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| ntroduzione

L'agricoltura biologica, caratterizzata dall'estWasutilizzo di fattori
di produzione di origine naturale o, se di sintesio se gia presenti
nell’ambiente, si e sviluppata in Italia con notievatardo rispetto agli
altri paesi europei. Tuttavia, al suo apprezzalia "disordinato”
sviluppo negli anni '80 ha fatto seguito, nellmii ventennio, una forte
impennata delle superfici. Questa crescita deriadl'adozione di
opportuni  riferimenti normativi e riflette una magge
sensibilizzazione dell'opinione pubblica in materi qualita e
sicurezza degli alimenti e di salvaguardia ambienta

L'applicazione corretta del metodo dell'agricoltiwalogica offre
numerosi vantaggi non solo a produttori e consumat@a anche
all’'ambiente, in quanto rappresenta di per sé ymomante strumento
di conservazione della biodiversita. Il principiobédise dell'agricoltura
biologica consiste infatti nel ricercare le risgosti problemi della
coltivazione delle piante prioritariamente all'mme
dell'agroecosistema, piuttosto che ricorrere adutinpsterni, che
possono essere considerati solo se necessariadiliist un corretto
equilibrio fra le diverse componenti del ciclo codle.

Uno dei problemi maggiormente sentiti nel settoreldgico e
costituito dalla scarsitd di mezzi di gestione @edvversita e, in
particolare, di prodotti fitosanitari. L'adozione lespansione del
criterio di coltivazione secondo il metodo biolagicanche in
agricoltura di tipo convenzionale o in fase di oersione
presuppongono, per la difesa delle colture, loupyb di nuovi
prodotti e protocolli basati su tecnologie qualisl di agenti di
controllo biologico, come possibile alternativa’wdb di pesticidi.

Occorre, infatti, favorire le condizioni piu adatifa riproduzione e
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diffusione dei nemici naturali dei parassiti comesgbili alternative
all'uso di prodotti di sintesi, ormai al bando imr&pa, e peraltro
inutilizzabili in un regime biologico.

Per quanto riguarda i parassiti tellurici, la mftwca della rizosfera
riveste un ruolo principale sia nella difesa chikongviluppo e crescita
delle piante. Infatti, nonostante il gran numeroadenti di controllo
biologico identificati ed esaminati negli ultimiceEnni e gli sforzi volti
a sviluppare protocolli applicativi in pieno cample, pratiche di
controllo biologico richiedono ancora un notevolerdstimento di
studio e ricerca (Kerry, 2000). Data la sua ricalean specie
microbiche, il terreno sostiene complesse retiidh&f che includono
diversi gruppi di nematodi (Ferrigt al., 2001; Sleatoet al., 2008).
Tuttavia, gli effetti di questa complessita sonessw poco studiati nel
loro insieme, dal momento che un numero molto éteda variabili
sono attive nel sistema. Di conseguenza, moltii §perimentali sono
spesso semplificati, concentrando [I'attenzione sochp specie
microbiche e sui loro ospiti, osservati in condmigemi-controllate
per acquisire conoscenze sulle relazioni esistef@iowen e
Tzortzakakis, 1994; Sharoet al., 2001; Polesanét al., 2008). In
condizioni di pieno campo, spesso diverse dalle dizooni
sperimentali di laboratorio o di serra, i microrgam del terreno
interagiscono con le radici, che a loro volta ieflaano le reti
alimentari sia attraverso il flusso di energia sittetica e le pratiche
colturali (incluso le rotazioni, le varieta presemte diverse tecnologie
di gestione della fertilita applicate localmentay attraverso gli effetti
diretti sulle componenti microbiche del rizoplangulla loro
biodiversita e attivita (Raaijmakeesal., 2009).

Per quanto riguarda alcuni parassiti d'importangeo@omica, tra

cui i nematodi galligeni Nleloidogyne spp.), le conoscenze di base
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sulla biologia, comportamento e biochimica sonocdasiderarsi a
tutt’oggi avanzate, anche grazie al sequenziameietogenoma di
alcune specie (Abad al., 2008). La disponibilita di dati sugli effetti
dei microrganismi presenti nella rizosfera e as#o@ tali nematodi
sono invece ancora di ridotta entita e in partdifficile reperimento.

| nematodi galligeni sono spesso causa dingentidifee di
produzione, in particolare in agroecosistemi intensome le
produzioni ortive mediterranee (Sasser, 1980; 19BS83i danneggiano
le piante sia direttamente, attraverso le alterazgtologiche indotte
nelle radici e I'assimilazione di nutrienti, chelirettamente, alterando
la funzionalita radicale e facilitando [linsedianb@n di altri
microrganismi  patogeni. Il controllo biologico denematodi
fitoparassiti e, in generale, delle specie galleggein maggior impatto
agrario, ha visto negli ultimi anni un accresciutteresse grazie agli
studi su alcuni agenti di biocontrollo con divegg@ado di specificita
(Chenet al., 1996; Kerry, 2000; Viaene e Abawi, 2000; Talaetral.,
2002; Jaffee, 2003; Bokhari, 2009).

