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Fioriture di cianobatteri délia specie
Microcystis Wesenbergii nel lago di Muzzano (Svizzera)

Michèle Bottinelli1'2, Mauro Tonolla2, Giuseppe Forlani1, Carlo Crivelli2,
Anna Maria Sanangelantoni1 e Raffaele Peduzzi2

'Università di Pavia, Dip. Genetica e Microbiologia «A. Buzzati Traverso»,
via Ferrata 1, 27100 Pavia, Italia

2Istituto Cantonale Batteriosierologico e Laboratoire d'Ecologie Microbienne (Università di Ginevra),
via Giuseppe Buffi 6, CH-6904 Lugano, Svizzera.

Riassunto: Negli ultimi anni il lago di Muzzano, un piccolo lago di circa 200000 m2 situato nel bacino imbrifero del lago
di Lugano (Ceresio), è stato soggetto ad improwise morie di pesci. Attraverso prelievi mensili si è pertanto proceduto
alla verifica ed identificazione dei cianobatteri presenti nel lago, in quanto è risaputo che simili fenomeni possono esser

dovuti alla presenza di microcistine, peptidi ciclici ad azione epatotossica prodotti da quest'ultimi. Una fioritura di grandi
dimensioni composta dal genere Microcystis, il più importante tra i gruppi di cianobatteri che producono epatotossine, è

stata riscontrata a partire da fine luglio ad inizio ottobre 1997. La caratterizzazione, sia morfologica che tramite tecniche

molecolari, ha evidenziato che questa fioritura risulta composta da un unico morfotipo: Microcystis wesenbergii. Le analisi
effettuate sulle cellule microbiche hanno mostrato la presenza di almeno cinque diversi tipi di microcistine.

Abstract: During recent years, the Lake Muzzano, a shallow lake of approximately 200000 m2 close to Lugano (TI-
Switzerland), has been subjected to episodes of high fish mortality. Monthly samplings were thus undertaken to verify
whether these phenomena could be due to the presence of hepatotoxin-producing cyanobacteria, that have been shown
world-wide in superficial fresh-waters. A Microcystis bloom of great dimensions, that at both morphological and molecular

analysis resulted as composed mainly by Microcystis wesenbergii, was observed in the period fromJuly to October, 1997.

Biochemical evidence for the presence in the bloom of at least five différents types of microcystins is reported.

Key words: shallow lake, cyanobacteria, bloom, hepatotoxin, microcysdne, peptide sintetasi, rRNA, RP-HPLC.

INTRODUZIONE

I cianobatteri
I cianobatteri sono microorganismi procariotici fotoauto-
trofi obbligati capaci di compiere una fotosintesi ossigenica
molto simile a quella delle piante e delle alghe. Le diverse

componenti dell'apparato fotosintetico sono tuttavia loca-
lizzate sulla membrana cellulare, organizzata in tilacoidi,
invece che nei cloroplasti. I più recenti studi di carattere
molecolare hanno messo in evidenza che essi apparten-
gono al dominio Bacteria, all'interno del quale costitui-

scono, sulla base delle sequenze dell'rRNA 16S, un
gruppo omogeneo (WOESE 1994). Essi sono relativa-
mente uniformi anche dal punto di vista metabolico e nu-
trizionale, ma mostrano un'eterogeneità nelle dimensioni
del genoma (1.6xl09 - 8.6xl09 dalton) e nei valori di G+C
(dal 35 al 71%). La tassonomia dei cianobatteri è partico-
larmente difficoltosa dal momento che presentano una
considerevole variabilità morfologica non sempre corre-
lata ad importanti differenze genotipiche.

Ecologia e fioriture
I cianobatteri occupano una gamma di habitat molto più
ampia di quella degli altri procarioti fotosintetici. Infatti,
possono trovarsi in qualsiasi ambiente caratterizzato dalla

presenza di luce, acqua, sali minerali, anidride carbonica
e azoto atmosferico. I luoghi più comuni in cui tali batteri

prosperano sono i bacini d'acqua dolce e le riserve idriche,
dove danno luogo periodicamente ai cosidetti fenomeni di
fioriture stagionali (blooming). La formazione di queste
fioriture è stimolata da numerosi fattori chimico-fisici,
come elevate concentrazioni di nutrienti organici ed inor-
ganici (soprattutto azoto e fosforo) e particolari condizioni
di luce e temperatura. Non è stato perô fino ad ora possi-
bile correlare con precisione il verificarsi delle fioriture a

determinati parametri ambientah.

Le tossine
L'aumento della biomassa cianobatterica (bloom) détermina

sia problemi estetici, come le schiume superficial! ed

i cattivi odori, sia rischi per la salute umana ed animale,
dovuti alia produzione di potenti tossine che alcuni
cianobatteri sono in grado di sintetizzare. II problema per gli ani-
mali dériva dal fatto che i cianobatteri sono dotati di gas-
vacuoli che permettono loro un continuo spostamento
lungo la colonna d'acqua per ottimizzare la fotosintesi:
galleggiando in superficie, essi possono essere trasportati
facilmente dai venti vicino aile rive, dove possono essere

ingeriti dal bestiame. Oltre alla tossicità delle fioriture al-

gali un problema non secondario è rappresentato dalla
loro successiva decomposizione che détermina la deossi-

genazione e l'alterazione delle proprietà chimiche dell'ac-

qua, rendendo cosi impossibile la vita per mold animali ac-

quatici.
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Le tossine prodotte dai cianobatteri sono riconducibili
a due catégorie fondamentali, le neurotossine e le epato-
tossine, diverse tra loro sia per la struttura chimica, che per
il bersaglio su cui agiscono.

