCGCAAGGAACTGCGTCGCTGGCTGGCG 540
CysAPssyr GACGAGCCGTTCGGCGCGCTGGACGCCAAGGTCCGCAAGGAGCTGCGTCGCTGGCTGGCG 540
cysAPstom GACGAGCCGTTCGGCGCGCTGGACGCCAAGGTCCGCAAGGAACTGCGTCGCTGGCTGGCG 540
cysAPputFl GACGAGCCATTCGGTGCGCTGGATGCCAAGGTGCGAAAAGAGCTGCGGCGCTGGCTGGCG 540

KAKKK KKk KKKKK Kk KKk Kk KAKKKKKAKA Kk KKk KAk KAKAKk KAKAKAKRAKRA KK

cysAPf5 CGGCTGCACGAAGACATCAACCTGACTTCGGTATTCGTTACCCACGACCAGGAAGAAGCC 600
cysAPfOl CGCCTGCACGAAGACATCAACCTGACCTCGGTGTTCGTGACCCACGACCAGGAAGAGGCG 600
cysAPsph CGCCTGCACGAAGACATTAACCTGACCTCGGTATTCGTGACCCACGATCAGGAAGAGGCC 600
CysAPssyr CGCCTGCACGAAGACATCAACCTGACCTCGGTGTTCGTGACTCACGATCAGGAAGAGGCC 600
cysAPstom CGCTTGCACGAGGACATCAACCTGACCTCGGTGTTCGTGACCCACGATCAGGAAGAGGCC 600

cysAPputFl CGGCTGCACGAGGATATCAACCTGACGTCGGTGTTCGTTACCCACGACCAGGAAGAAGCC 600
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Figura 4.10. Allineamento dei geni cysA dei ceppi batterici di . P. syringae pv. phaseolicola 1448
P. syringae pv. syringae B728a (cysAPssyr), P. syringae pv. tomato DC3000
(cysAPstom), P. fluorescens Pf-5 (cysAPf-5), P. fluorescens PfO-1 (cysAPflO1), P. putida F1

(cysAPsph),

* ok KkKk KKk Kk kKk KhKkkKkkKkk Akkkk Akkkk Kk Kkkkk KkAkkKkkkk Kk

ATGGAAGTGGCCGACCGCATCGTGGTGATGAACAAGGGCGTGATCGAGCAGATCGGTTCC
ATGGAAGTGGCCGACCGCATCGTGGTGATGAACAAGGGTGTGATCGAGCAGATCGGCTCA
ATGGAAGTGGCTGATCGCATCGTGGTGATGAACAAGGGTGTGATCGAACAGATCGGCTCG
ATGGAAGTGGCTGACCGCATCGTGGTGATGAACAAGGGCGTGATCGAACAGATCGGCTCG
ATGGAAGTGGCCGACCGCATCGTGGTCATGAACAAGGGCGTGATCGAACAGATCGGCTCG

ATGGAAGTAGCCGACCGCATCGTGGTCATGAACAAGGGCGTGATCGAGCAGATCGGCTCG
Kkkkkkkk kk Kk kkkkkkkkkkk kkkkkkkkkkk kkkkhkkkk Kkkkkkkk Kk

CCGGGCGAGGTCTACGAGAACCCGGCCAGCGACTTCGTCTACCACTTCCTCGGCGACTCC
CCGGGCGACGTCTACGAAAACCCGGCCAGCGATTTCGTCTATCACTTCCTCGGCGATTCG
CCGGGCGAGGTCTACGAGAACCCGTCCAACGACTTCGTCTACCACTTCCTGGGTGACTCC
CCGGGCGAGGTCTACGAGAACCCGTCCAACGACTTCGTCTACCACTTCCTCGGCGACTCC
CCGGGCGAGGTGTACGAGAACCCGTCCAACGATTTCGTTTACCACTTCCTGGGTGACTCC
CCGGGTGAGGTGTACGATCAGCCGGCCAACGATTTCGTCTACCACTTCCTCGGTGACTCC

kkkkk kk kk kkkkk * kkk kkk kkk kkkkk kK Khkkhkkhkkk kk Kk K**

AACCGCCTGCACCTGGGGGAGGACAACCACGTGTTGTTCCGGCCTCACGAAGTGTCGCTG
AACCGCCTGCATCTGGGCGATGACAACCACGTGCTGTTCCGCCCGCACGAAGTGTCGCTG
AACCGCCTGAGCCTGGGCGAGGAAGGGCACCTGTTGTTCCGTCCGCATGAAGTGTCGTTG
AATCGCCTGAGCCTGGGCGCGGAGGGTCACCTGCTGTTCCGTCCGCATGAGGTGTCGCTG
AACCGCCTGAGCCTGGGCGACGAGGGCCATGTGCTGTTCCGGCCGCACGAAGTCTCGTTG
AACCGCCTGGCCTTGAGCGAAGGGCATCACGTGCTGTTTCGCCCGCACGAGGTGTCGCTG

kK kokkokk ok *Kk K K * * % *Kk Kkhkkk Kk Kk kk Kk kk Kkkk k%

TCGCGTTCCGAACTGGAAGACCACCACGCCGCCGAAGTGCGGGATATCCGTCCGCTGGGG
TCGCGGCATGAGCTGGAGGATCACCACGCCGCTGAAGTCCGCGATATCCGGCCGCTGGGC
TCGCATCAGGAAATCGAAGACCACCACGCCGCTGAAGTCCGCGACATCCGCCCGCTGGGC
TCCCGCCAGGAAATCGAAGACCACCACGCCGCCGAAGTCCGCGACATCCGCCCGCTGGGC
TCACGCCAGGAAATCGAAGACCACCACGCCGCCGAAGTCCGCGACATCCGCCCGCTGGGC
TCGCGGCATGAGACCGAAGGGCACCATGCGGCCGAGGTGCGCGACATTCGGCCGTTGGGC