Sulla base di questa prospettiva, I'obiettivo despo lavoro € stato
guello di valutare ed identificare, attraverso praccio il piu ampio
possibile, il grado di biodiversita e le interaziesistenti in un sistema
rappresentato dsleloidogyne incognita, pianta ospite e batteri presenti
nel terreno. In particolare, sono stati studiainbiamenti indotti sulla
microflora batterica di un terreno proveniente dé&mienda biologica,
conseguenti all'introduzione di nematodi e ad attamento chimico
con il fine ultimo di mettere a disposizione uniémse di informazioni
e conoscenze suscettibili di sviluppo applicatiyo i@dustriale per la
lotta biologica.

La biodiversita del suolo riveste un ruolo ecologiondamentale

garantendo la conservazione della capacita di egitazione degli
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ecosistemi. Di conseguenza, conoscere la struttlalile diverse
componenti microbiche e le interazioni fra gli angeni che
costituiscono I'ecosistema tellurico ci permettadguisire conoscenze
utili per mettere in atto una corretta gestiond'a®abiente radicale.

Fino a pochi anni fa, gli studi sulla biodiversitielle specie
batteriche presenti in un determinato ambientel doso metabolismo
erano basati sulla presunzione che esse potessseoeequasi tutte
isolate e coltivate su substrati artificiali. Anclse queste tecniche
tradizionali hanno permesso (e permettono tuttara) studio molto
dettagliato della specie isolata, € noto da tentmola visualizzazione
di un campione ambientale mediante tecniche di rapione e
microscopia rivela che la quantita di batteri prgéiseé di alcuni ordini
di grandezza superiore rispetto a quella misurata tecniche
tradizionali di coltura in laboratorio. Questo sigra che solo una
ridotta frazione degli organismi presenti in un ssttma puo essere
studiata mediante le tecniche tradizionali (Petcal., 1986). Il suolo,
infatti, nasconde un numero straordinario di formie vita, una
complessa rete di interazioni che coinvolge un’erorquantita di
biomassa vivente (Bloem e Breure, 2003; Nannipgeral., 2003).
Pochi grammi di terreno possono contenere miliaidi batteri,
chilometri di ife fungine, decine di migliaia diqipzoi, migliaia di
nematodi, alcune centinaia di insetti, aracnidrmiee metri di radici
(Metting, 1993).

L’avvento della biologia molecolare ha portato adcambiamento
significativo nell’approccio utilizzato per lo stoddella struttura e
dinamica di una comunita di organismi, consentenda valutazione
diretta della diversita dei gruppi e fornendo uedesdi dati rilevanti
per misurare e modellare i processi biologici. IpagEcio

metagenomico si basa sull'analisi del DNA microbiestratto
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direttamente da campioni ambientali, permettenddel@rminazione e
comprensione di complessi sistemi microbici. Gliudst di
metagenomica hanno rivelato che la maggior partke depecie
microbiche esistenti sul pianeta e i loro compogatnrappresentano
una vasta area d’indagine ancora poco esploratge(\é al., 2009).
L’analisi metagenomica, che non necessita delBis@nto in coltura di
singoli isolati microbici, rende piu semplice reeugre I'informazione
da una o piu sequenze genomiche di specie diffitdi isolare,
permettendo l'identificazione, fra I'altro, di ersiimbionti o di diversi
antagonisti non coltivabili, il cui ruolo nelle piche agricole odierne é
ancora largamente sottovalutato.

Oltre agli aspetti ecologici, l'utilizzo dei prodiothe possono
derivare da tali conoscenze e da considerarsi camdattore di
sviluppo anche economico, ma il loro sfruttamenfmedde anche dai
costi di produzione contenuti, dall'efficacia d’usadall'innocuita nei
confronti delluomo e delllambiente. Una possibiteentificazione di
antagonisti con spiccate capacita di biocontroimporta sicuramente
dei vantaggi non solo economici, ma anche ambiergehzie alla
riduzione dell'impatto dei trattamenti nematocigiirantendo maggiore
sicurezza per gli operatori e per i consumatoriaggrungendo gli
obiettivi principali della conduzione biologica. Leaatalogazione ed
analisi dei genomi microbici di un terreno €& peitaia base
scientificamente piu avanzata per poterne oggiiatede funzioni nel
terreno e sfruttarne le potenzialita applicative.