- Le neurotossine sono ammine secondarie bicicliche
con struttura comparabile a quella degli alcaloidi. In
particolare, l'anatossina-a ha una struttura molto simile
a quella délia cocaina. Il bersaglio di tutte le neurotossine

è la placca neuromuscolare, ma i meccanismi d'a-
zione sono diversi. L'anatossina-a, prodotta da Ana-
baena flos-aquae, si comporta come l'acetilcolina,
inducendo stimolazione muscolare; tuttavia, essendo
insensibile all'azione degradativa dell'enzima acetilco-
linesterasi, provoca uno stato di perenne contrazione
delle fïbrocellule muscolari che puô portare nel sog-
getto colpito a paralisi respiratoria, e conseguente
morte.

- Le epatotossine, sono prodotte prevalentemente dai
cianobatteri dei generi Microcystis (microcistine) e No-
dularia (nodularine) ed essendo i generi più frequenti
risultano essere quelle più studiate. Si tratta di peptidi
a basso peso molecolare che presentano una tipica
struttura ciclica. Le nodularine sono prodotte unica-
mente dal genere Nodularia e sono pentapeptidi, men-
tre le microcistine possono essere prodotte anche da

ceppi appartenenti ai generi Anabama, Oscillatoria e No-
stoc e sono eptapeptidi. Le microcistine agiscono a li-
vello del fegato, dove sono veicolate da trasportatori
di anioni organici a specifïcità multipla il cui compito
fisiologico risiede nel trasporto degli acidi biliari agli
epatociti (HOOSER et al. 1991, RUNNEGAR et al. 1991).
L'ingestione di queste tossine provoca una contrazione

degli epatociti dovuta all'azione inibitrice delle
tossine sulle protein-fosfatasi di tipo 1 e di tipo 2A
(MACKINTOSH et al. 1990). Le microcistine defor-
mano le cellule epatiche agendo sul citoscheletro (im-
palcatura di filamenti proteici) degli epatociti, che fra
le altre funzioni ha anche quella di conferire la forma
alla cellula. Questo provoca emorragia intraepatica,
portando a collasso cardiocircolatorio e, in breve

tempo, alla morte.
L'interesse degli studiosi si è concentrato principal-

mente sulle microcistine in quanto i cianobatteri che le pro-
ducono sono i più frequentemente riscontrabili nelle acque.
Esse vengono considerate endotossine in quanto non sono
secrete attivamente dalle cellule, ma possono liberarsi nel
mezzo acquoso quando awiene la lisi cellulare. La funzione
di queste molecole nei cianobatteri, pur oggetto di diversi
studi (CarmicHAEL 1994), rimane ancora oscura, cosi

corne non è chiaro il motivo per cui alcuni ceppi di Microcystis

aeruginosa sintetizzino le tossine e altri no.

La struttura delle microcistine
Tutte le cinquanta varianti di microcistine fino ad ora
isolate (Rinehart et al. 1994) presentano una struttura ad
anello composta da sette aminoacidi, la cui tipica formula,
riportata nella figura sottostante (Fig. 1), corrisponde a:

D-Ala1-L-X2-eritro-b-metil-D-iso-Asp3-L-Z4-Adda5-D-iso-Glu6-Mdha7
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Fig. 1 - Struttura generale delle microcistine

In taie sequenza è possibile individuare due aminoacidi

unici, non proteici, tipici delle microcistine: il primo
è il b-aminoacido Adda [acido 3-ammino-9-metossi-2,6,8-
trimetilT0-fenildeca-4,6-dienoico] in posizione 5; l'altro è

l'A-mctil-dcidroalanina (Mdha), che si trova in posizione
7. Una particolare attenzione mérita l'aminoacido Adda,
che da solo non è tossico, ma all'interno delle microcistine

sembra essere essenziale per la loro tossicità (Ha-
RADA et al. 1990; Namikoshi et al. 1990). Esso rappre-
senta inoltre uno strumento per l'identifïcazione delle
microcistine, in quanto conferisce alla molecola il suo ca-
ratteristico massimo di assorbanza alla lunghezza d'onda
di 238 nm (Lawton et al. 1994).

