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ABSTRACT

L’obiettivo della seguente tesi ¢ quello di analizzare le strategie di sopravvivenza
dei Cianobatteri che popolano gli ambienti desertici e approfondire le possibili
applicazioni degli stessi per risanare le zone del Pianeta Terra che pit sono colpite
dalla desertificazione.

Dopo una breve descrizione dei deserti e dei diversi fattori che limitano la vita in
tali territori, vengono esaminati e classificati gli organismi che qui riescono a
sopravvivere nonostante la situazione critica. Fra questi, gli organismi endolitici e
specialmente 1 Cianobatteri sono organismi chiave e principale oggetto di studio
dello scritto.

Si procede in seguito andando a definire la Biocrosta, focalizzandosi oltre che
sulla sua classificazione, basata sui diversi consorzi di microorganismi che la
abitano, anche sulla sua importanza per quanto riguarda il mantenimento della
fertilita e stabilita del suolo nelle zone desertiche, prive di copertura vegetale
adeguata.

Vengono poi analizzati i Cianobatteri e nello specifico i complicati processi di
adattamento che questi microorganismi hanno sviluppato per aumentare la
tolleranza nei confronti delle condizioni estreme che caratterizzano il loro habitat.
La sopravvivenza di questi organismi ¢ determinata da un fine equilibrio che deve
instaurarsi tra cicli di idratazione e disidratazione sulla base della variazione della
disponibilita di acqua nel tempo. In particolar modo il focus viene posto sulle vie
di biosintesi di polisaccaridi extracellulari (EPS) e sulla produzione di soluti
compatibili che consentono a questi organismi di proteggersi dagli stress
ambientali e osmotici cui sono esposti continuamente.

Lo studio delle strategie di sopravvivenza dei Cianobatteri pone le basi per
I’esplorazione sui loro possibili utilizzi soprattutto nel campo del Biorisanamento
di zone aride che sono in continua espansione. Allo scopo vengono presentati
degli esperimenti di inoculazione di Cianobatteri su territori minerari
dell’Australia e ambienti degradati della Spagna per poterne studiare la possibile
ricolonizzazione e ripristino. Infine viene proposto un ulteriore esperimento
relativo all’ottimizzazione della produzione di biomassa da parte di un ceppo di
Cianobatteri e sempre rivolto al miglioramento dei territori degradati.

In conclusione si tratta di studi che rappresentano la premessa a ricerche future da
condurre su larga scala per contrastare il fenomeno della desertificazione,
problema sempre piu pressante e ingente che ¢ anche oggetto dell’obiettivo
numero 15 dell’Agenda ONU 2030.



1. INTRODUZIONE

Il Pianeta Terra ospita ambienti diversi abitati da differenti comunita di organismi.
All’interno di questa grande varieta ci sono anche tutta una serie di habitat estremi
fra cui sono sicuramente degni di nota i deserti. Questi ambienti nonostante
presentino delle condizioni di vita critiche sono comunque popolati da comunita
di microorganismi che hanno sviluppato diverse strategie per poter sopravvivere
(Wierzchos et al., 2012).

Gli ambienti desertici sono caratterizzati da condizioni di aridita severe e quindi
da quantita estremamente ridotte di acqua, fattore essenziale per la vita di
qualsiasi organismo. Anche se esistono degli organismi capaci di sopravvivere in
presenza di una limitata quantita d’acqua, comunque superato un certo valore
soglia, definito come limite arido, la vita non riesce a svilupparsi. Infatti per la
maggior parte delle specie la disidratazione cellulare ¢ letale una volta raggiunto il
limite di attivita dell’acqua di 0,61 che corrisponde a un valore del 61% di umidita
relativa (RH) in condizioni atmosferiche (Wierzchos et al., 2012).

La Convenzione delle Nazioni Unite per la lotta alla desertificazione (UNCCD)
ha individuato quattro diverse zone aride (deserti aridi, deserti semiaridi, deserti
sub umidi secchi e deserti iperaridi) a seconda della quantita di acqua registrata in
ognuna di esse (Figura 1) (Perera et al., 2018).

L’aridita di questi ambienti viene individuata dal rapporto tra la piovosita media
annua e 1’evapotraspirazione (processo combinato di evaporazione dell’acqua dal
suolo e di traspirazione delle piante) media annua che costituisce 1’indice di
aridita (Al). Circa il 20% della superficie terrestre ¢ costituito da regioni iperaride
e aride con un indice di aridita inferiore a 0,20 e con un’estensione pari a 36,2
milioni di km?. Le aree iperaride con un Al inferiore a 0,05 rappresentano il 7,5%
della superficie terrestre pari a circa 10,0 milioni di km? (Wierzchos et al., 2012).
Oltre all’elevata aridita, 1 territori desertici presentano anche temperature medie
annue estreme che sono superiori ai 18 °C nei deserti caldi e inferiori ai 18 °C nei
deserti freddi. Nei deserti polari le temperature sono fredde per tutta la durata
dell’anno raggiungendo valori massimi al di sotto dello zero (gelo polare) o valori
compresi tra gli 0 °C e 1 10 °C (tundra polare) (Wierzchos et al., 2012).
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Figura 1: Distribuzione geografica dei deserti basata
sull’indice di aridita (Al) (Mirzabaev et al., 2019)



La vita degli organismi che abitano le regioni desertiche dipende oltre che dalla
carenza d’acqua anche da numerosi altri fattori. Fra questi sono impattanti i flussi
solari intensi che possono essere causa di radiazioni UV letali e le alte
temperature con le loro continue fluttuazioni. Non meno rilevanti sono gli alti
tassi di evaporazione dell’acqua e i lunghi periodi di secco, le condizioni
oligotrofiche (ridotta presenza di nutrienti) e 1’elevata salinita (Wierzchos et al.,
2012).

Questi organismi nel corso dell’evoluzione sono riusciti a sviluppare determinati
comportamenti e a regolare efficacemente il metabolismo attivandolo
reversibilmente per sfruttare i periodi di disponibilita d’acqua e diminuendone
I’attivita in quelli in cui invece questa risorsa ¢ assente. La sopravvivenza di
queste specie dipende da un sottile equilibrio che loro stesse hanno instaurato nel
tempo tra condizioni favorevoli e sfavorevoli e che potrebbe essere compromesso
anche dal minimo disturbo (Wierzchos et al., 2012).

Allo stesso tempo pero le comunita desertiche sono state costrette a ricercare dei
microhabitat piu protetti e adatti alla vita nelle rocce. Gli organismi vengono
infatti classificati a seconda della zona delle rocce che colonizzano all’interno dei
deserti. Sono state individuate delle comunita epilitiche, ipolitiche ed endolitiche
(Figura 2). Gli organismi epilitici crescono sulla superficie delle rocce, mentre
quelli ipolitici popolano i lati inferiori delle stesse. Infine le comunita endolitiche
sono quelle che sono riuscite a colonizzare 1’interno della roccia. Questi ultimi
organismi vengono ulteriormente suddivisi in criptoendolitici (specie che abitano 1
pori naturali della roccia che sono indirettamente collegati con la superficie),
casmoendolitici (organismi che abitano piu fessure connesse tra loro e collegate
alla superficie) e infine ipoendolitici (microorganismi che occupano il lato
inferiore della roccia entrando in contatto con il terreno sottostante) (Figura 2)
(Wierzchos et al., 2012).
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Figura 2: Diagramma che raffigura i diversi possibili habitat
litobiontici dei microorganismi (Wierzchos et al., 2012)

L’habitat endolitico presenta delle condizioni di vita migliori e offre maggiore
sicurezza agli organismi rispetto agli habitat epilitico e ipolitico (Wierzchos et al.,
2012). L’ambiente all’interno delle rocce assicura livelli piu elevati di umidita e
una piu alta protezione dalle radiazioni solari nocive e dalle condizioni
meteorologiche esterne avverse (temperatura e vento). Negli habitat endolitici
inoltre sono presenti depositi di minerali che permettono il riciclo dei nutrienti
costituendo un ecosistema chiuso e isolato (Walker and Pace, 2007).



La suscettibilita delle rocce alla colonizzazione da parte degli organismi endolitici
(biorecettivita) dipende dalla composizione chimico-fisica del suolo desertico
(composizione minerale, permeabilita, struttura e distribuzione di pori,
disponibilita di acqua, pH e altre) (Walker and Pace, 2007).