La conoscenza di queste interazioni puo avere uteaonportanti
nello sviluppo di modelli di agricoltura sostenéie nella messa a
punto di strategie di lotta biologica. Altre potaiita includono la
biofertilizzazione, il biorisanamento e, in generala valorizzazione

delle produzioni ottenibili.
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1.1 Genealita sui nematodi fitoparassiti

| nematodi fitoparassiti sono presenti in tutterdgione agricole del
mondo e provocano danni rilevanti su numerose ltéra i piu
importanti nematodi d’'importanza economica si passconsiderare i
generiMeloidogyne e Globodera.

Il genereMeloidogyne (root-knot nematodes o nematodi galligeni),
e ampiamente polifago. Le specie appartenenti atqugruppo sono
endoparassite obbligate e sono state rinvenuteitsdi@3000 specie
vegetali. Tra le piu comuniyVeoidogyne incognita rappresenta un
serio problema fitosanitario specialmente per lkuce ortive, su cui
provoca considerevoli perdite di produzione e ded@anni economici
(Eisenbaclet al., 1981). | nematodi del genekéel oidogyne provocano
delle gravi alterazioni istologiche sulla radicésibili ad occhio nudo
come galle. L’attacco causa una riduzione del vel@dell’efficienza
del sistema radicale, un minore assorbimento @dr&s di acqua e
nutrienti e, conseguentemente, una crescita riciegte parte aerea
della pianta, con perdita di produzione anche dansvoli.

Il ciclo biologico di M. incognita inizia con la deposizione delle
uova. La femmina puo produrre uova fertili dopatappiamento con
il maschio o, in mancanza di questo, per partenegjem produzione
autonoma di spermatozoi. Ciascuna femmina depoweaftl oltre 500
uova, avvolte da una matrice gelatinosa protettii@ essa stessa
produce (Fig. 1). Lo sviluppo del nematode avviatieaverso quattro
stadi larvali, separati I'uno dall’altro da alteette mute. La larva di
primo stadio si sviluppa all'interno delluovo epmb la prima muta,
passa a larva di secondo stadio (J2). Quest'ulfiimaesce dall’'uovo e
migra nel terreno, dove si muove alla ricerca da wadice. La J2

rappresenta l'unico stadio mobile dell'intero ciclmologico del
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nematode. Quando incontra la radice suscettibdea @enetra al suo
interno (Fig. 1.1a) e, dopo altre due mute, diviewelta sedentaria
(Fig. 1.1b-c).

|
sl
il

Fig. 1.1 Ciclo biologico diMeloidogyne incognita. L'intero ciclo dura
circa 25 giorni a 27 - 28 °C.

Le J2 vengono attratte dalle radici, penetrandsotito nelle vicinanze
dell'apice radicale. Una volta all’interno del tess radicale le larve
migrano verso le cellule non differenziate dell’eddrmide. Questa
migrazione attiva avviene a livello intercellulagger concludersi in
prossimitd del tessuto vascolare, dove i parasBitaelmente
stabiliscono il sito d’alimentazione (Fig. 1.2A).u€st'ultimo é
generalmente costituito da 3-10 cellule, che siftranano rapidamente
in cellule giganti e multinucleate mediante endosiitsenza divisione
cellulare. In questa fase si osservano fenomepedtiofia. Gli eventi
che danno origine a queste cellule specializzate sieterminati dalle
secrezioni iniettate dal nematode quando penetalligle vegetali con
lo stiletto (Hussey, 1998; Jones, 1981; DubreWdQ)7). Allo stesso
tempo, mentre le cellule giganti si differenziaf®cellule vicine del
periciclo iniziano a suddividersi, originando umsdeto iperplasico che
costituisce la tipica galla, principale sintomo liglestazione da

nematodi galligeni (Fig. 1.2B).
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Fig. 1.2 Alterazioni prodotte ddeloidogyne incognita in radici di pomodoro.
Sezione trasversale della radice, che mostra lelegiganti che circondano il
nematode (A). Radici parassitate con le caratiehistgalle (B, sinistra) e
radice sana (B, destra).

1.2 Lotta biologica contro i nematodi

| nematodi fitoparassiti coesistono nel suolo coomarosi
antagonisti naturali presenti in tutti i terrenssEsono caratterizzati da
un diverso grado di specializzazione e includonoghi, oomiceti,
batteri, nematodi ed altri invertebrati predatdagkau, 1980; Sayre e
Starr, 1988; Stirling, 1991; Ciancio, 2008; Cianab al., 2009).
Numerose sono le specie utili che, se impiegateettamente, possono
risultare efficaci.