Le lettere X e Z rappresentano gli aminoacidi che

possono variare nella struttura ciclica; le microcistine
sono infatti definite usando suffissi a due lettere, che

stanno ad indicare le diverse combinazioni dei due
aminoacidi variabili; ad esempio: la microcistina-LR indica
la tossina che contiene gli aminoacidi Leucina-Arginina,
la microcistina-RR quella con due Arginine, la microci-
stina-YR quella con gli aminoacidi Tirosina-Arginina, e

cosi via.
La variante -LR è quella più diffusa di tutte le

microcistine fino ad ora trovate, ed è anche quella a più ele-

vata tossicità, corne mostrato nella seguente tabella:

LD,0 (topo o rattol

Microcistina-LR
Microcistina-RR
Microcistina-YR
Nodularina
Tossina del botulino
Tossina del tetano
Tossina délia difterite
Stricnina
Cianuro di sodio

50 pg Kg1
600 pg Kg1
68 pg Kg1

30-50 pg Kg"1

3x10'5 pg Kg1
lxl04 pg Kg1

°-3 FS Kg"1

500 pg Kg1
1000 pg Kg1

La struttura ciclica, il contenuto di aminoacidi insoliti
ed il basso peso molecolare hanno fatto ipotizzare fin dalla
loro scoperta che questi peptidi fossero sintetizzati non a

livello ribosomale, ma ad opera di una peptide sintetasi

(Neilan et al. 1999), un genere di enzima attraverso il
quale moite specie di batteri e funghi sintetizzano compo-
sti bioattivi corne antibiotici, inibitori enzimatici ed im-
munosoppressori.
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Le peptide sintetasi
Le peptide sintetasi sono enzimi multifunzionali, general-
mente di notevoli dimensioni (100-1600 kD), composti da
domini (spesso in numéro uguale al numéro di aminoacidi
del peptide che sintetizzano) di circa 600 aminoacidi, in-
tervallati da regioni di dimensioni simili, dette interdo-
mini. Ogni dominio è responsabile dell'attivazione di un
aminoacido che costituisce il futuro peptide. Inoltre ogni
dominio présenta almeno sei regioni «core» altamente con-
servate, ciascuna formata da tre-otto aminoacidi, il cui or-
dine e la cui localizzazione all'interno di tutti i domini co-
nosciuti sono ben conservati. Gli aminoacidi vengono
attivati corne amino-acil-adenilati, a spese di molecole di
ATP, e legati covalentemente per mezzo di un legame tioe-
stere al corrispondente sito attivo, grazie all'aiuto di uno o

più cofattori del tipo 4'-fosfopanteina (PAN). Si ha cosi la
formazione del legame peptidico (transpeptidazione). Tali
cofattori guidano quindi lo scorrimento degli aminoacidi
attraverso i domini allineati, permettendo la creazione di
un peptide avente una sequenza che segue fedelmente l'or-
dine dei domini specifici sull'enzima. Al termine délia rea-
zione di «montaggio» del peptide si ha il suo rilascio dal
multienzima e la sua ciclizzazione.

I meccanismi di sintesi di queste epatotossine cicliche

sono stati studiati in dettaglio soprattutto nel cianobatte-
rio Microcystis aeruginosa, produttore délia microcistina-LR
(e -RR), altamente tossica, e che risulta riscontrabile in sva-
riati ecosistemi lacustri in tutto il mondo. Pur non essendo

mai riusciti a isolare, purificare ed analizzare la peptide
sintetasi di M. aeruginosa, è stato tuttavia identificato il locus
codificante (MEIßNER et al. 1996), che è stato ora comple-
tamente sequenziato (Neilan et al. 1999, NlSHlZAWA et al.

1999). Recentemente si è potuta inoltre verificare anche la
relazione tra il gene clonato e la produzione di microci-
stine, introducendo una delezione nella sequenza nucleo-
tidica in vivo ed osservando sia la perdita délia produzione
dell'eptapeptide (Dittmann et al. 1997), sia la conse-

guente perdita délia tossicità nei confronti di Daphnia ga-
kata (Rohrlack et al. 1999).

Metodi di rivelazione delle tossine nelle acque
Per molti anni i test di tossicità sono stati eseguiti in vivo su

topi o ratti. Tali metodiche sono state più recentemente so-
stituite con saggi anche più sensibili che utilizzano linee cel-

lulari in vitro (Codd et al. 1989), o linee cellulari epatiche
(BhattaCHARYA et al. 1996). Sono inoltre molto utüizzate,
o in fase di sviluppo, analisi che sfruttano le caratteristiche
lisico-chimiche e biologiche delle tossine. Tra queste l'H-
PLC (High-performance Liquid Chromatography), che

sfrutta il peculiare assorbimento a 238 nm della molecola
dellAdda, l'HPTLC (High-performance Thin Layer
Chromatography), la spettrometria di massa MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption / Ionization Time-of-
Hight) (Erhard et al. 1997), la Gas Cromatografia, il sag-
gio colorimetrico di inibizione delle proteine fosfatasi

(WARD et al. 1997), saggi immunoenzimatici corne l'ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) e quelli radioim-
munologici. Gran parte di queste tecniche non risultano
perô del tutto efficienti, perché non sufficientemente sensi¬

bili, perché incapaci di distinguere peptidi dotati di elevata
attività biologica da quelli relativamente meno pericolosi,
o perché basati sulla disponibilità di attrezzature non facil-

mente reperibili. A ciö si aggiunge la possibilità che si veri-
fichi la produzione contemporanea di più tossine. Oggi si

cerca di risolvere il problema con un approccio biomoleco-
lare, mediante l'individuazione di sonde molecolari in
grado di caratterizzare i cianobatteri produttori di tossine e

di metterli in evidenza nei siti di possibile contaminazione.
Questo approccio permetterebbe l'identifïcazione dei ceppi
tossici prima di un'eventuale lioritura, prima quindi della
produzione e liberazione delle tossine nelle acque.