*k Kk * K * Kk K KkKkKkKk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kk Kkkk KKKk

GCCACCACCCGGGTGACCCTGAAGGTGGAAGGGCAGAGCGAACTGATCGAAGCCGAAGTG
GCGACCACGCGGGTGACGTTGAAGGTTGAAGGTCAAACCGATCTGATCGAGGCGGAAGTG
GCGACAACGCGGGTCACGCTGAAAGTGGAAGGGCAAAGCGAACTGATCGAGGCCGAAGTG
GCGACGACGCGGGTCACGTTGAAAGTGGAAGGGCAGGACGAACTGATCGAGGCCGAAGTG
GCTACCACACGGGTGACGCTGAAGGTAGAAGGGCAGAACGAACTGATCGAGGCCGAAGTG
GCGACCACGCGGGTGACCTTGAAGGTGGAAGGGCAGAGCGAGCTGATCGAGGCCGAGGTG

Kk kK KKk KkkkkKk KKk KKkKkK Kk KKkKkKK KK kK Khkkkkkkk Kk Kk KKk

GTGAAGGACCACGACAGCCTGATCGGCCTGGCCCGTGGCGAAACCCTGTTCTTCAAGCCC
GTGAAAGACCACGACAGCCTGACCGGGTTGGCGAAGGGAGAGACGTTGTTCTTCAAGCCG
GTAAAAGACCACGACAGCCTGGTAGGCCTGGCCAAGGGCGAGACGCTGTTCTTCAAACCG
GTGAAAGACCACGACAGCCTGGTGGGCCTGGCGAAGGGCGAAACGCTGTTCTTCAAACCG
GTGAAAGACCACGACAGCCTGGTCGGGCTGGCGAAGGGCGAGACACTGTTCTTCAAGCCG
GTGAAAGACCATGACAGCCTGACCGGGTTGGCGCGGGGAGAGACGTTGTTCTTCCGGCCG

kk kk kkkkk kkkkkkkkok * % * Kk K kK kk kk * Kok Kok Kok K * %

AAGGTCTGGCAGAAACACGCCAGCCTCTGA 990
AAGGTCTGGCAGAAAGTCGCCAACGTTTGA 990

AAGGTCTGGCAGAAGCTTTAA--—————-— 981
AAGGTCTGGCAGAAGCTTTAA-——————== 981
AAGGTGTGGCAGAAGCTTTGA-——————== 981

AAGGTATGGCAGAAGGTGGCGGATATCTGA 990

(cysAPputF1). In giallo ¢ indicata la regione su cui ¢ stato disegnato il primer cysAr.

I risultati conseguiti hanno permesso di comprendere I'organizzazione dei geni fian-

cheggianti oscA (figura 4.11).
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Figura 4.11. Organizzazione dei geni fiancheggianti oscA in P. corrugata 28. CDS2 = desaturasi
degli acidi grassi; CDS1 = diguanilatocilcasi/fosfodiesterasi; sbp = componente periplasmatica
del trasportatore ABC del solfato; cysT = permeasi del trasportatore ABC del solfato; cysW =
permeasi del trasportatore ABC del solfato; cysA = ATP-asi del trasportatore ABC del solfato.
La freccia verticale indica il punto di inserzione del trasposone EZ-Tn5 nel genoma del mu-
tante Crg8

11 gene oscA si localizza a valle di due ORF (CDS1 e CDS2), la cui sequenza nucleoti-
dica mostra elevata similarita rispettivamente con un gene codificante una diguanila-
to ciclasi/fosfodiesterasi con sensore PAS/PAC (80% di identita con P. fluorescens
PfO-1, Pfl01_0192) e con un gene codificante una desaturasi degli acidi grassi (89%
di identita con P. fluorescens PfO-1, PlO1_0191). CDSI ha lo stesso orientamento di
oscA, mentre CDS2 presenta orientamento opposto. A valle di oscA si trova un cluster
genico codificante le componenti del trasportare ABC del solfato: sbp (89% di identi-
ta con P. fluorescens, PlO1_0194), cysT (89% di identita con P. fluorescens PflO-1,
PflO1_0195), cysW (88% di identita con P. fluorescens Pf-5, PFL_0194) e cysW (89%
di identita con P. fluorescens Pf-5, PFL_0195). I trasportatori ABC rappresentano si-
stemi di trasporto ad elevata affinita per il proprio substrato e catalizzano il trasferi-
mento del substrato dall’esterno all'interno della cellula, sfruttando I'energia rilasciata
dall’idrolisi del’ATP. I trasportatori ABC sono formati da un “core” che permette
lingresso del substrato nella cellula da una o pili componenti periplasmatiche che
hanno la funzione di legare il substrato ad elevata affinita nello spazio periplasmatico
e presentarlo al “core” del trasportatore. Il “core” é formato da due componenti inse-
rite nella membrana citoplasmatica che formano il canale attraverso il quale il sub-
strato penetra nella cellula e da una componente associata al versante citoplasmatico
della membrana con attivita ATP-asica, che fornisce 'energia necessaria per il tra-
sporto del substrato. Nel trasportatore ABC del solfato CysT e CysW costituiscono le
componenti transmembrana, mentre CysA rappresenta la componente con attivita
ATP-asica. Il solfato viene legato a livello periplasmatico da due diverse proteine: Sbp
(sulphate binding protein) che presenta elevata affinita per il solfato, e CysP, che puo
legare il solfato ma che ha una maggiore affinita per il tiosolfato (Hryniewicz et al.
1990; Kertesz 2001) (figura 4.12)
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Figura 4.12. Trasportatore ABC del solfato di E. coli. Il solfato, penetrato nello spazio peripla-
smatico attraverso porine, viene trasportato nel citoplasma attraverso il trasportatore ABC del
solfato. Sbp = proteina che lega il solfato, CysP = proteina che lega il tiosolfato, CysT = com-
ponente transmembrana, CysW = componente transmembrana, CysA = proteina che lega e
idrolizza TATP