L’ambiente tellurico presenta una grande biodivarsi
microbiologica, stimata sulla base di analisi corarenali nell’ordine
di circa 10 specie per g di terreno (Torswikal., 1990), ma le nuove
indagini molecolari suggeriscono una diversita ¢ene ancora
superiore. Questi microrganismi sono presenti itti tuterreni e
svolgono funzioni fondamentali come la decomposieied il riciclo

dei nutrienti. Tuttavia, nei terreni non coltivadi spesso possibile
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osservare una maggior diversita. Infatti, l'uso isedminato di
agrofarmaci di sintesi ed in particolare di fumitiaspesso comporta,
nei terreni agricoli convenzionali, una riduziongngficativa di tutte le
specie, incluso quelle utili, sia dal punto di aisiella densita che della
biodiversita. Diversi antagonisti vengono spesssen&ti in natura
nello stesso microcosmo e la loro azione puo esssgecitata contro
uno o piu organismi (Ciancio, 2005). Tuttavia, nstante la
moltitudine di nemici naturali, i nematodi fitopasiti persistono nel
terreno, dove risultano spesso in grado di cauamai consistenti alle
colture attaccate (Mankau, 1980), in particolare riegime di
monocoltura intensiva. Le interazioni nella rizoafeono caratterizzate
da un alto grado di organizzazione complessa chexrdma anche la
stabilita dell'intero microcosmo.

Tra gli antagonisti dei nematodi rientrano printipante i batteri e
i funghi. Molti autori hanno riportato l'importanziei batteri come
agenti di controllo biologico dei nematodi; ad epemi batteri del
generePasteuria sono antagonisti specifici. Si tratta di alcupeae
di Gram-positivi afferenti alle Bacillaceae, spéiczate e
caratterizzate da endospore infettive e durevall, tghico aspetto a
ventosa (Sayre e Starr, 1988; Stirling, 1991; Stadhal., 1994). Altri
batteri appartenenti al genef®acillus sono stati descritti come
possibili strumenti di lotta contro diverse speai nematodi
fitoparassiti (Weiet al., 2003). Altri batteri Gram-negativi sono stati
recentemente individuati e mostrano un ciclo pda@ss simile a
quello di Pasteuria spp. Essi sono in grado di aderire alle larve di
Meloidogyne spp. e di germinare al loro interno dando originena
fase infettiva che si conclude con la morte defiites

Questo gruppo di batteri, non coltivabili, & attmahte allo studio.

Inoltre, applicazioni di tipo metagenomico hannostnato I'esistenza
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di una grande biodiversita di specie batterichecate a nematodi
d’'importanza agraria, suggerendo che quanto oggite rappresenti
solo una frazione delle specie esistenti (Netusl., 2003). | batteri
sono gli organismi piu numerosi del suolo, infatime riportato da
Paul e Clark (1996)un grammo di suolo puo contefiacea miliardi

di batteri. Gran parte dei batteri del suolo viva micropori formati

dagli aggregati di particelle di terreno che gasmaino condizioni piu
favorevoli alla crescita microbica (Ranjard e Riome, 2001). Essi
tendono a vivere in “hotspots” che si distribuiscanodo casuale, con
frequenza crescente man mano che si procede ionglitd (Nunaret

al., 2002) (Fig. 1.3). Normalmente sono attaccag alliperfici degli
aggregati: piu piccoli essi sono, maggiore € laediita microbica e
viceversa. Inoltre, le dimensioni delle particélEnno un impatto sulla
diversita e struttura delle comunita microbiche giage, rispetto a

guanto non facciano pH e sostanza organica (Sefssital., 2001).

TOP SOIL
=]
: o @g @
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Fig. 1.3 Rappresentazione della distribuzione dei battdrsnelo.

Nel presente lavoro I'approccio sperimentale perstodio degli
antagonisti dei nematodi e stato basato su ossenvagd analisi
molecolari e microbiologiche, ripetute nel tempodersi campioni,
rappresentati da materiale vegetale (radici coeraa infestazioni di

Meloidogyne) e terreno prelevato nella rizosfera. In partioelao

10
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studio si e sviluppato su due direttrici: 1) I'asabella biodiversita e

degli effetti indotti su di essa da trattamenti aémeidi, analizzando la
microflora batterica di un terreno proveniente déamienda biologica

e 2) l'analisi delle specie di batteri presentassociazione a nematodi
galligeni.

Nel primo studio e stato utilizzato un approccio tpo
metagenomico, basato shext Generation Sequencing (NGS) per lo
studio del metagenoma batterico presente. L’'RNAl¢opresente nel
terreno e stato amplificato utilizzando primer wmnsali per il gene 16S
dei batteri e sequenziato mediante NGS dopo oppiottattamenti.
Sono stati utilizzati campioni provenienti da umpersmento fattoriale
(terreno inoculato o non inoculato cdh incognita e trattato o non
trattato con un nematocida granulare), in due tehvairsi.