Metodi molecolari per l'identifïcazione
di cianobatteri tossici
La ricerca di sonde molecolari adatte al riconoscimento
della presenza nelle acque di ceppi cianobatterici tossici si
è mossa in due direzioni, corne illustrato dal seguente dia-

gramma:

GENI
NON SPECIFICI

$
1) Eptameri ripetuti

(Rouhiainen et al. 1995)
2) Locus fîcocianine
(Neilan et al. 1995)

3) 16S rDNA
(Neilan et al. 1997)

4) 16-23S ITS
(Internal transcribed spacer)

(Otsuka et al. 1999)

GENI SPECIFICI
$ £

5) Sintesi 6) Sintesi
epatotossine neurotossine

Peptide sintetasi e altri geni
(polichetide sintasi)
Dittmann et al. 1996,1997;
Neilan et al. 1999;
NlSHlZAWA et al 1999.

Un metodo idealmente perfetto per questo genere d'i-
dcntificazione sarebbe il secondo, cioè usare corne sonde

porzioni di geni coinvolti nella sintesi delle tossine (geni
specifici).

Per quanto riguarda le neurotossine non sono ad oggi
conosciuti i geni coinvolti nella loro sintesi. Per le
epatotossine, invece, molti gruppi di ricerca stanno lavorando
da parecchi anni aU'isolamento in alcuni ceppi tossici di
Microcystis di geni per le peptide sintetasi che si ritengono
coinvolte nella sintesi delle microcistine.

Mediante oligonucleotidi specificamente disegnati
sulle sequenze di altre peptide sintetasi conosciute, questi
geni sono stati clonati, giungendo al completo sequenzia-
mento di quelli di M. aeruginosa K-139. La sequenza è de-

positata nella banca dati dell'EBI (European Bioinforma-
tics Institute; http; www.ebi.ac.uk) con il numéro di
accesso AB019578 (Nishizawa et al. 1999).
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Il laghetto di Muzzano
I pochi studi effettuati in precedenza sul lago di Muzzano
lo descrivevano corne un lago eutrofico, ricco di plancton,
circoscritto da una regione urbana e conosciuto dall'opi-
nione pubblica unicamente per le due improwise morie di
pesci del 1967 e del 1994. Sospettando che le condizioni
del lago potessero dar luogo a fioriture di cianobatteri, si
è pensato di caratterizzarlo dal punto di vista limnologico,
d'identificare le diverse specie di cianobatteri presenti e di
verificare la loro possibile tossicità. L'improwiso sviluppo
délia fïoritura cianobatterica awenuta nel mese di settem-
bre 1997 e ripetutasi nel settembre 1998 ha aperto nuovi
fronti délia ricerca indirizzati soprattutto alla caratterizza-
zione del tipo di fïoritura e dei cianobatteri coinvolti.

MATERIALIE METODI

Terreni di coltura e condizioni di crescita
Sono stati impiegati terreni liquidi e solidi (agar 0.6%) per
cianobatteri (BG11 e BG110, Rippka 1988), che sono stati
incubati a 27 °C, e cresciuti in condizioni limitanti di ra-
diazione luminosa (circa 50 pmol s"1 m"2).

Microscopia ottica
Essendo difßcilmente distinguibili morfologicamente da
altri microorganismi fotoautotrofi come le alghe eucario-
tiche, l'identificazione dei cianobatteri è stata confermata
tramite epifluorescenza, utilizzando speciali filtri ottici che

permettono di eccitare in modo specifico i diversi pigmenti
fotosintetici producendone l'autoflorescenza. L'identificazione

è possibile in quanto un cianobatterio risulta fluorescente

sia al set di filtri per la messa in evidenza delle fi-
cocianine e ficoeritrine (F41 HQ535/50, Q565LP,
HQ610/75), sia a quello per la clorofilla a (G436, FT510,
LP520), mentre gh altri microorganismi fotosintetici risul-
tano fluorescenti unicamente al set di filtri corrispondente
alla clorofilla a (TSUJI et al.1986).

Microscopia elettronica a scansione
Le sospensioni batteriche sono state miscelate con una so-
luzione di fissaggio alla glutaraldeide (5.0 ml di tampone
fosfato 0.2 M, 0.6 ml glutaraldeide 50%, 4.4 ml d'acqua
distillata) in un rapporto di 1:9, e fissate per almeno due

ore. La soluzione è stata filtrata su filtrini di policarbonato
(Millipore GTTPO1300 con pori di 0.22 pm e 13 mm di
diametro), lavata con tampone fosfato 0.2 M, pH 7.2,

quindi trattata con soluzione di Essaggio al tetrossido di
osmio (5.0 ml di tetrossido di osmio 4%, 5.0 ml di
tampone fosfato 0.2 M). Dopo almeno 15 minuti i filtri sono
stati lavati con acqua distillata e filtrata (filtro con pori di
0.22 pm di diametro), e disidratati con bagni successivi di
5 minuti ciascuno in soluzioni di etanolo a concentrazioni
crescenti (35%, 45%, 55%, 65%, 75%, 85%, 95%, 100%),
precedentemente filtrate come descritto. Dopo l'ultimo la-

vaggio con etanolo al 100% i filtri con i batteri sono stati
immersi 5 minuti in esametildisilizano. I preparati sono
infine stati disidratati al punto critico con il «Critical Point
Dryer» (BAL-TEC) secondo il manuale, e ricoperti con

dell'oro utilizzando l'apparecchio Sputter CD005 (BAL-
TEC).