Gli ecosistemi endolitici sono stati enormemente indagati fin dal secolo scorso,
soprattutto per quello che riguarda gli ambienti desertici caldi. Studi molecolari
passati hanno confermato la semplicita di queste comunita di microorganismi
estremamente consistenti e strettamente imparentate in tutto il mondo (Walker and
Pace, 2007).

Rientrano all’interno di queste grandi comunita endolitiche alghe, colonie di
funghi, licheni, batteri eterotrofi e diversi generi di cianobatteri. Questi ultimi
sembrano rappresentare da diverse analisi molecolari 1 microorganismi dominanti
di questi habitat (Wierzchos et al., 2012).

Gli ecosistemi endolitici a causa della presenza di organismi fotoautotrofi (alghe,
licheni e cianobatteri) risultano essere comunitd microbiche capaci di svolgere
fotosintesi (Walker and Pace, 2007). Infatti il passaggio della luce, anche se con
intensita di radiazione minore, viene comunque garantito all’interno dei pori delle
rocce colonizzate da questi organismi, consentendo loro di espletare, anche se con
una scarsa crescita, tutte le attivita fotosintetiche necessarie alla sopravvivenza
(Wierzchos et al., 2012).

2. BIOCROSTA

Le comunita di microorganismi che popolano le regioni aride e semiaride della
Terra concorrono alla formazione delle cosiddette croste biologiche del suolo o
biocroste (BSC). Le biocroste sono costituite da produttori primari fotosintetici
quali cianobatteri, principali pionieri di questi luoghi, microalghe e crittogame con
licheni e muschi (Figura 4) (Garcia-Pichel, 2023). La presenza delle BSC
conferisce alle zone desertiche resistenza contro 1 fattori ambientali estremi che le
caratterizzano. Le BSC sono quindi in grado di apportare stabilita (Figura 3) e
fertilita a tutti quei suoli che ne sono privi poiché mancano di copertura vegetale
(Perera et al., 2018). Vengono infatti anche chiamate “mantelli di fertilitd” in
quanto permettono [D’accumulo di nutrienti dall’atmosfera garantendo la
sostenibilita degli habitat desertici. Queste loro peculiarita le rendono oggetto di
studio, specialmente in campo microbiologico, con I’obiettivo di conservare e
ripristinare la loro funzionalita e tipicita visto I’aumento ingente del fenomeno
della desertificazione (Garcia-Pichel, 2023).

Figura 3: A) Le biocroste permettono [l’‘aggregazione di particelle del suolo
stabilizzandolo - boscaglia di sclerofille, la Gran Sabana, Venezuela; B) Cianobatteri
filamentosi permettono I'aggregazione delle particelle del suolo - Colorado Plateau,
Utah meridionale, USA (Weber et al., 2022)



Figura 4: A) Crosta liscia dominata da cianobatteri — Israele; B) Campi di licheni - deserto del
Namib, Sudafrica; C) Crosta ghiaiosa con ciottoli di granito erosi, avvolti e aggregati da diverse
specie di clorolicheni, accompagnati da funghi e cianobatteri - deserto di Atacama, Cile; D)
Biocrosta ipolitica con cianobatteri che crescono sui lati e sotto ciottoli di quarzo traslucido —
Sudafrica; E) Biocrosta dominata da cianobatteri con ciano- e clorolicheni — Sudafrica; F) Crosta
pinnacolare dominata da cianobatteri con muschi e licheni - Colorado Plateau, USA; G) Biocrosta
"rugosa” in regioni semiaride - Utah nord-occidentale, USA; H) Biocrosta dominata da
cianobatteri con muschi ed epatiche, impattati dal calpestio - Brasile (Weber et al., 2022)

2.1 Classificazione, Estensione e Localizzazione della Biocrosta

Per quanto ci si riferisca alle biocroste come se fossero un unico e singolare
elemento, in realtd queste presentano una differenziazione sia dal punto di vista
strutturale che della composizione, soprattutto in termini di produttori primari
fotosintetici (Garcia-Pichel, 2023).

I cianobatteri rappresentano la componente principale e preponderante della
maggior parte delle BSC, anche se le comunita a livello delle biocroste “mature”
sono molto piu complesse. Sono stati infatti individuati oltre che cianobatteri
anche alghe, licheni, briofite, funghi, batteri, archaea e batteriofagi (Figura 5). Di
conseguenza sulla base di questa loro differente e variegata composizione le BSC
possono essere classificate in: croste cianobatteriche, croste algali, croste di
licheni e croste di muschi (Xu et al., 2021).

L’estensione delle BSC ¢ molto vasta in quanto le stesse occupano
approssimativamente il 70% delle terre aride e semiaride (Xu et al., 2021), che a
loro volta ricoprono piu del 40% delle terre emerse del pianeta (Garcia-Pichel,
2023).

La loro espansione non ¢ sempre stabile nel tempo, ma I’influenza del clima
(riscaldamento globale e variazioni nelle precipitazioni) e dell’antropizzazione
(attivita umane relative all’agricoltura, al pascolo, al traffico veicolare e
all’industrializzazione) ne provoca un continuo e dinamico cambiamento in
termini di confini e quindi di estensione e localizzazione (Garcia-Pichel, 2023).
Studi recenti ritengono che entro i1 prossimi 65 anni si assistera a una notevole
diminuzione della maggior parte delle biocroste a livello globale pari al 25-40%
(Garcia-Pichel, 2023).
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Figura 5: Rappresentazione delle croste biologiche del suolo composte da produttori
fotoautotrofi in verde (cianobatteri, alghe, licheni e briofite), microfauna che agisce
come consumatore in blu (protozoi, nematodi, tardigradi, rotiferi e microartropodi), e
decompositori in rosso (funghi, batteri e archaea) (Weber et al., 2022)

2.2 Cianobatteri e loro adattamenti

I cianobatteri sono microorganismi procarioti che possono essere distinti in specie
unicellulari coccoidi e in specie multicellulari filamentose (Sciuto and Moro,
2015), queste ultime costituite da catene di cellule vegetative in costante crescita e
divisione (Risser, 2023).

Le cellule di questi organismi non presentano compartimenti e sono rivestite da
uno strato di peptidoglicani (complessi polimerici composti da lunghe catene di
zuccheri alternati) e da una membrana esterna (Sciuto and Moro, 2015).

I cianobatteri presentano poi una diversificazione per quanto riguarda la capacita
di movimento. Esistono infatti alcune forme mobili che sono in grado di compiere
delle migrazioni verticali regolando la propria galleggiabilita attraverso la
produzione di aerotopi (strutture specializzate costituite da vescicole di gas) o la
modifica del contenuto delle inclusioni (strutture o materiali contenuti nella
cellula sottoforma di granuli o aggregati). Altri cianobatteri si spostano sulla
superficie tramite un movimento definito di scorrimento o scivolamento. In questo
caso il moto, piuttosto lento, avviene tramite la produzione di muco extracellulare
e non richiede né la presenza di flagelli né una modifica della struttura cellulare.
Infine, ci sono alcune specie di cianobatteri che, essendo privi di capacita motoria,
rappresentano delle forme immobili (Sciuto and Moro, 2015), la cui dispersione
viene comunque garantita dalla presenza degli ormogoni (Risser, 2023). Gli
ormogoni, piccoli filamenti mobili derivanti dalla frammentazione del filamento
vegetativo originale, sono capaci di attuare divisioni rapide e sincrone con
diminuzione delle dimensioni e formazione di cellule a bastoncino dotate di
estremita filiformi affusolate. Tali filamenti, una volta completato il loro processo
di differenziazione, diventano senescenti interrompendo 1 meccanismi di divisione
e crescita e svolgendo unicamente la funzione di motilita. Gli ormogoni
consentono, attraverso lo scivolamento su superficie solide, la diffusione e la
fototassi di cianobatteri immobili verso siti con condizioni di luce favorevoli, oltre
che svolgere anche importanti funzioni nell’instaurazione di simbiosi con altri
organismi eucarioti (Risser, 2023).