Un’estesa ricerca di omologhi del gene oscA in GenBank, mediante il software
BLASTn, ha messo in evidenza che tale gene & presente in vari batteri Gram negativi e
Gram positivi. In figura 4.13 viene riportata 'organizzazione dei geni a valle di oscA
in tali batteri. Con 'unica eccezione di Bacillus subtilis subsp. subtilis i geni che si tro-
vano a valle di oscA sono relative all’utilizzazione dello zolfo. In Pseudomonas, She-
wanella e in Bacillus haolodurans C-125 I'organizzazione dei geni localizzati a valle di
oscA ¢ identica a quella trovata nel ceppo di P. corrugata 28, oscA & seguito dai geni
che codificano le componenti del trasportatore ABC del solfato (sbp, cysT, cysW e
cysW). In Bacillus clausii KSM-K16, Morella thermoacetica ATCC39073 ed in Me-
thylobacillus flagellatus i geni a valle di oscA sono coinvolti nel trasporto e nel meta-
bolismo dei solfonati. Infine in altri ceppi di Bacillus oscA si localizza a monte di geni
coinvolti nel processo di riduzione del solfato che porta alla sintesi della cisteina.
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Figura 4.13. Organizzazione dei geni a valle di oscA in A) ceppi di Pseudomonas, Shewanella e
in Bacillus halodurans C-125; B) Methylobacillus flagellatus KT; C) B. substilis subsp. subtilis
168; D) Morella thermoacetica ATCC39073; E) B. clausii KSM-K16; F) B. halodurans C-125;
G) B. licheniformis ATCC14580; H) B. cereus ATCC10987, B. cereus ATCC14579, B. anthracis
“Ames Ancestor”. oscA = piccola ipotetica proteina a funzione sconosciuta; sbp = componente
periplasmatica del trasportatore ABC del solfato; cysT = permeasi del trasporatore ABC del
solfato; cysW = permeasi del trasporatore ABC del solfato; cysA = ATP-asi del’ ABC trasporta-
tore del solfato; ssuF = proteina legante il complesso molibdeno-pterina, yet] = proteina inte-
grale di membrana che interagisce con FtsH, yetK = permeasi appartenente alla superfamiglia
dei trasporatori di droghe/metaboliti (DMT), ssuB = componente legante 'ATP del trasporta-
tore ABC di nitrato/solfonato/bicarbonato, ssuA = componente legante il substrato del tra-
sportatore ABC di nitrato/solfonato/bicarbonato, ssuC = componente permeasica del traspor-
tatore ABC di nitrato/solfonato/bicarbonato , ssuE = FMN riduttasi, ssuD = alcansolfonato
monossigenasi, cysH = fosfoadenosina fosfosolfato riduttasi, sat = solfato adenilil-trasferasi,
cysPA = fosfato/solfato permeasi, cysC = adenilil-solfato chinasi.
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2.2.2. Analisi trascrizionale

Per valutare se in P. corrugata 28 oscA sia organizzato in un operone con in geni a-
diacenti o se formi un’unita trascrizionale indipendente, la sequenza nucleotidica con-
tenente le sei ORF schematizzata in figura 4.11 & stata analizzata mediante il software
FGENESB che permette, a partire da una sequenza nucleotidica contenente ORF, di
predirne la struttura operonica. Sulla base dell'analisi bioinformatica prodotta da
FGENESB, nella sequenza nucleotidica oggetto di indagine sono presenti due distinti
operoni, il primo comprendente oscA e sbp, il secondo contenente i geni cysT, cysW e
cysW. Per verificare la correttezza della predizione del software ¢ stato condotto un e-
sperimento di cotrascrizione che si basa sull’assunzione che geni appartenenti allo stes-
so operone siano trascritti in una stessa molecola di mRNA, mentre operoni distinti
vengono trascritti come molecole di mRNA diverse. Conseguentemente una regione
intergenica che si localizza tra due geni appartenenti ad un medesimo operone trova un
corrispettivo anche a livello del trascrittoma (mRNA), al contrario una regione interge-
nica che nel genoma separa due geni che si trovano su due unita trascrizionali indipen-
denti, non essendo trascritta, non ¢ rilevabile nel trascrittoma. L’esperimento ha previ-
sto Pamplificazione mediante PCR le sequenze intergeniche oscA-sbp, sbp-cysT, cysT-
cysW, cysW-cysW a partire da cDNA retrotrascritto da RNA estratto da colture di P.
corrugata 28 non esposte o esposte a cromato per tempi diversi (5, 15, 30, 60 e 90 minu-
ti). I primer impiegati per amplificare ciascuna regione intergenica sono stati disegnati
sulle regioni codificanti i due geni adiacenti.

L’amplificazione dei campioni di RNA non retrotrascritto (controllo) non ha mai
prodotto amplificazione indicando la correttezza dei risultati ottenuti
dall’amplificazione del cDNA (figura 4.14). L’amplificazione dei campioni di cDNA
ha dato esito positivo per le regioni intergeniche oscA-sbp, cysT-cysW, cysW-cysW,
mentre nessun prodotto di amplificazione ¢ stato ottenuto per la regione intergenica
sbp-cysT. 1 risultati ottenuti indicano che oscA e sbp si trovano su un’unica unita tra-
scrizionale mentre cysT, cysW e cysW si localizzano su una seconda unita trascrizio-
nale, confermando la predizione del software FGENESB.