Analisi molecolari
DNA genomico ad alto peso molecolare è stato estratto
dalla fioritura cianobatterica corne descritto da FRANCHE
8c DEMERVAL (1988). I geni del 16S rDNA sono stati am-
plificati a partire dal DNA estratto tramite PCR,
utilizzando il «forward primer» HK25 (o 27F1) che corrisponde
aile posizioni 8-27 (BROSIUS et al. 1981), ed il «reverse
primer» HK26 (o 1494Rc) che corrisponde aile posizioni
1494-1513 (Neilan et al. 1997) delfrDNA di Escherichia

coli.

HK25: 5'- AGAGGTTTGATCATGGCTCA -3'

HK26: 5'- ACGGTTACCTTGTTACGAC -3'

L'amplificato è stato purificato con QIAquick PCR
purification Kit, e controllato per elettroforesi su gel d'aga-
rosio. Si è quindi proceduti ad una clonazione utilizzando
il kit TOPO TA Cloning (Invitrogen). Alcuni cloni sono
stati analizzati, tramite amplificazione, per verificare la pre-
senza dell'inserto. Dopo estrazione, purificazione dei pla-
smidi ricombinanti e una nuova PCR, sono stati ottenuti
i prodotti di amplificazione di circa 1500 pb (lunghezza nu-
cleotidica dell'rDNA). I frammenti isolati sono stati quan-
tificati grazie al kit PICOGREEN' ds DNA, ed in seguito
sequenziati con ABI Prism 310 (Perkin-Elmer) utilizzando
gli stessi oligonucleotidi HK25, HK26.

Elaborazione dati
Le sequenze nucleotidiche ottenute sono state analizzate
utilizzando un computer Apple Macintosh 4400/200 ed il
programma di gestione del sequenziatore fornito dalla PE-

Biosystem. In seguito i dati sono stati trasferiti su un
computer IBM compatibile ed analizzati usando il programma
MegAlign (DNASTAR Inc., Windows 3.06a). Le
sequenze del 16S rDNA sono state inoltre confrontate con
le sequenze batteriche omologhe ottenute dal Ribosomal
Database Project (Maidak et al., 1997). L'albero filogene-
tico è stato invece costruito utilizzando il programma
MEGA (Kuma et al., 1993).

Analisi biochimiche
A motivo délia loro natura fortemente idrofobica la mag-
gior parte dei protocolli sinora messi a punto per l'estra-
zione, l'identificazione e la quantificazione delle microci-
stine cianobatteriche prevede una solubilizzazione iniziale
in solventi organici, una purificazione parziale mediante
estrazione in fase solida su résiné ad interazione idrofobica
(octadecilsilano) e un'analisi finale mediante cromatogra-
fia liquida ad alta pressione a fase inversa (RP-HPLC).
Una simile procedura è stata utilizzata anche nel corso del

présente lavoro, ed è schematizzata in figura 2.

Estrazione metanolica
Per l'estrazione aliquote opportune délia fioritura
cianobatterica sono state filtrate per mezzo di un apparato a

vuoto su filtri Whatman GF/A (No. 1825025) di 25 mm
di diametro, lasciando applicato il vuoto fino a compléta
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Analisi biochimichc

COLI URA FILTRAZIONE ESTRAZIONE

LIQUIDA METANOl ICA

ANALISI TRAMITE
RP-HPLC

I Vi

EVAPORAZIONE
IRA MITE ROTAVAPOR

SPETTRO
D'ASSORBIMENTO

ESTRAZIONE
IN FASE SOLIDA

Fig. 2 - Schema della procedura sperimentale impiegata per l'iden-
tificazione della presenza di microcistine nella fioritura algale.

ml min"1, monitorando l'eluato a 238 nm e recuperando
manualmente in tempo reale l'eluato in corrispondenza di
eventuali piechi.

Purificazione semi-preparativa per RP-HPLC
Per ottenere il récupéra di elevate quantità delle putative
microcistine, tali da consentire ulteriori analisi, la suddetta
procedura è stata modificata; la colonna è stata inizial-
mente equilibrata ad una concentrazione meno elevata di
metanolo (20%) in modo da consentire una vera e propria
adesione dei peptidi alla résina. L'utilizzo di un super loop
in Peek ha permesso di iniettare aliquote da 1 ml; la
procedura è stata reiterata più volte consentendo l'iniezione
di volumi di preparato lino a 5 ml. La colonna è stata
quindi lavata mediante un gradiente da 20 all' 8% metanolo

(6 ml) e quindi eluita come descritto. Lo spettro di as-
sorbimento dei composti in tal modo isolati è stato misu-
rato per mezzo di uno spettrofotometro Kontron Unikon
860. La lunghezza d'onda è stata variata mediante l'uso di
un monocromatore tra 180 e 300 nm.