Inoltre i cianobatteri sono in grado di svolgere il processo di fotosintesi ossigenica
(meccanismo biochimico che tramite 1’energia solare converte CO, ¢ H,0 in
glucosio e 0,) e pertanto questa caratteristica consente loro di essere diffusi in
tutti 1 diversi ecosistemi del pianeta Terra come produttori primari, compresi gli
habitat desertici e aridi indagati in questo scritto (Sciuto and Moro, 2015).

Alcuni cianobatteri sono capaci di ridurre I’azoto atmosferico (N,) tramite
I’enzima nitrogenasi e per questo motivo vengono definiti diazotrofi. L attivita di
tale enzima viene inibita in presenza di ossigeno, motivo per cui questi organismi
hanno sviluppato delle strategie per sopperire al problema e creare un ambiente
anaerobico favorevole alla nitrogenasi. I cianobatteri azotofissatori sono in grado
quindi di attuare una separazione temporale del processo di fotosintesi ossigenica
(con produzione di 0,) da quello di fissazione dell’azoto. In alternativa possono
formare specifiche cellule che permettono una separazione spaziale dei due
processi suddetti. Per quanto riguarda quest’ultimo caso esistono alcuni ceppi di
cianobatteri filamentosi in cui le cellule vegetative sono capaci di differenziare in
cellule specializzate chiamate eterocisti. Le eterocisti sono composte da uno strato
glicolipidico interno che impedisce I’entrata dell’O, e uno spesso strato esterno di
polisaccaridi che protegge la cellula da danni fisici. Altre forme di cianobatteri
non eterocistiche formano invece delle cellule specializzate chiamate diazociti con
minore presenza di composti di accumulo ¢ una grande disponibilita di vacuoli
gassosi (Sciuto and Moro, 2015).

I cianobatteri percio, oltre ad essere importanti produttori primari, risultano anche
essere specie essenziali nelle interazioni simbiotiche con altri organismi ai quali
forniscono importanti apporti di azoto (Sciuto and Moro, 2015).

Un altro tipo di cellule specializzate che i cianobatteri sono in grado di produrre in
condizioni di stress (scarsita di luce e fosfati, pertanto di energia) tipiche di
ambienti estremi sono gli acineti. Si tratta di cellule sporiformi, dormienti e
resistenti, caratterizzate da grandi dimensioni, una parete piu spessa € un
involucro esterno composto di piu strati. Una volta ristabilite le condizioni
favorevoli gli acineti sono in grado di germinare a dare cellule vegetative (Sciuto
and Moro, 2015).

I cianobatteri sono quindi microorganismi diffusi in tantissimi e diversi habitat
compresi territori con condizioni fisiche e chimiche di stress notevolmente elevate
(ambienti ipersalini, calcificati, essiccati e con alte radiazioni luminose estesi dai
tropici fino ai poli). La loro sopravvivenza in tali contesti viene garantita anche da
tutta una serie di ulteriori strategie di adattamento morfologiche, biochimiche e
fisiologiche che questi organismi sono stati in grado di sviluppare (Sciuto and
Moro, 2015).

2.2.1 Biosintesi e ruolo degli EPS come strategia di adattamento

Gli esopolisaccaridi o EPS dei cianobatteri sono delle sostanze polimeriche
extracellulari prodotte dagli organismi stessi che vanno a comporre gran parte
della loro matrice extracellulare e che possono al tempo stesso essere rilasciate
nell’ambiente circostante. Gli EPS possono essere composti oltre che da
polisaccaridi anche da proteine, lipidi e acidi nucleici (Dabravolski and
Isayenkov, 2022). Nei cianobatteri gli EPS si ritrovano principalmente sottoforma
di slime (che contribuiscono alla motilita di scorrimento), di guaine e di capsule
(entrambe utili nella difesa da eventi dannosi) (Sciuto and Moro, 2015). Inoltre



possono essere anche categorizzati come EPS neutri, policationici e nella maggior
parte dei casi poliionici (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

Gli EPS svolgono un ruolo estremamente importante nella stabilizzazione del
suolo e nella creazione delle biocroste. Infatti legando le particelle del terreno
permettono ai cianobatteri mobili che li producono un miglior scivolamento e
quindi spostamento tra le parti piu superficiali e quelle piu interne del substrato a
seconda della variazione nella disponibilita delle diverse risorse (Xu et al., 2021).
Questi esopolisaccaridi sono poi in grado di influenzare le proprieta idrologiche
del suolo andando a favorire la ritenzione idrica (incentivata dalla presenza di
acido uronico negli EPS) e consentendo quindi un rallentamento del tasso di
disidratazione (Xu et al., 2021). Questa funzione risulta essenziale soprattutto per
le alghe verdi, che in mancanza di cianobatteri non riuscirebbero a sopravvivere a
un lungo periodo secco (Dabravolski and Isayenkov, 2022). Questo strato di
esopolisaccaridi costituisce quindi una protezione allo stress idrico non solo per i
cianobatteri, ma anche per altri organismi della BSC e puo essere potenziato dalla
luce UV andando a formare in modo diretto o sottoforma di matrice i relativi
composti di protezione da questi raggi (Xu et al., 2021).

Gli EPS contribuiscono anche allo stato di salute di altri microorganismi facenti
parte della biocrosta e in particolar modo sono utili risorse e riserve di carbonio
per tutti gli organismi eterotrofi (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

Gli EPS svolgono inoltre un importante funzione di regolazione del pH nel caso in
cui questo dovesse diminuire eccessivamente, riuscendo a proteggere le strutture
cellulari (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

2.2.2 Altri adattamenti

Per sopravvivere alle condizioni estreme 1 cianobatteri possono utilizzare anche
altre strategie (Xu et al., 2021).

La sintesi di soluti compatibili, sostanze organiche con basso peso molecolare, ¢
uno dei meccanismi adottato dai cianobatteri. Tra 1 principali soluti compatibili
presenti all’interno dei cianobatteri ci sono saccarosio, trealosio, glucosilglicerolo
e glicina betaina (Dabravolski and Isayenkov, 2022). In aggiunta a questi, molti
cianobatteri utilizzano anche dei soluti compatibili secondari sottoforma di
diverse miscele di composti come il glucosilglicerato e la prolina (Xu et al.,
2021).

I soluti compatibili ricoprono un ruolo fondamentale nella protezione dallo stress
osmotico in quanto permettono in caso di basso potenziale idrico di stabilizzare
diverse proteine e macromolecole diminuendone il tasso di denaturazione (Xu et
al., 2021).

E stato poi osservato che proteine osmoprotettive e protettive (anidrasi), proteine
chaperon e altri piccoli peptidi intrinsecamente disordinati (IPD) vengono prodotti
per combattere e mitigare le ripercussioni che la disidratazione e il basso
potenziale idrico potrebbero apportare alle popolazioni di cianobatteri. Nonostante
ci0 1 meccanismi d’azione e di interazione di queste proteine con le diverse
macromolecole per la protezione delle cellule rimangono ancora parzialmente
ignoti (Xu et al., 2021).

I cianobatteri hanno elaborato anche strategie specifiche che consentono di
proteggere I’intero apparato fotosintetico in condizioni estreme (Xu et al., 2021).



Gli enzimi antiossidanti si sono poi rivelati molto utili nella degradazione di
specie ossidanti dannose, fra le quali soprattutto le specie reattive dell’ossigeno
(ROS), essendo che i cianobatteri, al contrario delle piante, presentano
un’inferiore capacita di risposta a queste ultime. Tra gli antiossidanti non
enzimatici i carotenoidi svolgono un ruolo chiave nella protezione degli organismi
dagli stress ossidativi e il grande accumulo di specie reattive dell’ossigeno che ne
deriva (Xu et al., 2021).

2.3 Composizione della Cianocrosta

La cianocrosta costituisce una formazione edafica, cio¢ una struttura organo-
sedimentaria, estesa all’interno della superficie desertica fino a 0,5-1 cm di
profondita, che influenza ed ¢ a sua volta influenzata dalle proprieta del suolo
stesso (Garcia-Pichel, 2023).