Allo scopo di valutare come in P. corrugata 28 'espressione degli operoni oscA-spb e
cysTWA venga influenzata dall’esposizione al cromato ¢ stato condotto un esperi-
mento di real time PCR che ha previsto 'amplificazione dei geni oscA, sbp, e cysW,
quest’ultimo scelto come rappresentante dell’operone cysTWA, a partire da cDNA
ottenuto da RNA estratto da colture di P. corrugata 28 non esposte o esposte al cro-
mato per tempi diversi (5, 15, 30, 60 e 90 minuti). L’esperimento ha permesso di valu-
tare il livello di espressione relativa dei tre geni per ciascun tempo di esposizione al
cromato rispetto alla condizione di non esposizione (tabella 4.9). Nel ceppo parentale
i tre geni sono fortemente sovraespressi in seguito ad esposizione al cromato, la
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A oscA-sbp B shp-cysT
M 0 5 15 30 60 90 C+ C- M 0 5 15 30 60 90 C+ C-

c cysT—cysW D cysW—cyaA
30 B0 90 C+C- M 0 5 30 60 90 C+ C-

Figura 4.14. Prodotti di amplificazione delle reazioni di PCR eseguite su cDNA retrotrascitto

da RNA estratto da colture di P. corrugata 28 esposte per 0, 5, 15, 30, 60 e 90 minuti al croma-
to (1 mM). Sono state amplificate le regioni intergeniche oscA-sbp (A), sbp-cysT (B), cysT-
cysW (C), cysW-cysA (D). C+ = controllo positivo costituito da DNA gnomico di P. corrugata
28; C- = controllo negativo costituito da RNA non retrotrascritto; M= marcatore di peso mo-
lecolare (marker VI Roche).

sovraespressione ¢ massima a 5 minuti e successivamente diminuisce. La sovraespres-
sione di sbp e cysW ¢ significativa fino a 30 minuti di esposizione al cromato, mentre
quella di oscA risulta significativa fino al termine dell’esperimento (90 min). E’ stato
inoltre osservato che il grado di sovraespressione dell’operone oscA-sbp ¢ maggiore di
quello di cysW.

La modulazione dell’espressione dei geni coinvolti nel trasporto del solfato in seguito
ad esposizione a cromato ¢ gia stata osservata nei batteri. In uno studio di analisi del
trascrittoma di Shewanella oneidensis MR-1 esposta al cromato ¢ stato dimostrato che
I'esposizione al cromato induce un sovraespressione dei geni oscA (SO4651), sbp
(SO4652), cysW-2 (SO4654) e cysW-2 (SO4655) (Brown et al. 2006b; Thompson et al.
2007), ma non ¢ stato chiarito come 'aumento dell’espressione di questi geni consen-
ta a S. oneidensis di rispondere allo stress indotto da Cr(VI). Infatti, gli autori, sebbe-
ne suggeriscano che la sovraespressione dei geni coinvolti nel trasporto del solfato
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Tabella 4.9. Espressione relativa di oscA, sbp e cysA in colture esposte al cromato (1 mM) per
tempi diversi (5, 15, 30, 60 e 90 minuti) rispetto a colture non esposte

Fattore di espressione *

Ceppo Gene 5 min 15 min 30 min 60 min 90 min
0scA 115,9 41,6 27,7 9,0 4,7
%
Parentale sbp 135,4 44,5 3,7 NS NS
cysA 32,1 19,6 7,8 NS NS
sbp 8,5 NS NS ND*** ND
Mutante Crg8
cysA 91 NS NS ND ND

* Fattore di espressione relativa calcolato mediante il software MCS-REST. Tutti I valori mo-
strati sono statisticamente significativi (P=0.01).

** NS = valore non statisticamente significativo (P>0.05). Per ciascun campione, il valore del
fattore di espressione ¢ stato calcolato dai risultati di tre esperimenti di real time PCR condotti
a partire da RNA totale estratto da due colture indipendenti.

**ND= valore non determinato.

possa permettere alla cellula di risolvere la condizione di affamamento da zolfo cau-
sata dallo stress ossidativo dovuto al Cr(VI), non considerano che un generico au-
mento del trasporto del solfato causa un parallelo aumento dell'ingresso di cromato
nella cellula. Nel nostro studio 'esperimento di real time PCR condotto in P. corruga-
ta 28 ha permesso di comprendere in che modo la cellula moduli il trasporto del sol-
fato per limitare i danni da cromato. In P. corrugata 28 'esposizione al cromato in-
duce un aumento dell’espressione del “core” del trasportatore codificato dall’operone
cysTWA. Contemporaneamente viene sovraespresso, in modo ancora piu intenso di
quanto accade per cysTWA, sbp codificante la componente periplasmatica del tra-
sportatore. Sbp puo legare sia il solfato sia il cromato, ma ha un’affinita superiore per
lo ione solfato (Jacobson et al. 1991). Un incremento a livello periplasmatico della
concentrazione di Sbp avrebbe quindi 'effetto di aumentare I'affinita del trasportato-
re ABC per il solfato. Complessivamente 'aumento di espressione dell’operone
cysTWA e di sbp limita I'ingresso del cromato nella cellula e potenzia il trasporto del
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solfato, permettendo in tal modo di risolvere la condizione di affamamento da zolfo
indotto dal Cr(VI), sia a causa dello stress ossidativo che esso provoca, sia a causa
della competizione che esercita a livello dei trasportatori del solfato.