Nel secondo caso sono state utilizzate tecnichéiztogmali per
l'isolamento di batteri da nematodi e per la susigascaratterizzazione
sperimentale in serra. Sono stati considerati neriafestati da
nematodi galligeni Nleloidogyne spp.) presenti su colture ortive
mediterranee presenti in Puglia, sia a conduziomodica che
convenzionale. In particolare, sono stati isolatarlizzati diversi
batteri G+ e G- ottenuti da uova, larve o masseovdiudi tre
popolazioni di Meloidogyne spp., ottenute da radici di piante di

pomodoro.

11
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1.3 Obiettivo

L'impossibilita di allevarein vitro molte specie microbiche e la
mancanza di metodi di identificazione dotati diadéguata specificita
e sensibilita limitano la comprensione di ecosisteomplessi come |l
terreno e la rizosfera. Per questa ragione, leispm#cmicrorganismi
attualmente note alla comunita scientifica poichscdtte dopo essere
state isolate e coltivate in laboratorio non rifieb I'effettiva diversita
presente, rendendo il terreno uno degli habitaesen piu difficili da
analizzare. Attraverso I'uso di moderne tecnichéagenomiche per lo
studio di comunita microbiche direttamente nel lansbiente naturale,
guesto lavoro si prefiggeva di:

1. arricchire le conoscenze sul livello di biodiveasiiscontrabile

in agroecosistemi con diverso tipo di conduzionel@gica o
convenzionale),

2. ampliare le conoscenze in termini di specie, ierimento alla

rizosfera di colture ortive in ambienti mediterrgne

3. produrre dati (sequenze) informativi sulla varigéilgenomica

per alcuni gruppi di specie di maggior interesse,

4. identificare microrganismi (batteri) associati a maodi

galligeni da cui possano emergere nuovi possibdultati

applicativi.

12
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Analisi della biodiversita microbica nella rizosfared

effetti indotti da trattamenti nematocidi
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2.1 Contenuti generali: metagenomica

La metagenomica cerca di capire la biologia a llivagregato, e
trascende il singolo organismo per concentrarsirsuo piu geni della
comunita al fine di analizzarne il grado di biodsita o i meccanismi
attraverso i quali essi possano influenzare lpetisve attivita sulla
base delle funzioni collettive. Inoltre, essa ricece anche la necessita
di sviluppare metodi computazionali in grado di ilitare la
comprensione della composizione microbica e deltdvita di
comunita cosi complesse.

Il sequenziamento del DNA e uno strumento essenzi@r la
ricerca biologica. L’approccio al sequenziamentoasdio sul
tradizionale metodo Sanger, unica metodica displeniimo a qualche
anno fa, ha subito un’improvvisa accelerazioneingtjni anni con lo
sviluppo di metodologie di nuova generazione (NG8) quali,
implementando un sistema dotato di maggiore proggssper la
lettura delle sequenze in parallelo, sono in grdideequenziare fino a
600 miliardi di basi (gigabasi o GB) con un ciclosg#quenziamento
che dura una decina di giorni (contro circa 1.000.0asi/giorno del
metodo Sanger).

Nel 1997 Balasubramanian e Klenerman idearono pnoapio per
il sequenziamento di singole molecole di DNA legatenicrosfere.
L’anno successivo fondarono limpresa Solexa, mabiéttivo di
sequenziare singole molecole di DNA non fu raggurortando
invece allo sviluppo di una metodica basata sulpbiicazione clonale
del DNA. A partire dal 2006, la prima piattaformaerp il
sequenziamento di frammenti corti (“short reads’)DINA (Solexa
Genome Analyzer) e stata introdotta sul mercaion geguito, acquisita

da lllumina (http://www.illumina.com).
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Parallelamente a questo straordinario sviluppo @mmini di
produttivita vi & stata una drastica riduzioneamtini di costi che ha
portato il sequenziamento di un Mbase a circa ladmlamericano
(USD) contro i ~10.000 USD necessari per ottenerstésso risultato
nel 2000. Conseguentemente, il sequenziamentoatidggenomi &
diventato accessibile, determinando una vera erjropoluzione nel
settore. In particolare, la gestione e I'analisidi hanno determinato
la nascita e lo sviluppo della bioinformatica, whsciplina che integra
competenze informatiche, statistiche e analiticled’ambito della
biologia. | sequenziatori di nuova generazioneifina, ABI SOLID e
Roche 454) sono diventati gli strumenti d’elezioper analisi
approfondite nel campo della biologia e della miedice consentono
in maniera nuova e piu globale una serie di appilica, tra cui il
sequenziamento dei genomi di intere comunita michab