Il territorio desertico viene colonizzato inizialmente da delle forme mobili,
filamentose e non eterocistiche di cianobatteri, dotate di pigmenti fotosintetici e
adattate alla vita all’ombra. Questi organismi sono in grado di spostarsi verso la
superficie quando ¢ disponibile acqua, riuscendo quindi a sfruttare questa risorsa,
oppure di rimanere protetti al di sotto del suolo durante i periodi piu secchi. Infatti
vivere nella porzione sottostante la superficie conferisce riparo portando al
minimo [’esposizione alla radiazione solare, ma al tempo stesso garantisce,
quando c¢’¢ umidita, un sufficiente apporto di luce per svolgere tutte le attivita
fotosintetiche. I cianobatteri pionieri producono degli aggregati di filamenti
immersi in un’unica matrice extracellulare composta da EPS, che prende contatto
con le particelle del terreno andando di conseguenza a stabilizzarlo (Garcia-
Pichel, 2023).

A seguito dell’insediamento di questi organismi, anche altri cianobatteri riescono
a occupare il medesimo territorio. Si tratta di specie prevalentemente incapaci di
muoversi e provviste di specifici assetti di pigmenti fotosintetici. La nuova
comunita formatasi grazie all’attivita fotosintetica permette in seguito la creazione
di microambienti nei primi millimetri di suolo, sostenendo quindi anche altre
popolazioni di etero- e chemiolitotrofi aerobici (organismi che utilizzano altre
specifiche fonti di energia e di carbonio per le loro attivita metaboliche rispetto ai
fotoautotrofi, e che necessitano di O, per vivere) (Garcia-Pichel, 2023).

Fra 1 cianobatteri piu diffusi all’interno delle biocroste sicuramente Microcoleus
vaginatus ¢ il pit comune, seguito da Microcoleus steenstrupii, Leptolyngbya
ohadii, Schizothrix sp. € Trichocoleus sp.. Il cianobatterio M. vaginatus non ¢ pero
in grado di fissare I’azoto (elemento essenziale per lo sviluppo dei vegetali) e
percid lo assorbe tramite un’associazione simbiotica con altri cianobatteri
diazotrofi capaci invece di legarlo come Nostoc sp., Scytonema sp., Tolypothrix
sp. e Spirirestis sp. (Xu et al., 2021).

Altri cianobatteri che si possono riscontrare all’interno di biocroste sono quelli dei
ceppi di Chroococcidiopsis, anche se tipicamente rientrano fra gli organismi
ipolitici (Xu et al., 2021).

2.4 Consorzi di Microorganismi e loro significato ecologico

In ciascuna biocrosta ¢ riconoscibile una stretta associazione tra i1 cianobatteri e le
microalghe e tutta una serie di altri organismi aerobi e anaerobi. Questa forte
relazione microbica viene identificata come un consorzio di microorganismi, il
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quale puo includere sia relazioni di tipo mutualistico sia di tipo parassitico (Perera
et al., 2018). Un esempio di mutualismo all’interno delle biocroste ¢ quello che si
instaura tra microalghe e batteri che si interscambiano micronutrienti,
macronutrienti € ormoni. Una forma di parassitismo ¢ quella rappresentata da
alcuni batteri eterotrofi che producono enzimi (glicosidasi, chitinasi, cellulasi) che
vanno a impedire la crescita di altri organismi partecipanti al consorzio per
ottenere nutrienti a loro scapito (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

Ruolo importante all’interno di queste comunita microbiche ¢ rivestito dai
cianobatteri in quanto questi organismi consentono lo scambio e il recupero di
micronutrienti (vitamina B12) e macronutrienti (azoto, carbonio e fosforo)
essenziali (Xu et al., 2021). Infatti oltre a incrementare la concentrazione di azoto
nel terreno (essendo organismi azotofissatori) permettono anche alle piante un
eccellente assorbimento di altri elementi come sodio, rame, zinco e potassio.
Inoltre ¢ stato notato come solo in presenza di cianobatteri alcuni batteri eterotrofi
siano in grado di elaborare le sostanze organiche presenti nel substrato. In questo
modo si viene a creare un equilibrio tra la fissazione del carbonio e dell’azoto ad
opera dei cianobatteri ¢ la rigenerazione dell’anidride carbonica da parte dei
batteri eterotrofi che la rendono nuovamente disponibile per gli organismi
fotosintetici (Perera et al., 2018).

Per di piu lo sviluppo dello strato di esopolisaccaridi, tipico dei cianobatteri, offre
protezione anche agli altri organismi del consorzio dalle intense radiazioni solari e
dalla conseguente minaccia di disidratazione (Perera et al., 2018).

Queste associazioni microbiche svolgono un ruolo ecologico cruciale poiché
favorendo la formazione di croste biologiche promuovono la ritenzione idrica, la
stabilizzazione e la diminuzione dell’erosione del terreno e 1’incremento della
disponibilita di sostanze nutrienti ed elementi per le piante presenti in superficie.
L’importanza biogeochimica dei consorzi di microorganismi € estremamente
rilevante nella aree desertiche dove queste interazioni possono essere sfruttate per
combattere la crescente desertificazione agevolando lo sviluppo della copertura
vegetale di questi luoghi (Perera et al., 2018).

3. CTANOBATTERI ENDOLITICI DI AMBIENTI DESERTICI

3.1 Strategie di sopravvivenza dei cianobatteri endolitici nei deserti

La complessa combinazione di condizioni che caratterizza gli ambienti desertici
ha influenzato significativamente la sopravvivenza degli organismi che popolano
questi luoghi, cianobatteri compresi (Garcia-Pichel, 2023).

Come gia indicato in precedenza, 1’acqua ¢ sicuramente il principale fattore
limitante e proprio per questo la vita microbica dei suoli aridi dipende
essenzialmente dalla capacita dei microorganismi di avvalersi dei brevi periodi in
cui questa risorsa ¢ presente. Infatti gli abitanti dei terreni aridi devono possedere
una doppia abilita: da una parte essere in grado di sopravvivere alla forte
essiccazione rimanendo in uno stato inattivo e quiescente, dall’altra parte essere
capaci di riprendere 1’attivita dopo I’idratazione (Garcia-Pichel, 2023).

Questa duplice competenza ¢ stata dimostrata dallo studio delle risposte del
cianobatterio filamentoso M. vaginatus, il piu comune nelle BSC, dopo che ¢ stato
sottoposto a un ciclo di reidratazione e disidratazione consecutivo nel corso di 6
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giorni. L esperimento ¢ stato condotto in laboratorio su una comunita della BSC,
prelevata nel deserto freddo vicino alla citta di Moab (Stati Uniti), intatta e
ospitante questo cianobatterio. Lo studio prevedeva che 1’intero campione fosse
esposto a un evento di pioggia della durata di circa 3 giorni. In questo modo ¢
stato possibile analizzare 1’attivita trascrizionale del genoma in seguito all’apporto
di acqua (situazione di idratazione) e nei giorni immediatamente successivi
quando si ristabiliva la condizione di essiccamento, oltre che tenere conto delle
variazioni del pH, di 0, e di CO,. E stato osservato che, in seguito all’idratazione,
si verificava un notevole aumento del metabolismo. Cido regolava un iniziale
turnover dei trascritti sintetizzati durante I’essiccazione e un successivo aumento
della trascrizione di geni implicati nella sintesi di ATP (molecola fondamentale
per il metabolismo delle cellule viventi) e clorofilla e nell’assorbimento di
sostanze nutritive. Inoltre sono emerse numerose risposte indicative di una
preparazione al successivo periodo di siccita. Fra queste ¢ stato registrato un
incremento dell’espressione di geni necessari alla riparazione dei danni al DNA
causati dallo stress idrico. Nella seguente fase di disidratazione si € riscontrata una
down-regolation delle attivitd metaboliche e una up-regolation dei geni coinvolti
nell’eliminazione dei ROS, nella protezione del genoma e nella produzione di
proteine chaperon. Inoltre al progredire dell’essiccamento, ¢ aumentata sia la
produzione di trealosio, saccarosio e altri soluti compatibili, sia la demolizione di
glicogeno permettendo di creare una riserva di nutrienti nella forma di cianoficina,
poli-idrossil-alcanoati e polifosfato (Rajeev et al., 2013).