RISULTATIE DISCUSSIONE

liofilizzazione delle cellule. Il materiale è stato staccato dal
filtra con un bisturi, unito in un mortaio a 10 g g"1 di sab-

bia di fïume ed omogenato, per mezzo di un pestello, in
cinque successive estrazioni con 10 ml g"1 di metanolo. Gli
estratti sono stati uniti, fïltrati su carta da filtra in modo da

separare il materiale insolubile e mandati a secco in un ap-
parato Rotavapor (Heidolph W 2000/VB 2000) sotto
vuoto a 45 °C. I residui ottenuti sono stati risospesi in 20
ml di metanolo 20% (v/v) ed il materiale insolubile elimi-
nato per filtrazione attraverso un filtra di nitrocellulosa
con pori da 0.2 pm.

Estrazione in fase solida su octadecilsilano
L'estrazione in metanolo détermina la solubilizzazione
anche di elevate concentrazioni di pigmenti di natura idrofo-
bica, quali clorofïlle e carotenoidi. Per ottenere la loro eli-
minazione si è utilizzata un'estrazione in fase solida su
octadecilsilano su colonne Bakerbond spe C-18 da 1 ml,
attivate mediante il passaggio di 5 ml di metanolo 100% e

10 ml metanolo 20% (v/v). Aliquote degli estratti sono
state caricate ad un flusso di 1 ml min"1, lavando poi in se-

quenza con 10 ml di metanolo 20% e 10 ml di metanolo
50%. Il materiale ancora adeso è stato infine eluito con 10

ml di metanolo 100%. L'eluato è stato mandato a secco con
le modalità indicate in precedenza ed i residui risospesi in
500 pl di metanolo 20%.

Analisi per RP-HPLC
Dopo aver centrifugato la risospensione per 5 minuti a

8000 x g (13000 rpm), un aliquota di 20 pl del surnatante
è stata iniettata su una colonna Zorbax ODS RP-18 (4.6

x 250 mm) equilibrata in metanolo 90% : 5 mM ammo-
nio acetato pH 5.0 in rapporto 90 : 10. Questa viene

quindi eluita per 30 minuti in isocratica ad un flusso di 1

Analisi morfologiche dei cianobatteri
Dal momento che uno degli scopi iniziali del lavoro era una
ricognizione delle specie cianobatteriche presenti nel lago
di Muzzano nei diversi periodi dell'anno, i prelievi perio-
dici aile varie profondità sono stati analizzati mediante mi-
croscopia ottica. A partire dai prelievi effettuati in maggio-
giugno, si è riusciti a mettere in coltura cinque différend
specie di cianobatteri, sui quali sono state poi condotte le
analisi d'identifïcazione morfologica, che hanno permesso
la caratterizzazione dei generi: Syneckocystis sp., Synechococcus

sp., Pledonemasp., Pseudoanabaenasp., Nostocsp.. Inoltre, a fine
agosto e per tutto il mese di settembre si è sviluppata un'im-
ponente fioritura identificata poi, sia microscopicamente
che con tecniche molecolari, come Microcystis wesenbergii.

Synechocystis sp.
(Gl. Cyanophyceae; sCl. Coccogoneae; O. Chroococcales;

Synechocystis group).
Cianobatteri unicellulari che si dividono per fissione

binaria, secondo due o tre piani ad angolo retto tra loro.
Cellule singole, o a coppie; raramente in natura alcuni
ceppi possono formare aggregati di cellule in materiale ca-

psulare amorfo. Diametro -3 pm.

Synechococcus sp.

(CI. Cyanophyceae; sCl. Coccogoneae; O. Chroococcales; Synechococcus

group).
Cellule singole coccoidi, talvolta a coppie, cilindriche o

ellissoidali. Di colore verde-azzurro, sempre prive di
guaina. Divisione binaria secondo un unico piano.
Diametro inferiore ai 3 pm.

Plectonema sp.

(CI. Cyanophyceae; sCl. Hormogoneae; O. Oscillatoriales; LPP
group).
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JVostoc sp.

(Cl. Cyanophyceae\ sCl. Hormogoneae\ O. Nostocales).

Cianobatterio filamentoso, che fissa l'azoto atmosfe-
rico mediante la formazione di eterocisti, ben visibili nelle

immagini al microscopio elettronico a scansione (Fig. 5).
In acqua dolce è ricco di vacuoli gassosi che permet-

tono il galleggiamento superficiale. Alcuni ceppi sono
planctonici, altri invece vivono in simbiosi con vegetali su-

periori.

Ammasso cespuglioso o intrecciato di filamenti ricurvi,
con cellule terminali arrotondate (Fig. 3). Cellule di colore

blu-verdi, senza eterocisti e con guaina spessa, stratificata.
Ramificazioni visibili, spesso a coppie o a croce. Larghezza
3-9 pm, lunghezza 11-22 pm. Présente soprattutto in ac-

que stagnanti, su supporti fissi (sassi, piante acquatiche,
pezzi di legno).

10 pm

Fig. 3 - Pkdonana gracillum al microscopio elettronico a scansione.

Pseudoanabaena sp.

(Cl. Cyanophyceae\ sCl. Hormogoneae\ O. Oscillatoriales).