La metagenomica € pertanto basata su di una tegaolkhe
permette di analizzare contemporaneamente uno @enu di tutti i
microrganismi (metagenoma) presenti in un detertoiaanbiente. Si
tratta di un’analisi che si applica a campioni eveti direttamente
dall’'ambiente naturale (Turnbaug al., 2009). L'impatto di queste
nuove metodiche di analisi in studi di biodiversitdicrobica ha
permesso l'accesso ad informazioni enormemente ioragh quelle
ottenibili in precedenza. Rientrano negli studitiio metagenomici
anche gli approcci NGS basati sul sequenziamentegioni variabili
di RNA ribosomale 16S (rRNA 16S), per studi tassoiod volti ad
identificare i generi di batteri presenti in unarmmita microbica e la
loro abbondanza relativa. Esempi di studi di metageca includono
analisi di popolazioni microbiche presenti nel’ane (Huberet al.,
2007, Soginet al., 2006) o nel suolo (Urichet al., 2008), la
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caratterizzazione comparativa della microflora enés nella cavita
orale umana (Keijser, 2008) o nell'intestino (Tuaaghet al., 2008).

La caratterizzazione tassonomica e genetica defobicmma del
terreno, in funzione di diversi fattori di ordindtopatologico,
rappresenta l'obiettivo primario degli studi di mgeénomica svolti
durante questo corso di dottorato.

Il gene batterico che codifica per il 16S rappréseih marker
filogenetico generalmente utilizzato negli studi lecolari di
biodiversita. La sua struttura di circa 1500 nutitBo(Fig. 2.1),
caratterizzata da sequenze altamente conservaidiigli organismi e
da sequenze ipervariabili, uniche per gli organidmina stessa specie,
lo rende idoneo per valutare la diversita genetdiéinterno di
comunita microbiche e per stabilire le relaziododenetiche tra i
diversi organismi. Le sequenze conservate hannomesso
lindividuazione di primers universali che sonoliatiati nelle reazioni
di amplificazione del DNA (Backeet al., 2003). L'amplificazione
mediante Polymerase Chain Reaction (PCR) del 1@i5s0e porzioni,
il sequenziamento di tutti gli ampliconi ed il loaonfronto con le
sequenze di microrganismi gia classificati e preéserapposite banche
dati, permette la caratterizzazione delle comumitrobiche oggetto di

studio.
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Fig. 2.1 Rappresentazione schematica del gene battericoattifica per 'RNA
ribosomale (rRNA 16S). Le regioni variabili sonoidanziate in blu, mentre
guelle conservate sono evidenziate in rosa. Lanegdi colore nero € invariata
in tutti i batteri.

In questa ricerca il sequenziamento e stato esegoiediante
piattaforma MiSeq System lllumina (www.illumina.comseq), che
prevede il sequenziamento di entrambe le estredeila regione V4
del 16S (Caporaset al., 2011). La sequenza ipervariabile di tale
regione € sufficiente per la classificazione tasgwna della specie
(Liu et al., 2007; 2008; Claessoret al. 2010). In tutti i batteri la
regione V4 del 16S é costituita da 254 nucleotidi discosta solo di
poche paia di basi da questa lunghezza. Seconuiotdcollo lllumina
la regione V4 viene amplificata usando il forwardinger 515F
(5'GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3) ed il reverse primer 86¢5'-
GGACTACVSGGGTATCTAAT-3) a cui sono ancorati degli
adattatori unici per ogni campione. Il modello dh@ificazione é

rappresentato nella Fig. 2.2.
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46 bp overlap
150 bp

-+

Fig. 2.2 Rappresentazione schematica della regione V4 d& 16
ribosomiale batterico. A) Schema di amplificazio®). Esempio di
frammento sequenziato.

Il MySeq System lllumina, come tutte le tecnoloBi&sS, utilizza
una cella a flusso consistente in una “slide” atnente trasparente
costituita, sulla superficie, da 8 comparti a cone legati degli
oligonucleotidi di ancoraggio. Il DNA da sottopoaesequenziamento,
derivante da ciascun campione, viene modificato l@&giunta di
oligonucleotidi adattatori, i quali sono complensnt agli
oligonucleotidi ancorati alla cella di flusso. lardizioni di diluizione
limite, il DNA a singolo filamento legato agli adaitori € aggiunto alla
cella a flusso e immobilizzato mediante ibridaziewé oligonucleotidi
di ancoraggio. | frammenti di DNA sono amplificaella cella a flusso
mediante una amplificazione “a ponte” (“bridge aifigation”), che si
basa sulla cattura dei filamenti di DNA ripiegadi @co che si ibridano
a un oligonucleotide di ancoraggio adiacente. Ciclultipli di