La strategia piu comune adottata per sopravvivere in questi ambienti aridi
coincide con la sintesi di EPS (Figura 6) (Dabravolski and Isayenkov, 2022).
Questi esopolisaccaridi vengono perd prodotti lentamente, non rientrando di
conseguenza fra le risposte rapide che i cianobatteri applicano quando arriva il
periodo di disidratazione (Dabravolski and Isayenkov, 2022), ma costituendo un
adattamento a lungo termine (Xu et al., 2021). Si ipotizza infatti che sia la
disidratazione stessa a comportare un aumento dei livelli di EPS prodotti dagli
organismi (Dabravolski and Isayenkov, 2022). Tuttavia, la gran parte degli studi
rivolti alla comprensione del funzionamento degli EPS ¢ stata condotta su
campioni isolati e colture di cianobatteri in laboratorio. Pertanto, sarebbe
opportuno ampliare le ricerche e includere anche esperimenti su campo per
ottenere una piu chiara visione dei loro effetti (Xu et al., 2021).

Anche la formazione di soluti compatibili e di canali ionici per sopperire alle
basse quantita di acqua ¢ un adattamento attuato dai cianobatteri desertici (Figura
6). Diverse ricerche hanno dimostrato che 1’espansione delle famiglie geniche
responsabili della sintesi di trealosio e saccarosio costituisce un approccio tipico
che questi organismi utilizzano in caso di disidratazione ed estrema aridita del
substrato (Dabravolski and Isayenkov, 2022). Nel caso di scarsita d’acqua ¢ stato
verificato che alcune fra queste sostanze, in particolar modo il trealosio, sono in
grado di conservare in fase fluida i lipidi delle membrane, garantendone
I’integrita. La regolazione della quantita dei soluti compatibili all’interno di una
cellula viene svolta dalla cellula stessa sulla base della variazione del potenziale
idrico e allo scopo di preservare il funzionamento cellulare e 1I’equilibrio interno
(omeostasi). Nonostante sia chiara la funzione dei soluti compatibili nella risposta
alla disidratazione, rimangono comunque ancora poco conosciuti tutti 1
meccanismi di trasduzione del segnale che portano alla loro tempestiva
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produzione in caso di essiccamento e altrettanto rapida degradazione quando ¢
invece presente acqua nell’ambiente (Xu et al., 2021).

Durante il periodo di disidratazione si assiste a una sovraregolazione del sistema
di protezione contro lo stress ossidativo (Figura 6) (Dabravolski and Isayenkov,
2022). Questo meccanismo viene attivato poiché, in mancanza di acqua, il
processo della fotosintesi va incontro a possibili problemi dovuti a un incremento
della radiazione luminosa ricevuta e a una diminuzione delle reazioni
fotochimiche. Pertanto, 1’energia della clorofilla che viene continuamente eccitata
dalla luce in arrivo non riesce ad essere dissipata dalle attivita fotochimiche con
conseguente aumento della formazione della molecola dell’ossigeno singoletto
(specie reattiva e dannosa dell’ossigeno). I cianobatteri desertici rispondono a
questa situazione con uno scivolamento al di sotto della superficie in modo da
essere esposti a una radiazione luminosa inferiore meno dannosa. Inoltre, durante
I’essiccamento, vengono attivati geni specifici che proteggono il macchinario
della fotosintesi, dissipando 1’energia assorbita in eccesso. Il mantenimento della
clorofilla durante il processo di essiccamento permette poi di preservare integro
I’apparato fotosintetico e risparmiare quindi energia e tempo nel successivo
periodo di idratazione quando questo viene nuovamente richiesto per espletare la
sua funzione. Inoltre con la fase di disidratazione la maggior parte dei prodotti che
derivano dalla fotosintesi vengono trasformati in trealosio, saccarosio, glicogeno e
poliidrossialcanoato (PHA) costituendo un’importante risorsa in termini energetici
nel momento in cui I’organismo viene reidratato (Figura 6) (Xu et al., 2021).

Nel periodo secco si verifica anche 1’attivazione della via del pentosio fosfato e
della polifosfato glucochinasi con 1’obiettivo di produrre nucleotidi per sopperire
al danneggiamento del DNA e favorirne la riparazione (Figura 6). In aggiunta
vengono accese tutta un’altra serie di vie enzimatiche che partecipano alla
respirazione aerobica (glicolisi, ciclo dell’acido tricarbossilico, shunt del
gliossilato e la fosforilazione ossidativa) che forniscono il giusto apporto di
energia per sopravvivere al periodo di essiccamento (Figura 6) (Xu et al., 2021).
E stato inoltre osservato che I’incremento della quantiti di antiossidanti non
enzimatici, fra cui i polifenoli, permette ai cianobatteri degli ambienti aridi di
contrastare in modo piu efficace la disidratazione (Figura 6) (Xu et al., 2021).
L’aumento delle proteine chaperon capaci di preservare I’integrita delle proteine ¢
un'altra strategia che viene comunemente adottata dai cianobatteri desertici
(Figura 6) (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

I cianobatteri abitanti i suoli aridi durante il periodo secco non sono in grado di
continuare il processo di fissazione dell’azoto e di conseguenza tendono ad
accumularlo sottoforma di granuli di cianoficina che costituiscono un pool
dinamico di questo elemento che puo essere poi redistribuito in condizioni di
reidratazione (Figura 6). La capacita di azotofissazione viene recuperata durante
la fase di idratazione, solo dopo che sono state ripristinate fotosintesi e
respirazione (Xu et al., 2021).

In aggiunta, ’adeguato funzionamento della membrana plasmatica risulta
essenziale per la sopravvivenza della cellula nel periodo di disidratazione e anche
in quello successivo di reidratazione. In diversi studi sui cianobatteri ¢ emerso
come 1 livelli di acidi grassi insaturi influenzino la fluidita di membrana e come
conseguenza anche 1 valori di salinita e la capacita di resistenza alle basse
temperature (Figura 6). Tuttavia, le informazioni riguardo la funzionalita degli
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acidi grassi insaturi durante I’essiccamento sono ancora insufficienti a chiarire la
dinamica di questi processi (Xu et al., 2021).
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3.2 Utilizzo dei cianobatteri

I cianobatteri, viste le loro innumerevoli caratteristiche e capacita, possono essere
utilizzati per vari scopi sia nell’industria sia nell’agricoltura. Sono stati infatti
prodotti numerosi sistemi tecnologici e sostenibili che prevedono 1’utilizzo
combinato di cianobatteri e altri organismi per interventi in campo ambientale e
biotecnologico (Figura 7) (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

Uno dei principali utilizzi dei cianobatteri desertici ¢ quello relativo alla bonifica
delle acque reflue. Questo intervento permette di poter riutilizzare le acque cosi
ripristinate per la crescita di tali microorganismi nei suoli desertici portando a una
stabilizzazione della sabbia e rappresentando un metodo di coltivazione
vantaggioso. Il cianobatterio Scytonema sp. ¢ risultato essere 1’organismo piu
adatto per tale applicazione (Dabravolski and Isayenkov, 2022).

Allo stesso modo ¢ possibile sfruttare direttamente 1’azione dei cianobatteri
presenti sui suoli desertici per diminuire la degradazione del terreno e aumentarne
la produttivita. Sono stati infatti compiuti diversi studi ed esperimenti
sull’inoculazione di cianobatteri in ambienti aridi che hanno portato a buoni
risultati, fra 1 quali molto rilevante una diminuzione della desertificazione. Sono
molti i fattori che influenzano 1’applicazione di tale sistema e ne determinano il
funzionamento: la natura del sedimento, la temperatura e la peculiare
composizione degli EPS prodotti. Il grande problema di questa tecnologia ¢ pero
rappresentato dal fatto che la conoscenza dei consorzi di microorganismi abitanti
le biocroste ¢ ancora molto limitata nei vari ecosistemi aridi globali (Dabravolski
and Isayenkov, 2022).

In parallelo con le attivitda nei deserti sono stati effettuati anche esperimenti e
ricerche sulla possibilita di vita sul suolo di Marte. L’ipotesi di base ¢ quella di
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verificare se organismi come i cianobatteri che sopravvivono sulla Terra in
condizioni estreme possano anche sopravvivere alle condizioni di aridita
dell’ambiente marziano. Numerosi studi sono stati svolti sul cianobatterio
Chroococcidiopsis direttamente nella Stazione Spaziale Internazionale (ISS), dove
questo organismo ¢ stato esposto al vuoto spaziale, a radiazioni UV e cosmiche
ionizzanti paragonabili a quelle presenti nell’atmosfera di Marte. E stato
dimostrato come dopo lunghi periodi di esposizione a queste condizioni critiche,
Chroococcidiopsis non abbia presentato particolari modifiche del suo genoma
rispetto al campione di riferimento (Dabravolski and Isayenkov, 2022).
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Figura 7: Schema degli ipotetici impieghi dei cianobatteri
desertici (Dabravolski and Isayenkov, 2022)

4. BIORISANAMENTO

Per molto tempo il territorio desertico ¢ stato considerato economicamente
irrilevante e per questo motivo le comunita microbiche che lo abitano sono state
inizialmente ignorate (Perera et al., 2018).