Le cellule sono da allungate a isodiametriche, spesso a

forma di canna. Molti ceppi hanno gas vacuoli polari, ma
questa caratteristica non è espressa in tutte le condizioni di
coltura, e in alcuni cloni sembra sia stata persa perma-
nentemente. Incapace di produrre eterocisti o acineti (Fig.
4). Il colore varia da blu-verde a rosso. Il diametro dei tri-
comi è di 1-3 pm. Riscontrata in acque termali (£ 55 °C),
nei fanghi marini e in quelli d'acqua dolce; comune nei se-

dimenti anaerobici contenenti solfuri. Alcune forme sono
conosciute nei plancton d'acqua dolce, ed alcuni ceppi
sono capaci di sintetizzare nitrogenasi quando le colture
sono in anaerobiosi.

Fig. 4 - Pseudoanabaena sp. al microscopio elettronico a scansione.

100 pm

10 pm

Fig. 5 - Nostoc sp. visto al microscopio elettronico a scansione.

Microcystis wesenbergii
(Cl. Cyanophycecœ\ sCl. Coccogoneae\ O. Chroococcales; Synecho-

coccus group).
Cellule singole coccoidi, che possono aggregarsi pro-

tette da una guaina, in particolare quando formano le
fioriture superficiali. Posseggono vacuoli gassosi che per-
mettono loro il galleggiamento superficiale. Possono

produrre microcistine epatotossiche. Colore verde-blu.
Diametro ~3 pm (Fig. 6 e 7).
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5':tcttaaacgtaaagcttataatgcaagtcgaacgggaatcttcggattctagtggcggacggg-

tagtaacgcgtaagaatctaacttcaggacggggacaacagttggaaacgactgctaataccc-
gatgtgccgcaaggtgaaacctaattggcctggagaagagctgcgtctgattagctagttggtgggg-
taaaggcctaccaaggcgacgatcagtagctggtctgagaggatgagcagccacactgggactgag

acacggcccagactcctacgggaggcagcagtggggaattttccgcaatgggcgaaagcctgacg-

gagcaacgcctcgtgagggaggaaggtctttggattgtaaacctcttttctcaaggaagaagttct-
gacggtacttgaggaatcaacctcggctaactccgtgccaacaacccgcggtaatacgggggaggc-

tagcgttatccggaattattgggcgtaaagcgtccgcaggtggtcagccaagtctgccgtcaaatcag
gttgcttaacgacctaaaggcgttggaaactggcaaactataaaccattaggggtagcaaggattcc-

cattttaccggtgaaatccgtaaaaattgggaagaacttcggtggcgaaagcgtg-
catctgggctgtttctgacactcagggacaaaatttaggggagcgaaagggatt :3 '

M. wesenbergii (di Muzzano e ceppo D89034)

I Cyanobacterium sp. Aj224720

M. aeruginosa Z28338

I Cyanobacterium sp. Aj224723

100 n cyanobacterium SP- AJ224718

U M. aeruginosa Aj224712

innn aeru9inosa Aj224714

I M. aeruginosa Aj224713

M. aeruginosa Aj224711

95 | | m. aeruginosa Aj224710

Fig. 6 - Microcystis wesenbergii al microscopio ottico A) a luce tra-
smessa, B) ad epifluorescenza con fïltro per le licocianine e le fi-
coeritrine.

10 pm
Fig. 7 - Microcystis wesenbergii al microscopio elettronico a scan-
sione.

Sequenziamento del gene per l'RNA ribosomale 16S e

confronto con le sequenze depositate in banche dati
Dalla fioritura cianobatterica di Microcystis wesenbergii è. stato
estratto il DNA genomico, ed i geni del 16S rDNA sono
stati amplificati tramite PCR utilizzando due oligonucleo-
tidi specifici: HK25 e HK26. L'ampliflcato purificato è

Fig. 9 - Frammento di rDNA 16S (pos. 21-721 pb) ottenuto.

Questo risultato ha quindi confermato l'identificazione
morfologica di M. wesenbergii (BOTTINELLI et al., 1998a-

1998b).

Fig. 10. Albero lilogenetico ottenuto utilizzando il programma
MEGA (Kuma et al., 1993), che conferma l'omologia tra le

sequenze presenti nel Ribosomal Database Project (Maidak et al.,

1997) e quella di M. wesenbergii ottenuta dal Lago di Muzzano.

stato clonato ottenendo 160 cloni. Le prime 32 colonie di
questi cloni sono state analizzate tramite amplificazione,
estrazione dei piasmidi ricombinanti e purificazione dai

quali è stato possibile mettere in evidenza sette prodotti di
amplificazione di circa 1500 pb (Fig. 8).

2642

500

250

Fig. 8 - Gel di agarosio con i sette frammenti di rDNA di 1500 pb
(C corrisponde al controllo negativo, M è il marcatore X-Hind III).