L’esperimento di real time PCR ¢ stato effettuato anche per il mutante Crg8, limita-
tamente ai geni sbp e cysW (oscA in questo ceppo ¢ interrotto dal trasposone) con il
medesimo schema descritto per il ceppo parentale. Tale esperimento ha avuto lo sco-
po di valutare come l'alterazione del gene oscA influenzi 'espressione dei geni spb e
dell’operone cysTWA in seguito ad esposizione al cromato. I risultati ottenuti (tabella
4.9) indicano che l'inattivazione del gene oscA causa una diminuzione della sovrae-
spressione dei geni sbp e cysW: essi mantengono un livello di sovraespressione signi-
ficativo solo a 5 min di esposizione al cromato. La diminuzione dell’espressione di
spb puo essere ricondotta ad un effetto polare esercitato dall’inserzione del trasposo-
ne in oscA. Leffetto polare consiste nella diminuzione della trascrizione di uno o piu
geni operonici, dovuta ad una mutazione in un gene situato a monte all’interno dello
stesso operone. Se in un gene operonico viene introdotta una mutazione che trasfor-
ma una tripletta di basi da codone codificante un amminoacido a codone che indica
termine della traduzione (codone non senso), i ribosomi si staccano prematuramente
dall’ mRNA e, non trovando un sito di inizio della traduzione subito a valle (in quan-
to il mRNA ¢ ancora in via di sintesi), lasciano “scoperto” 'mRNA che puo ripiegarsi
in strutture secondarie e determinare arresto precoce della trascrizione. E’ ipotizzabi-
le che nel mutante Crg8 l'inserzione del traspone Ez-Tn5 nella sequenza codificante
di oscA inserisca nel frame di lettura del gene un codone non senso che causa arresto
della traduzione con conseguente effetto polare sul gene sbp. Nel mutante Crg8 si ve-
rifica anche una minore trascrizione di cysTWA rispetto a quella osservata nel ceppo
parentale. Tale fenomeno, non ascrivibile ad un effetto polare esercitato
dall’inserzione di Ez-Tn5 in oscA che si trova in un’unita operonica distinta rispetto a
cysTWA, puo essere spiegato ipotizzando che i prodotti genici dell’operone oscA-spb
abbiano un ruolo regolativo nell’attivazione dell’'operone cysTWA. Tale ruolo di rego-
lazione dell’espressione di cysTWA potrebbe essere associato ad oscA piuttosto che a
sbp, in quanto, ad oggi, Sbp ¢ conosciuta come proteina che lega il solfato nel peripla-
sma e ad essa non risulta associata alcuna funzione regolativa. Comunque la modalita
con cui oscA possa regolare I'espressione genica di cysTWA resta ignota in quanto il
suo ipotetico prodotto genico non possiede domini conservati che possano suggerire
il suo meccanismo di azione.

2.2.3. Complementazione genetica

Per confermare e approfondire il ruolo svolto da oscA sono stati condotti esperi-
menti di complementazione. A partire da un vettore a basso numero di copie che si
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propaga in Pseudomonas (pBBRIMCS-5) sono stati costruiti due plasmidi: pPCHR61 e
pCHRG62, portanti rispettivamente il gene oscA e 'operone oscA-sbp (figura 4.15)

1Kb EZ-Tn5

< I ——— T = > >

CDS2 CDS1 0SCA sbp cysT cysW cysA

pCHR61
pCHR62

Figura 4.15. Sequenze nucleotidiche del genoma di P. corrugata 28 clonate in pBBRIMCS-5
per ottenere i due plasmidi pCHR61 e pCHR62. In pCHR61 ¢ stato inserito il gene oscA e por-
zioni delle due ORF adiacenti, in pCHR62 & stato inserito I'intero operone oscA-sbp e porzioni
delle due ORF adiacenti.

Il vettore non modificato pBBRIMCS-5 e i due plasmidi pCHR61 e pCHR62 sono
stati inseriti mediante elettroporazione nel ceppo parentale e nel mutante Crg8. Il
mutante Crg8 portante il plasmide pCHR61 ¢ stato saggiato per la sua capacita di uti-
lizzare vari composti dello zolfo come unica fonte dello zolfo mediante la tecnologia
PM (PM04, E01-HI12). Le curve cinetiche del ceppo mutante complementato con
pCHR61, del ceppo mutante non complementato e del ceppo parentale sono state
comparate tra loro (figura 4.16). Il mutante Crg8 in cui ¢ stato inserito il plasmide
pCHRG61 recupera in modo completo la capacita di utilizzare composti organosolfori-
lati non preferenziali come fonte di zolfo, mostrando un profilo di utilizzazione di tali
composti del tutto simile a quello del ceppo parentale. Tale risultato dimostra che il
gene oscA € necessario all’utilizzazione di composti organosolforilati non preferenzia-
li come fonte alternativa di zolfo.

L’inserzione di pCHR61 in Crg8 consente soltanto un limitato recupero delle resi-
stenza al Cr(VI) rispetto al ceppo parentale (tabella 4.10) Questo dato potrebbe sug-
gerire che la diminuita resistenza del ceppo Crg8 al Cr(VI) non sia attribuibile al solo
gene oscA che esercita effetto polare sul gene spb. Tuttavia la determinazione della
MIC-Cr(VI) del ceppo Crg8 complementato con pCHR62, che porta I'intero operone
oscA-sbp, ha permesso di escludere tale ipotesi in quanto il ceppo presenta una MIC-
Cr(VI) paragonabile a quella osservata per Crg8 trasformato con pCHR61. La moti-
vazione del mancato recupero dell’iper-resistenza al Cr(VI) da parte del ceppo Crg8
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Figura 4.16. Comparazione PM delle curve cinetiche di utilizzazione di composti dello
zolfo (PM04, E01-H12) del ceppo parentale e del mutante Crg8 (a), del mutante Crg8 e
del mutante Crg8 complementato con pCHR61 (b), del ceppo parentale e del mutante
Crg8 complementato con pCHR61 (c). Per ciascun pozzetto ¢ stata riportata la fonte di
zolfo saggiata. Il software OmniLog attribuisce alle curve cinetiche di ciascun ceppo colori
diversi, il grigio intermedio al ceppo parentale, il grigio chiaro al mutante Crg8 e il nero al
mutante Crg8 complementato con pCHR61. Le zone di sovrapposizione delle curve di
due ceppi diverse sono riportate in bianco
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complementato con pCHR61 emerge dalla determinazione della MIC-Cr(VI) del
ceppo parentale trasformato con pCHR61 e pCHR62. L’introduzione di tali plasmidi
all'interno del ceppo parentale porta ad un significativo abbattimento della sua resi-
stenza al Cr(VI), suggerendo che in P. corrugata 28 la resistenza al Cr(VI) dipende
non soltanto dalla presenza del gene oscA, ma anche dal suo numero di copie nella
cellula. L’introduzione di pCHR61 o pCHR62 nella cellula provoca un aumento del
numero delle copie di oscA, ¢ stato infatti riportato che derivati del vettore
pBBRIMCS si moltiplicano nella cellula circa 10 volte (Xiong & Maser 2001).