Cio nonostante il recente incremento della richiesta globale di cibo (la
popolazione mondiale ¢ infatti in crescita esponenziale) e la diminuzione delle
terre fertili disponibili a causa dell’ingente urbanizzazione ha reso indispensabile
I’impiego di questi suoli aridi a scopo agricolo (Perera et al., 2018).

Al tempo stesso fattori come il cambiamento climatico globale, indotto dalla
combustione di combustibili fossili e dall’inquinamento industriale, e le
modificazioni di questi territori, fra cui I’intensificazione del pascolo e altre
attivita umane, stanno portando a un’eccessiva desertificazione. Proprio per
questo motivo il biorisanamento delle aree desertiche ¢ stato posto come uno degli
obiettivi principali dell’Agenda 2030 stilata dalla Convenzione delle Nazioni
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Unite. La desertificazione viene classificata come un processo di degradazione del
suolo che ha notevoli conseguenze come ad esempio la diminuzione della
produttivita biologica o economica dei terreni interessati. Questo fenomeno
colpisce diverse zone aride, semiaride e sub umide secche del mondo,
interessando gia piu di 250 milioni di persone, specialmente nei paesi in via di
sviluppo. L’obiettivo 15 dell’Agenda 2030 mira percido a recuperare le zone
degradate per promuovere la sostenibilita globale, considerando anche il previsto
aumento dell’aridita e della crescita demografica dei prossimi anni (Maestre et al.,
2017).

La maggior parte delle misure messe fino ad ora in atto per recuperare queste terre
si basava principalmente sulla piantumazione di piante vascolari. Queste
operazioni sono pero spesso state realizzate senza tenere conto della composizione
del substrato e delle condizioni climatiche dell’ambiente su cui si operava,
andando di conseguenza a modificare importanti parametri del suolo e della sua
biodiversita. Nel momento in cui interventi di questa portata non hanno prodotto i
risultati sperati nel ripristino del suolo, si ¢ assistito a una serie di effetti negativi
come I’incremento dei tassi di erosione e la diminuzione della copertura vegetale
che nel peggiore dei casi potevano indurre anche al collasso dell’intero ecosistema
(cambiamenti catastrofici) (Maestre et al., 2017).

Attualmente la ricerca per il ripristino delle aree degradate si sta spostando verso
I’utilizzo delle biocroste, comprendenti muschi, licheni, cianobatteri e altri
microorganismi, che sono comunita presenti in tutti i suoli desertici. Sono stati
creati in laboratorio o in serra diversi campioni di questi microorganismi che sono
stati successivamente inoculati su campo. Nonostante 1 considerevoli successi
ottenuti, il ripristino dei suoli aridi mediante tecniche di biologia sintetica € ancora
lontano dall’essere ampiamente diffuso. Bisogna infatti far fronte a una serie di
difficolta come la necessita di dover produrre un inoculo sufficientemente grande
da poter essere applicato su vaste superfici ed effettivamente adattabile alle
condizioni critiche esterne. Inoltre va considerato che queste comunita, una volta
inserite all’interno del substrato, richiedono un certo tempo per potersi sviluppare
e per riuscire a modificare il suolo. Dopo aver superato tutte queste sfide
scientifiche, I'impiego delle BSC e delle loro comunita di microorganismi non
sara piu soltanto un approccio potenziale, ma diventera un sistema efficace per il
risanamento di tutti 1 territori degradati a causa del fenomeno della
desertificazione (Maestre et al., 2017).

4.1 Inoculazione di cianobatteri in terreni aridi

I cianobatteri si sono dimostrati strumenti efficaci per il recupero degli ambienti
desertici grazie al loro ruolo cruciale nella stabilizzazione e nell’aumento della
fertilita del suolo. Questi organismi sono stati ulteriormente ingegnerizzati in
laboratorio allo scopo di ottimizzarne le diverse capacita (la produzione di EPS e
la fissazione del carbonio) e di migliorarne le interazioni con gli altri organismi
della biocrosta. Uno dei principali problemi che ancora persiste nell’impiego di
tale tecnica di inoculazione ¢ la scarsa conoscenza rispetto a tutte le molecole
segnale che sono implicate nella comunicazione e nell’interazione tra i
cianobatteri e gli altri organismi abitanti la biocrosta (Maestre et al., 2017).
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4.1.1 Esperimento in siti minerari in Australia

Le operazioni minerarie a cielo aperto prevedono lo stoccaggio dello strato piu
superficiale del terreno che puo essere riutilizzato in futuro per ripristinare le aree
degradate a causa delle attivita estrattive in quanto si tratta di fonti essenziali di
materia organica, nutrienti € organismi (Mufioz-Rojas et al., 2018).

E stato quindi condotto uno studio per comprendere quali fossero le risposte
all’inoculazione di ceppi di cianobatteri su diversi suoli prelevati nel territorio
semiarido di Pilbara, in Australia occidentale (Mufioz-Rojas et al., 2018).

Sono state selezionate alcune porzioni di terreno nel sito minerario attivo di questa
regione che copre circa 178.060 km? e presenta un clima semiarido con
temperature che si aggirano intorno ai 25-40 °C d’estate e 12-29 °C d’inverno.
Questo territorio ¢ inoltre caratterizzato da un tasso di precipitazioni annuo che
varia dai 250 ai 400 mm. I substrati prelevati erano di tre tipologie distinte: un
terreno composto da terriccio accumulato in precedenza (indicato con 1’acronimo
TS e comprendente i primi 10 ¢m del substrato), un terreno composto da
materiale di copertura di rifiuti minerari che erano stati estratti dalla fossa
mineraria (WS) e un terreno composto da una miscela dei due precedenti (TWS)
(Figura §). In aggiunta ¢ stato anche raccolto un quarto terreno naturale (NS) da
un’area non oggetto di attivitd di estrazione (Figura 8) (Mufioz-Rojas et al.,
2018).

In questa ricerca sono stati impiegati tre ceppi di cianobatteri scelti per la loro
abbondanza nei territori aridi dell’Australia e del mondo: Nostoc commune,
Tolypothrix distorta e Scytonema hyalinum (Figura 8). Questi organismi sono
stati fatti crescere in laboratorio e sottoposti a cicli di luce-buio a circa 28 °C in
modo che raggiungessero una biomassa sufficiente per 1’inoculazione. Le colture
sono state poi filtrate, risospese in acqua distillata (H,0D) e miscelate fino a
ottenere una concentrazione di biomassa pari a 2 g/L. Successivamente questi
campioni di cianobatteri sono stati inoculati in ciascuno dei quattro substrati
prelevati e assieme a due campioni di controllo, dove era stata iniettata acqua
distillata in quantita equivalente alla biomassa cianobatterica, sono stati fatti
crescere a una temperatura di 25+1 °C per un totale di 3 mesi e con un regime di
piogge/periodi di secco simile a quello riscontrabile in natura (Mufioz-Rojas et al.,
2018).