I sette frammenti isolati sono stati quantificati e quindi
sequenziati. La sequenza dei frammenti clonati, confron-
tata con la banca dati EMBL, ha dimostrato di corri-
spondere al 100% alia sequenza depositata con il numéro
di accesso D89034 del 16S rDNA di Microcystis wesenbergii

NIES 111 determinatadaKONDO etal., 1996 (Fig. 9 e 10).
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Determinazione délia presenza di microcistine in
estratti délia fioritura e loro stima quantitativa
Per verifïcare la possibile presenza nella fioritura di tossine

epatotossiche, si è ricorsi ad una separazione dei compo-
nenti di un estratto metanolico délia fioritura e alla loro ca-
ratterizzazione spettrofotometrica. La presenza nella com-
posizione di queste tossine, quale elemento invariante, di
un amminoacido non convenzionale, l'Adda, con un ca-
ratteristico picco di assorbimento a 238 ran, puô infatti
consentire con buona approssimazione l'identificazione di
questi metaboliti (LAWTON et al., 1994). Non disponendo
degli opportuni standard si è deciso di mettere inizial-
mente a punto il metodo utilizzando come controllo posi-
tivo un ceppo di M. aeruginosa (PCC7941) che dai dati in
letteratura è noto produrre le microcistine-RR e -LR. Se-

guendo la metodologia descritta è stato possibile ottenere
un profilo di eluizione a 238 nm del preparato ottenuto da

una coltura axenica di M. aeruginosa, consentendo di evi-
denziare effettivamente la presenza di due picchi promi-
nenti. La determinazione délia loro assorbanza ad una lun-
ghezza d'onda compresa tra 180 e 300 nm ha mostrato
uno spettro molto simile a quello pubblicato per questi
composti (dati non mostrati).

La medesima procedura effettuata con un estratto
metanolico ottenuto dalla fioritura ha messo in evidenza la

presenza di almeno cinque sostanze con un massimo di
assorbanza a 238 nm (vedi cromatogramma fig. 10), due
delle quali non risolte (picchi 2 e 3).

Il confronto tra i cromatogrammi ottenuti con moda-
lità rigorosamente identiche da estratti di Microcystis aeruginosa

coltivata in vitro e délia fioritura del lago di Muzzano
suggerisce che una delle tossine presenti in quest'ultima sia

la microcistina-LR, dal momento che entrambi i composti
eluiscono con il medesimo tempo di ritenzione (dati non
mostrati). E stato inoltre possibile stimare il recupero di
circa 140 nmol complessive di questi composti a partire
dall'estrazione del materiale contenuto in 10 ml di fioritura.

Questo potrebbe rappresentare una sottostima délia

quantità effettivamente présente.

1- 2

§

I
S m

1 1 r i 7 r r

Fig. 11 - Profilo di eluizione a 238 nm di un aliquota da 1 ml di
estratti metanolici preparati dalla fioritura di M. wesenbergii.

Ad ogni modo un simile valore indica la presenza nella
fase più densa délia fioritura, vicino alla superficie, di una
concentrazione di epatotossine non inferiore a 10"5 M. Un
valore cosi elevato, dal momento che questi inibitori ri-
sultano in grado di bloccare l'attività délia fosfatasi di tipo
1 e 2A a concentrazioni infinitesimali comprese tra 10'9 e

107 M (MACKINTOSH et al. 1990), porta ad ipotizzare che

l'ingestione anche di piccole quantità di questo materiale
da parte délia fauna lacustre possa effettivamente deter-
minare l'insorgenza di fenomeni di tossicità acuta o di ac-
cumulo lungo la catena alimentäre.

CONCLUSIONI

Le analisi limnologiche effettuate sul lago di Muzzano, nel-
l'arco di un anno indicano che si tratta di un ecosistema

ipertrofico. Le condizioni del mese di agosto (1997) sono
state ulteriormente analizzate in quanto dovrebbero aver
fortemente stimolato lo sviluppo dei cianobatteri, ed in
particolare délia specie dominante nella fioritura: Microcystis

wesenbergii. Per lo sviluppo di questa fioritura sembrano
essere state determinanti le condizioni di scarsa pluvio-
metria, poco vento, buon irraggiamento luminoso unite
ad un elevato pH (tra 8 e 9), un'elevata temperatura
(~26°C), elevate concentrazioni di ortofosfati [0.04 mg 1"

'] e tenori relativamente ridotti di nitrati [0.7 mg l"1] e am-
monio [0.01-0.02 mg"1].

Le analisi molecolari compiute hanno permesso, tra-
mite il sequenziamento del gene codificante il 16S rRNA,
di caratterizzare filogeneticamente come M. wesenbergii l'u-
nico morfotipo algale présente nella fioritura. Inoltre, tra-
mite estrazione metanolica ed analisi per RP-HPLC, è stato
possibile mettere in evidenza nella fioritura cianobatterica
la presenza di almeno cinque presunte microcistine.

Il ceppo individuato è stato spesso isolato come
responsable di fioriture tossiche nei paesi asiatici ed il fatto
che si siano individuate microcistine fra le quali la potente
microcistina-LR fa presupporre che una simile fioritura
cianobatterica possa rappresentare un rischio per coloro
che svolgono attività ricreative nel laghetto, o che si cibano
dei pesci ivi contenuti. E auspicabile dunque la prosecu-
zione di un monitoraggio che possa segnalare in tempo
reale il ripetersi di questi fenomeni, consentendo la messa
in atto di opportune norme di tutela délia salute pubblica.
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