amplificazione convertono la singola molecola di AEtampo in un
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“cluster” o fascio di frammenti, amplificati clomaénte, ciascuno
composto approssimativamente da 100-200 milioni adipliconi
clonali separati. Il sequenziamento dei filamentviane mediante
libridazione di un “primer” complementare alla segza
dell'oligonucleotide adattatore. Successivamentehas 'aggiunta di
una DNA polimerasi e di una miscela di 4 nucleotidiminatori
“reversibili” marcati con fluorofori differenti. hucleotidi terminatori
sono incorporati in base alla complementarietaadskquenza di
ciascun filamento, all'interno di ogni fascio cléma Dopo
l'incorporazione del nucleotide appropriato, gtrialeagenti in eccesso
vengono rimossi con un lavaggio e la fluoresceretativa ad ogni
“cluster” viene rilevata e registrata. Mediante cssivi passaggi, il
gruppo di blocco dei nucleotidi terminatori “reviB” viene rimosso
e la marcatura fluorescente viene allontanata tearan lavaggio,
consentendo di effettuare il ciclo successivo duseziamento.
lllumina e altre tecnologie NGS hanno elaboratatstyie per
sequenziare entrambe le estremita delle molecddNdi stampo. Tale
possibilita fornisce informazioni che facilitanoallineamento e
'assemblaggio specialmente di “short reads” (Kbrbeal., 2007,
Campbell et al., 2008). Con la piattaforma Illumina l'accuratezza
nell'identificazione delle basi (“base calling”) ndinuisce con
laumentare della lunghezza del “read” (Dolatnal., 2008). Questo
fenomeno € dovuto principalmente allaumento di nsdig
d’interferenza (“dephasing noise”), costituendo pmeblema tecnico
per il processo di sequenziamento. Durante un datbo di
sequenziamento, i nucleotidi possono essere iN@EIPO eccesso o in
difetto o la rimozione del blocco puo fallire. Corticli successivi,
guesti segnali di errore si accumulano producenu® popolazione

eterogenea di filamenti di varia lunghezza all'inte di un “cluster”.
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Questa eterogeneita riduce la specificita del degnéa precisione nel

“base calling” oltre una certa lunghezza del fasdid seguito &

riportata una schematizzazione di sequenziament® N€condo la

tecnologia Illlumina (Fig. 2.3).
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Fig. 2.3 Rappresentazione schematica del sequenziamentamegiattaforma

lllumina.
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Nonostante le potenzialita, la tecnica € molto mezee non se ne
conoscono ancora limiti e problematiche. Infattirenal rischio che
gualche campione venga contaminato, e non senfale rilevarlo, é
difficile capire come utilizzare tutti i dati prowenti da un
esperimento di questo tipo: il sequenziamento (oemato “shot-gun”)
produce infatti un numero elevato di sequenze obeomb essere
riassemblate. Anche quando si riesce a ricostiugenoma completo
di alcuni organismi sconosciuti, non & immediatpiacome questo
venga trascritto e regolato e se contenga genadicplare interesse,
almeno per quello che é lo stato attuale delle soerze. Il problema
di sapere come utilizzare grandi quantita di daltipginto principale di
tutta la bioinformatica: anche se entro pochi aesara possibile
sequenziare il genoma di un individuo in poche tgehanche dati si
riempiranno di dati in maniera esponenziale, persewa necessario
elaborare strumenti di analisi complessi, ma altess tempo
sufficientemente flessibili e veloci, per sfruttarral massimo le

potenzialita.

2.2 Contenuti generali: analisi bioinformatica

L’era genomica ha assistito ad una crescita espaaendelle
informazioni biologiche rese disponibili dai progse nel campo della
biologia molecolare. In particolare, il sequenziatoedel genoma ha
dato un forte impulso a quel settore della bioinfatica che si occupa
dello studio del DNA e delle proteine. La grandeafche la comunita
scientifica sta ora affrontando consiste nel cercdr analizzare
'enorme quantita di dati prodotta in laboratori@ bioinformatica é

infatti una nuova disciplina che si occupa delloiluppo e
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dell'integrazione delle applicazioni della scierd&l'informazione al
servizio della ricerca in campo biotecnologico. FPae cio utilizza
strumenti informatici per analizzare i dati biologiche descrivono
sequenze di geni, composizione e struttura deltdepre, processi
biochimici nelle cellule, etc.

Diversi software applicativi, anchapen source, sono stati elaborati
e messi a disposizione in internet. Essi possoseresutilizzati per
l'analisi dei dati di sequenziamento derivati dadlenologie NGS. In
guesto studio sono stati utilizzati due softwarféedenti con lo scopo
di analizzare i dati ottenuti dal sequenziamento.