Al termine dei 3 mesi ¢ stata osservata la crescita della crosta di cianobatteri sulla
superficie di tutti 1 quattro substrati inoculati, mentre al di sopra dei due campioni
di controllo non era cresciuto nulla (Figura 8). Le differenze tra i tassi di crescita
nei quattro terreni non erano cosi rilevanti, anche se comunque ¢ stato evidenziato
che 1 suoli NS presentavano una percentuale di crescita piu elevata che andava
diminuendo rispettivamente nei suoli TWS, WS e TS. Questo esperimento ha
permesso di dimostrare che il ripristino della biocrosta nei campioni inoculati ¢
stato estremamente breve, considerata la durata totale della ricerca. Risultati
analoghi sono stati riscontrati anche per quanto riguarda il contenuto in clorofilla
con valori compresi tra 0-12,2 g /g nei quattro terreni inoculati. Anche in questo
caso ¢ stata osservata una maggiore concentrazione nel campione NS
probabilmente poiché, non essendo il terreno oggetto di attivitd minerarie,
presentava nicchie piu favorevoli. E stato poi osservato un incremento della
quantita di carbonio organico a causa dell’azione di fissazione operata dai
cianobatteri, in ciascuno dei quattro suoli inoculati rispetto ai campioni di
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controllo (Figura §). Sempre all’interno dei quattro campioni inoculati ¢ stata
rilevata anche una riduzione della mineralizzazione del carbonio (Figura §). Dato
che il valore di stabilita del suolo ¢ inversamente proporzionale alla presenza di
carbonio mineralizzato, si pud dedurre che I’attivita cianobatterica ¢ positiva
anche per questo parametro (Mufioz-Rojas et al., 2018).

Cyanobacterial
inoculation

Soll C sequestration
UoRSIRIBUW O 10§

Figura 8: Immagini digitali raffiguranti la crescita della biocrosta e le variazioni
nelle quantita di carbonio organico e mineralizzato (Mufioz-Rojas et al., 2018)

In definitiva, ’esperimento puo essere valutato favorevolmente perché consente
un aumento sia della biomassa di cianobatteri che della biocrosta e un incremento
del carbonio organico, anche se ¢ opportuno considerare che si tratta di uno studio
svolto in laboratorio e che per I’applicazione di tale tecnica su larga scala
persistono diverse limitazioni e problematiche gia in precedenza esposte (Mufoz-
Rojas et al., 2018).

4.1.2 Esperimento in siti degradati in Spagna

A seguito dei risultati positivi ottenuti con I’inoculazione di cianobatteri su scala
di laboratorio, 1 ricercatori hanno avviato test su larga scala. A questo proposito
erano gia stati compiuti alcuni esperimenti con risultati pero contrastanti: in Cina
I'utilizzo di inoculi di Microcoleus vaginatus, Scytonema javanicum e
Phormidium tenue aveva dato esito positivo, mentre analoghi tentativi effettuati
nei deserti occidentali statunitensi non avevano prodotto alcun effetto benefico
sulla crescita delle biocroste (Romén et al., 2021).

Per valutare ulteriormente 1’attendibilita di tali esperimenti ¢ stato condotto nella
provincia di Almeria (Spagna sud-orientale) uno studio che prevedeva
I’inoculazione di un consorzio di tre diversi cianobatteri allo scopo di ripristinare
il territorio. Altro obiettivo di questa ricerca era quello di verificare se strategie
come ’aumento della vitalita dei cianobatteri (indurimento) e la copertura dei siti
di campionamento potessero in qualche modo incrementare il tasso di successo di
questi esperimenti, riducendo 1’ipotizzata influenza negativa dei fattori abiotici
(Romén et al., 2021).

L’inoculazione ¢ stata effettuata su tre diversi siti con tasso di degrado in
aumento: Las Amoladeras, un’area ricca di depositi di carbonato di calcio
(caliche) e ricoperta da arbusti e biocroste, El Cautivo, una zona di calanchi
(composta da argille e arenarie calcaree) con diverse piante perenni discontinue e
biocroste, e la cava di calcare attiva di Gador con una superficie caratterizzata da
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frammenti di rocce (derivanti dall’estrazione mineraria) e biocroste. L’inoculo era
costituito da un consorzio di tre cianobatteri azotofissatori (Nostoc commune,
Scytonema  hyalinum e Tolypothrix distorta) che erano stati preparati
separatamente in un terreno di coltura liquido con 1’aggiunta di azoto per
incrementarne la velocita di crescita. Successivamente i tre ceppi sono stati
trasferiti all’interno di tre diversi fotobioreattori per ottenere una biomassa
cianobatterica adeguata all’inoculazione su larga scala (Figura 9) (Roman et al.,
2021).

Una porzione di questi cianobatteri ¢ stata inoculata direttamente sul suolo di
ciascuno dei tre siti precedentemente individuati delimitando anche opportune
zone di controllo (Figura 9). Inizialmente ¢ stata osservata una rapida crescita
della biocrosta (gia dopo il primo giorno), ma con il passare del tempo si ¢
assistito a fenomeni di disaggregazione e fessurazione della stessa (effetto
cracking) che pian piano ¢ andata completamente scomparendo (Figura 9). Si puo
dedurre che I’inoculazione diretta in questo caso non abbia prodotto esiti positivi
e stabili nel tempo, anche se ¢ stato comunque registrato, circa 2 anni dopo il
trattamento, un incremento del carbonio organico contenuto nel suolo degli
appezzamenti inoculati rispetto ai campioni di controllo (Roman et al., 2021).
Un’altra frazione dei tre ceppi di cianobatteri ¢ stata invece ulteriormente lavorata
in laboratorio dove la diminuzione graduale della quantita di acqua e I’incremento
della radiazione luminosa hanno portato a ottenere specie piu “robuste” e meglio
adattabili alle condizioni critiche persistenti nei siti di campionamento (Figura 9).
Una volta terminato tale processo di indurimento i microorganismi sono stati
inoculati nel sito sperimentale di El Cautivo. Sono stati allestiti diversi
appezzamenti, fra cui alcuni di controllo (senza inoculazione di cianobatteri), altri
con inoculazione diretta e altri ancora con inoculazione di cianobatteri induriti. In
aggiunta per ognuna delle tre diverse parcelle di terreno si ¢ andati a testare tre
diverse possibili modalita di miglioramento del sito: senza copertura, con
copertura in polietilene (griglia in plastica con riduzione della luce pari al 38%) e
con copertura con rete di fibre di cocco riciclate (rete vegetale con riduzione di
luce di circa 1’85%) (Figura 9). Misurando il livello di crescita delle varie
biocroste formatesi ¢ emerso che il processo di indurimento dei cianobatteri non
generava significative differenze in rapporto all’inoculazione diretta. Inoltre ¢
stato osservato che negli appezzamenti provvisti di copertura lo sviluppo delle
biocroste era migliore e piu stabile nel tempo, indipendentemente dal tipo di
inoculo utilizzato, pur presentando a lungo termine la presenza di fessure. Le
porzioni di suolo coperte con rete vegetale e inoculate in modo diretto hanno
mostrato risultati piu positivi rispetto a tutti gli altri trattamenti in quanto
presentavano una piu elevata quantita di clorofilla e un assorbimento spettrale piu
profondo della stessa (Figura 9). In ogni caso 1’adozione di coperture e
rivestimenti protettivi, per quanto possa favorire la crescita delle biocroste
artificiali, risulta comunque essere un approccio antieconomico e difficilmente
realizzabile per I’intera espansione delle zone degradate. Altri studi
sull’argomento propongono 1’uso di strumenti mobili che, offrendo zone d’ombra
temporanee, permettono il recupero e la colonizzazione di piu aree degradate
(Romén et al., 2021).
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Figura 9: A) Fotobioreattori utilizzati per la coltura dei ceppi cianobatterici; B) Cianobatteri
induriti in laboratorio; C) Terreno con inoculazione diretta di cianobatteri a El Cautivo; D)
Appezzamenti con cianobatteri induriti ricoperti con griglia di plastica; E) Appezzamenti con
cianobatteri induriti ricoperti con rete vegetale; F) Fessure presenti sulla biocrosta artificiale
indotta; G) Biocrosta cianobatterica sviluppata sotto la rete vegetale 6 mesi dopo Il'inoculazione
(Romdadn et al., 2021)

4.2 Produzione di cianobatteri per il miglioramento dei suoli degradati

Come gia riportato al punto 4.1.1 e 4.1.2 I’inoculazione di cianobatteri mirata al
ripristino dei suoli desertici ¢ stata ampiamente studiata, sia in laboratorio con
risultati soddisfacenti, sia con esperimenti su campo con esiti perd contrastanti e
con tutta una serie di difficolta ancora da risolvere completamente. Altro
problema che si presenta in questo ambito ¢ relativo ai costi da affrontare per
produrre una sufficiente quantita di biomassa tale da permettere I’esecuzione di
test di questa tipologia. Finora per abbassare i costi sono stati adottati alcuni
provvedimenti come l’utilizzo della luce solare per rendere piu efficiente le
temperature di crescita e la sostituzione di acqua dolce arricchita con acque reflue.
Rimane comunque molto elevato il costo del terreno di coltura utilizzato per
questi esperimenti. Si ¢ gia tentato di economizzare questo aspetto sfruttando
fertilizzanti agricoli invece dei tipici mezzi di coltura chimici, con esiti
promettenti sia nella crescita di microalghe che di cianobatteri acquatici. Nel
seguente caso di studio si ¢ cercato in particolare di verificare la possibilita di
utilizzo di terreni alternativi anche per lo sviluppo di cianobatteri del suolo,
sempre nell’ottica di risparmiare nelle attivita di ripristino delle zone degradate
del pianeta (Roncero-Ramos et al., 2019).