Tabella 4.10. MIC-Cr(VI) del ceppo parentale e del mutante Crg8 trasformati con
pBBRIMCS-5, pCHR61 e pCHR62 valutata a 24 ore di crescita.

MIC-Cr(VD)*

Plasmide inserito Ceppo parentale 28 Mutante Crg8
Nessun plasmide 40 6
pBBRIMCS-5 40 6
pCHR61 22 11
pCHR62 29 12
* KoCrOs (mM).

L’ aumento del numero di copie di oscA puo determinare uno sbilanciamento della
sua funzione con conseguente perdita della risposta ottimale al cromato. Come ¢ e-
merso dall’analisi trascrizionale di oscA-sbp e dell’'operone cysTWA, oscA ha molto
probabilmente un ruolo nel determinare la sovraespressione dell’operone cysTWA
quando la cellula viene a trovarsi in presenza di cromato. Un aumento del numero
delle copie di oscA nella cellula potrebbe determinare un inappropriato e non fisiolo-
gico incremento dell’espressione dell’operone cysTWA con conseguente iperpoten-
ziamento del trasporto del solfato. Questo aumento sregolato del trasporto del solfato
puo facilitare I'ingresso del cromato all'interno della cellula con conseguente abbas-
samento del grado di resistenza al cromato del ceppo parentale complementato con
pCHR61 e pCHRG62.

Complessivamente i dati ottenuti dagli esperimenti di complementazione conferma-
no che oscA ¢ un gene a funzione regolativa e che da esso dipende l'utilizzazione di
composti organosolforilati e la modulazione del trasporto del solfato in seguito ad
esposizione a Cr(VI).
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2.3. Composti organici dello zolfo e resistenza al Cr(VI) in P. corrugata 28

Dallo studio del mutante Crg8 di P. corrugata 28 ¢ emerso che le molecole organi-
che dello zolfo possono avere un ruolo chiave nel favorire la resistenza batterica al
Cr(VI). Questo risultato ¢ di particolare rilevanza per i batteri del suolo, poiché men-
tre negli ambienti acquatici il solfato rappresenta la specie di zolfo maggiormente
rappresentata e puo raggiungere concentrazioni consistenti (2,78 mg/ml nell’acqua di
mare), nel suolo il solfato ¢ presente in concentrazione dell’ordine dei microgrammi
per grammo di suolo e costituisce soltanto I'l-5% dello zolfo totale presente (Kertesz
2000). Lo zolfo presente nel suolo si trova prevalentemente sottoforma di esteri del
solfato, solfonati e amminoacidi solforilati (figura 4.17).

Acgua di lago Suola di prateria Suolo farestale

Figura 4.17. Speciazione dello zolfo nell’acqua di lago, nei suoli di prateria e nei suoli forestali.
Nei diagrammi vengono rappresentate le frazioni di solfato (bianco), esteri del solfato (punti),
aminoacidi solforilati (linee) e solfonati (nero) presenti nei tre ambienti. Per 'acqua di lago
solfonati e amminoacidi solforilati sono rappresentati in un’unica frazione (in nero) [da (Ker-
tesz 2000c), modificata].

Allo scopo di valutare se tali molecole possano influenzare la resistenza al Cr(VI) del
ceppo 28, & stato valutato l'effetto di cisteina, metionina, glutatione, acido etansolfo-
nico, taurina, dimetilsolfossido (DMSO) sulla MIC-Cr(VI) del ceppo in presenza di
diverse concentrazioni di solfato (tabella 4.11).

La resistenza di P. corrugata 28 al Cr(VI) in assenza di fonti organiche di zolfo ¢ in-
fluenzata dalla concentrazione di solfato nel mezzo di coltura: al’aumentare della
concentrazione di tale ione aumenta infatti la MIC-Cr(VI), indicando, come noto,
che esiste una competizione tra solfato e cromato per I'ingresso nella cellula (figura
4.18 A-B). La presenza nel mezzo di cisteina, metionina, glutatione e acido etansolfo-
nico causa un aumento della MIC-Cr(VI) rispetto a quella osservata in presenza di
solo solfato fino a valori rispettivamente di 150 mM, 120 mM, 40 mM, rendendola
indipendente dalla concentrazione di solfato nel mezzo.