In questo esperimento ¢ stato utilizzato il ceppo di cianobatteri azotofissatori
Nostoc commune, prelevato nella regione di Almeria nella Spagna sud-orientale
(cava calcarea di Géador). Questi cianobatteri sono stati inoculati in quattro diversi
terreni di coltura: un terreno chimico mantenuto sterile in autoclave (BG11,), un
terreno chimico con aggiunta di azoto (BG11l), un terreno simile per
composizione ai due chimici precedenti, ma realizzato con fertilizzanti agricoli
(BG11-F) e infine un quarto terreno ottenuto sempre con fertilizzanti agricoli e
tipicamente impiegato per lo sviluppo di microalghe (medium Mann e Myers =
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MM-F). Questi mezzi di coltura presentavano differenze notevoli di costo con
un’incidenza maggiore di quelli chimici (soprattutto quello addizionato di azoto)
rispetto a quelli prodotti con fertilizzanti. La crescita di tutti i campioni ¢ stata
effettuata all’interno di bioreattori che hanno consentito il controllo di diversi
parametri (pH, temperatura, radiazione solare e disponibilita di acqua) e con
modalita di coltura in batch (nutrienti forniti solo all’inizio del saggio). Le quattro
colture di cianobatteri sono state poi inoculate in capsule Petri contenenti il
substrato originale. Inoltre sono stati allestiti anche altri due trattamenti, uno
costituito dal terreno BG11-F privo di cianobatteri e uno con la sola biomassa
cianobatterica precedentemente fatta crescere nel terreno BG11-F per poter
comprendere I’influenza dei fertilizzanti agricoli sul suolo. Ovviamente ¢ stato
predisposto anche un campione di controllo con equivalente quantitd di acqua
distillata (Figura 10) (Roncero-Ramos et al., 2019).

Dopo 3 mesi sono stati esaminati i risultati ottenuti (Figura 10) e in termini di
concentrazione di biomassa cianobatterica, il valore massimo ¢ stato rilevato nel
terreno BG11 (chimico con azoto), mentre quello minimo nel terreno BG11,
(chimico privo di azoto addizionato), dimostrando quindi 1’essenzialita di questo
elemento nello sviluppo di questi organismi. Nel terreno BG11-F il livello di
biomassa registrato era simile, leggermente inferiore, a quello del terreno BG11.
Da cio si puo dedurre come questo terreno contenente fertilizzante agricolo per
quanto non garantisca un apporto di nutrienti pari a quello del mezzo chimico,
rappresenti comunque un’ottima soluzione soprattutto in termini economici. Nel
caso poi del terreno MM-F la concentrazione di biomassa rilevata ¢ stata di poco
superiore al valore minimo del terreno BG11, (Roncero-Ramos et al., 2019).

Figura 10: Biocrosta indotta nei sette diversi trattamenti
dell’esperimento (Roncero-Ramos et al., 2019)

La misura della concentrazione della biomassa di cianobatteri non ¢ pero il
parametro piu importante nella valutazione della bonta del terreno di coltura piu
performante. E infatti necessario andare a valutare quale sia il tasso di produttivita
per ciascuno dei quattro mezzi in quanto questo viene influenzato da molti fattori,
fra cui temperatura, pH, apporto di CO,, concentrazione di ossigeno disciolto,
stato fisiologico dei cianobatteri e apporto di nutrienti. Dal punto di vista teorico
la produttivita massima viene registrata quando il tasso di crescita raggiunge la
meta del tasso di crescita massimo. In riferimento a quanto sopra ¢ stato osservato
che il terreno di coltura MM-F ¢ risultato essere il mezzo con il tasso di
produttivitd piu vicino a quello del terreno BG11 (con tasso piu elevato in
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assoluto), ma molto piu conveniente dal punto di vista economico (Roncero-
Ramos et al., 2019).

In definitiva grazie a questa ricerca ¢ stata dimostrata 1’affidabilita nell’utilizzo di
cianobatteri coltivati su mezzi ottenuti da fertilizzanti agricoli che permettono una
riduzione dei costi fino a 295 €/ha rispetto all’’impiego di terreni chimici
(Roncero-Ramos et al., 2019).

E emerso inoltre che entrambi i mezzi di coltura realizzati con fertilizzanti, sia
MM-F sia BG11-F, apportano sostanziali miglioramenti ai parametri del terreno.
E stato anche constatato che il medium BG11-F privo di cianobatteri non ha alcun
effetto su tali proprietd, dimostrando che solo la combinazione di terreno di
coltura fertilizzato e inoculo di cianobatteri possono avere un’influenza in tal
senso (Roncero-Ramos et al., 2019).

Nonostante 1 risultati positivi raggiunti, risulta comunque necessario proseguire e
incrementare studi e ricerche in questo campo (Roncero-Ramos et al., 2019).

5. CONCLUSIONI

In questo documento si sono indagati i limiti della vita in ambienti estremi dove
solo alcuni organismi, in primis i cianobatteri pionieri di questi territori, riescono
a sopravvivere alle condizioni critiche. E stato dimostrato quindi come i deserti
rappresentino un’essenziale risorsa per comprendere le varie strategie e
adattamenti che hanno permesso lo sviluppo e la crescita di tali organismi
(Wierzchos et al., 2012).

I consorzi di microorganismi che popolano i territori aridi di tutto il mondo
costituiscono un elemento fondamentale soprattutto nel ripristino delle comunita
degradate presenti sui suoli desertici proprio perché, grazie alle loro capacita e
qualita, sono in grado di ricolonizzare queste terre permettendo il progredire della
vita (Perera et al., 2018).

Il tentativo di recupero delle zone aride deve essere perseguito assiduamente
poiché in futuro ¢ stato stimato un notevole incremento del tasso di
desertificazione, oltre al fatto che la popolazione e la conseguente domanda di
cibo continuano ad aumentare cosi come 1 cambiamenti climatici sono sempre piu
evidenti e preoccupanti (Maestre et al., 2017).

La Convenzione delle Nazioni Unite, come gia riportato, ha definito il fenomeno
della desertificazione uno dei problemi principali cui 'umanita deve far fronte.
Inoltre il ripristino dei substrati aridi ¢ strettamente correlato anche ad altri scopi
che ’ONU ha gia inserito all’interno dell’Agenda 2030, fra cui vari interventi per
eliminare la poverta (obiettivo 1), mantenere condizioni di buona salute e
benessere (obiettivo 2), rendere le citta e le comunita sostenibili (obiettivo 11) e
combattere il cambiamento climatico e 1 suoi effetti negativi (obiettivo 13)
(Maestre et al., 2017).

La tecnologia microbica dei consorzi, la biologia sintetica e soprattutto I’impiego
dei cianobatteri si sono rivelati utili strumenti per contrastare questa situazione
drammatica come ¢ gia stato riportato piu volte. Sebbene siano stati raggiunti
ottimi risultati in alcuni ambiti, permangono ancora limiti e criticita significative
riguardo I'utilizzo di queste tecniche per il biorisanamento di suoli aridi e
degradati (Maestre et al., 2017). Si auspica che tali problemi possano essere risolti
in futuro, trovando soluzioni adeguate in quanto lo studio dei deserti e dei loro
organismi non solo riveste un'importanza cruciale per esplorare la storia della vita
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sulla Terra e per cercare di preservarla, ma potrebbe anche rappresentare una
promettente strategia per la ricerca di forme di vita su altri pianeti, sempre
nell’ottica della salvaguardia dell'umanita (Wierzchos et al., 2012).
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