Risultati e discussione 109

Tabella 4.11. MIC-Cr(VI) (mM) di P. corrugata 28 valutata su TMM contenente concentra-
zioni crescenti di Na:SO4 e 300 uM di una fonte organica di zolfo (cisterna, metionina, gluta-
tione, taurina, acido etansolfonico e dimetilsofossido). Le colture sono state allestite in micro-
piastra e incubate in agitazione a 26°C per 48 ore. I valori di MIC-Cr(VI) sono stati ottenuti
dalla valutazione di tre esperimenti indipendenti

L acido
metioni-
- cisteina glutatione  etansolfo-  taurina DMSO
na
nico
0 4* 150 32 120 40
150 32 120 40
NaxSO4
30 4 150 32 120 40 ND ND
(uM)
300 12 150 40 120 40 12 12
3000 40 150 52 120 40 40 40

*MIC-Cr(VI)

Questo risultato suggerisce che, in presenza di tali molecole solforilate, viene meno la
competizione tra cromato e solfato a livello dei trasportatori del solfato, probabil-
mente in seguito al blocco dei traspiratori del solfato (figura 4.18 C-D). Si puo ipotiz-
zare che in assenza di trasporto di solfato il batterio ottenga lo zolfo necessario alla
sua crescita dalle molecole organiche (cisteina, glutatione, acido etansolfonico) acqui-
site dalla cellula tramite I'attivazione di trasportatori dedicati. La resistenza al Cr(VI)
del ceppo 28 in presenza di metionina rimane costante da 0 fino a 30 pM di solfato
aggiunto [32 mM MIC-Cr(VI)], mentre a concentrazioni piu elevate di solfato (300 e
3000 uM) tende ad aumentare, suggerendo che P. corrugata 28 in presenza di metio-
nina probabilmente attiva i trasportatori di questo amminoacido e limita il trasporto
del solfato (figura 4.18 E-F). In presenza di taurina e dimetilsofossido lo spettro di
resistenza al Cr(VI) del ceppo 28 rimane invariato rispetto a quello osservato in as-
senza di fonti alternative di zolfo: la comportamento suggerisce che queste due mole-
cole non siano utilizzate dal batterio come fonte di zolfo.

Complessivamente i risultati ottenuti hanno permesso di confermare che alcune mo-
lecole dello zolfo hanno un importante ruolo nel favorire la resistenza batterica al
Cr(VI) in P. corrugata 28. La loro presenza nell’ambiente non solo puod permettere al
batterio di risolvere la condizione di affamamento da zolfo, che si instaura nella cellu-
la in seguito ad esposizione al Cr(VI), ma puo permettere di inibire in modo pil o
meno completo il trasporto del solfato bloccando cosi I'ingresso del cromato nella
cellula
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Figura 4.18. Rappresentazione schematica del trasporto di solfato, cromato e fonti organiche
di zolfo in P. corrugata 28 in dipendenza dalla concentrazione di solfato e dalla presen-
za/assenza di fonti organiche di zolfo nel mezzo di coltura. Il colore della cellula batterica
(rappresentata in ciascuna figura da un cerchio) ¢ un’indicazione della quantita di cromato
penetrato nella cellula, che puo essere nulla (bianco), moderata (grigio) o elevata (nero). Le
frecce indicano i flussi di cromato, solfato, cisteina e metionina all'interno della cellula tramite
i relativi trasportatori, rappresentati da rettangoli. Le dimensioni relative delle frecce che indi-
cano il flusso di cromato e solfato rappresentano le loro entita relative. La dimensione del ret-
tangonolo che indica il trasportatore del solfato, ¢ un’indicazione dell’entita del trasporto ad
esso associato. La croce nera indica il blocco del trasporatore del solfato. In A, C ed E sono
rappresentate condizioni di alta concentrazione di solfato, mentre in B, D ed F di bassa con-
centrazione di solfato.



Capitolo 5
Conclusioni

Il cromato [Cr(VT)] costituisce uno dei maggiori problemi legati all'inquinamento
ambientale da metalli pesanti, sia per la sua elevata pericolosita per salute dell'uomo
(¢ molto tossico, mutageno e cancerogeno) che per la sua mobilita (responsabile di
una rapida diffusione dal sito d’inquinamento). Il cromato penetra facilmente
all'interno delle cellule attraverso il sistema di trasporto del solfato e va incontro ad
un processo riduttivo che porta alla formazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS)
e di Cr(IIT) che danneggiano le macromolecole cellulari. Nel suolo reazioni di ridu-
zione abiotiche e/o biotiche possono trasformare il Cr(VI) in Cr(III) che, avendo
scarsa mobilita e permeando con difficolta le membrane biologiche, ¢ ritenuto poco
tossico. Tuttavia la capacita riducente del suolo non sempre ¢ sufficiente per ridurre
in Cr(II) tutto il Cr(VI) presente che, quindi, pud persistere e costituire un rischio
per tutti gli organismi viventi.

Per risanare i suoli contaminati da Cr(VI) sono state sviluppate tecnologie chimico-
fisiche che hanno limiti legati ai costi elevati e ad un alto impatto ambientale. Il biori-
sanamento, sfruttando la capacita dei microrganismi di ridurre il Cr(VI) a Cr(III),
costituisce un’alternativa di grande interesse alle tecnologie di risanamento chimico-
fisico. Pertanto al fine di portare un contributo per lo sviluppo di un efficiente siste-
ma biologico per il risanamento ambientale da cromo esavalente, quattro ceppi batte-
rici, isolati da suoli artificialmente contaminati con cromato di potassio, altamente
resistenti al Cr(VI) [40 mM MIC-Cr(VI)] e capaci di ridurlo, dopo essere stati identi-
ficati come appartenenti alle specie di P. corrugata (ceppi 22 e 28) e di P. mendocina
(ceppi 34 e 56), sono stati profondamente caratterizzati attraverso la determinazione
delle fonti carbonio/energia che sostengono la riduzione del Cr(VI) e mediante la
tecnologica del Phenotype Microarray che ha consentito di saggiare 1150 caratteri
fenotipici.

L’attivita metabolica di un microrganismo chemiorganotrofo eterotrofo nel suolo
puo essere limitata dalla carenza di sostanza organica, pertanto nel progettare un
processo di biorisanamento di un suolo contaminato con cromato che preveda
I'aggiunta di sostanza organica particolare attenzione deve essere rivolta alla scelta del
tipo di fonte di carbonio/energia da aggiungere, sia perché fonti di carbonio/energia
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diverse stimolano in misura differente il processo riduttivo del Cr(VI) sia perché al-
cune fonti di carbonio/energia possono indurre un eccessivo aumento della biomassa
microbica con conseguente alterazione delle proprieta del suolo. I risultati ottenuti
dagli esperimenti condotti sui ceppi 22, 28, 34 e 56 hanno indicato che i ceppi di P.
corrugata (isolati 22 e 28) in presenza di fruttosio, galattosio e glucosio presentano
una crescita limitata e riducono con elevata efficienza il Cr(VI) [tra il 40% e il 70% di
Cr(VI) ridotto in 72 ore], mentre il fruttosio ¢ la fonte di carbonio/energia pili idonea
per sostenere la riduzione del Cr(VI) a Cr(III) nei ceppi di P. mendocina (isolati 34 e
56).

L’approccio Phenotype Microarray ha permesso di saggiare lo spettro di resistenza
dei ceppi batterici anche a valori estremi di pH e a numerosi osmoliti evidenziando
che i ceppi 22 e 28 tollerano ambienti acidi, mentre i ceppi 34 e 56 sono caratterizzati
da una elevata resistenza a osmoliti e ambienti alcalini. L’analisi globale dei dati otte-
nuti mediante I'applicazione dell’approccio PM ha messo in evidenza che, sebbene
tutti i ceppi presentino un elevato grado di resistenza a sostanze tossiche (metalli pe-
santi, antimetaboliti, etc.), gli isolati 34 e 56 sono caratterizzati da una resistenza “ec-
cezionale” che li rende candidati di elezione per I'impiego nel biorisanamento di suoli
contenenti, oltre al Cr(V1), altri inquinnati.

La limitata conoscenza dei meccanismi di resistenza batterica al Cr(VI) e dei geni che
sono coinvolti in tale fenotipo € un ulteriore fattore che limita la possibilita di appli-
care con successo su larga scala il biorisanamento di suoli contaminati da Cr(VI).
Pertanto quattro mutanti del ceppo P. corrugata 28 (Crg3, Crg8, Crg26 e Crg96) sen-
sibili al Cr(VI) sono stati caratterizzati tramite un approccio integrato di genetica e di
fenomica. I risultati ottenuti hanno messo in luce che I'iper-resistenza di P. corrugata
28 al Cr(VI) dipende almeno da tre processi: 1) la riparazione, mediata dalla RecG
elicasi ATP-dipendente, delle lesioni al DNA che sono probabilmente indotte dal
Cr(III), prodotto finale della riduzione intracellulare del Cr(VI); 2) il potenziamento,
mediato dall’enzima malico e dalla piridin nucleotide transidrogenasi solubile, della
produzione di NADPH, coenzima necessario sia per sostenere la biosintesi di nuovi
componenti cellulari che sostituiscono quelli danneggiati dalle specie reattive che si
formano in seguito alla riduzione intracellulare del Cr(VI), sia per l'attivita di nume-
rosi enzimi coinvolti nella detossificazione dei ROS e nel mantenimento del corretto
stato redox della cellula; 3) l'attivazione della risposta di affamamento da zolfo (SSR)
che permette alla cellula di risolvere la condizione di carenza intracellulare di zolfo
indotta da Cr(VTI).

L’analisi Phenotype Microarray del mutante Crg8 di P. corrugata 28, oltre a dimo-
strare 'importanza della SSR per la resistenza al Cr(VI), ha permesso di attribuire la
funzione ad un gene fino ad oggi a funzione sconosciuta. Tale gene, da noi denomi-
nato oscA, codificante una ipotetica piccola proteina di 60 amminoacidi, & necessario



Conclusioni 113

per attivare il sistema cellulare che permette di utilizzare come fonte di zolfo alcuni
composti organici solforilati, che vengono acquisiti e metabolizzati dalla cellula sol-
tanto quando essa si trova in ambienti carenti di fonti di zolfo definite preferenziali
(solfato, tiosolafto, cisteina). L’analisi genetica e funzionale di oscA ha permesso di
approfondire la conoscenza del ruolo svolto da tale gene nella resistenza al Cr(VI):
0scA, che si trova in operone con sbp, il gene codificante per la componente peripla-
smatica del’ABC trasportatore del solfato, viene fortemente sovraespresso in presen-
za di cromato e a sua volta induce la sovraespressione dell’operone cysTWA, che co-
difica le componenti che formano il “core” del trasportatore ABC del solfato. I risul-
tati ottenuti suggeriscono che la cellula risponda al cromato modulando I'espressione
del trasportatore del solfato, che rappresenta la via di ingresso del cromato nella
cellula: la cellula aumenta i trasportatori del solfato nella membrana e
contemporaneamente li rende altamente selettivi verso il solfato, grazie ad un forte
incremento della componente periplasmatica Sbp del trasportatore, favorendo
I'acquisizione del solfato e limitando quella del cromato. L’analisi dell'influenza di
alcune molecole organiche dello zolfo sulla resistenza al Cr(VI) di P. corrugata 28 ha
permesso di ipotizzare che in presenza di cromato la cellula possa utilizzare tali
molecole come fonti di zolfo, inibendo in modo completo o parziale il trasporto del
solfato con conseguente blocco completo o parziale dell'ingresso del cromato nella
cellula. Lo studio dei meccanismi di resistenza al Cr(VI) in P. corrugata 28 ha quindi
permesso di chiarire che le molecole organiche dello zolfo possono costituire un
importante fattore che influenza la resistenza al Cr(VI) nei batteri e suggerisce la
necessita di valutare nella gestione d’interventi di biorisanamento di suoli
contaminati da cromato la concentrazione di zolfo organico in essi presenti.

I risultati conseguiti nel corso di questa ricerca, oltre ad avere un interesse scientifico
di base, forniscono valide informazioni che potranno essere utilizzate per la progetta-
zione di un sistema biologico per il risanamento di ambienti contaminati con Cr(VI).
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