Il primo passo nell’analisi ha riguardato la fornoee dei
“contings” dai single reads della regione V4 deBlgatterico. A tal
fine €& stato utilizzato il software PandaSeq Asdemb
(https://github.com/neufeld/pandaseq) seguendo ndicazioni di
Masella et al. (2012). Poiché la piattaforma lllumina puo generare
sequenze di ampliconi in un formato paired-endsséanblaggio
richiede una coincidenza perfetta in corrispondetiella regione di
sovrapposizione dei due reads opposti, per produrreglevato numero
di sequenze corrette (Bartraeh al., 2011). PandaSeq ha utilizzato
come input i dati lllumina in formato FASTA, sov@gmendo i reads
per la ricostruzione dellintera sequenza assemblabntig). Il
montaggio € estremamente veloce e milioni di sexpigraired-end
sono state rapidamente assemblate.

Alla formazione dei contigs e stato necessarioaaffare un
software in grado di elaborare, mediante una sdrienoduli, le
sequenze assemblate per l'analisi definitiva chr@ aeme risultato
l'identificazione tassonomica, il grado di biodsié delle specie
presenti e la loro distribuzione nei diversi canmpie trattamenti. Per

by

l'analisi di questi dati e stato utilizzato QIIMHBttp://giime.org).
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QIIME €& un acronimo per Quantitative Insights IndMicrobial
Ecology. Si tratta di un pacchetto di softwampen source per il
confronto e l'analisi delle comunita microbichee @uo utilizzare dati
di sequenziamento generati su una varieta di foattee NGS. QIIME
guida dall'inizio l'analisi fino all'assegnazionassonomica e la
costruzione di alberi filogenetici delle sequenappresentative delle
OTU (Operational Taxonomic Units) presenti nel camp (Caporaso
et al., 2010). Il software e stato applicato a studi hasa miliardi di
sequenze da migliaia di campioni e permette diigtace valutare sia
la diversita alpha che beta. Questi termini sorati ghroposti da
Whittaker (1960) per indicare la diversita in numedi specie
all'interno di un determinato campione (alpha), evevla diversita
osservata tra i diversi campioni da confrontarealbe

2.3 Prova sperimentale

Le attivita per la caratterizzazione metagenommicbdtteri del terreno
in relazione all'infestazione da nematodi gallighanno costituito la
base dello studio realizzato. A tal fine e statgastata una prova
sperimentale finalizzata anche alla definizionelideffgtti indotti dalla
presenza di nematodi e dai relativi trattamenti miti sulla
composizione microbica del suolo.

Per allestire la prova & stato necessario campgotiaerse aziende
agricole presenti in Puglia, per ottenere una dt#anli terreno non
trattato chimicamente, utile per I'allestimentoldedperimentazione in
serra. La selezione ha riguardato un’area di @@attari in provincia
di Brindisi, tra i comuni di Mesagne, Torchiarolo $an Pietro

Vernotico, coltivata rispettando la tipicita e tadizioni del territorio e
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applicando i principi dell’agricoltura biologicanBo stati prelevati 30
campioni di terreno controllati per 'assenza dma¢odi attraverso
analisi nematologiche, miscelati e posti in serravasi da 20 cm di
diametro, in cui sono state trapiantate piantinepdmodoro cv
Tondino.

La prova consiste nelle seguenti tesi:
A) terreno proveniente da un’azienda biologica, trattato e privo di
nematodi del geneideloidogyne (usato come controllo);
B) lo stesso terreno (A) inoculato con nematodiliaz&ndo la
popolazione L4 diM. incognita, derivante da una singola massa di
uova, originaria di Leverano (LE);
C) lo stesso terreno (A) inoculato con nematodiradtaéto con un
nematocida granulardlemacur 240 cs, a base di fenamifos; Il prodotto
(registrazione N°11788 del 21 luglio 2004, Ministatella Salute) e
utilizzabile per I'impiego in pieno campo e in semper la difesa di
pomodoro, peperone, melanzana, melone, cocomeasohinw, cetriolo
e tabacco. Esso contiene 240 Ig di principio attivo in formulazione
micro-incapsulata. Per le colture ortive la dosendiego e pari a 4.2
litri per 1000 mq.
D) lo stesso terreno (A) senza inoculoMli incognita e trattato con
fenamifos.
Ciascuna delle tesi citate ha previsto tre replimloéogiche. La prova e
stata allestite in serra in condizioni controll26°C e umidita relativa
del 40-60%), con due tempi di prelievo dei campii 90 e 1 = 180
giorni) oltre al controllo iniziale §}.
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2.4 Materiali e metodi

Le J2 della popolazione dil. incognita L4 utilizzate per la prova
sono state ottenute da piante di pomodoro cv Tandiltevate in
terreno sterile e infestate artificialmente. Leicadon le galle sono
state poste in beute e aerate con pompa periatafter consentire la
schiusura di un numero elevato di uova ed ottennereematodi
necessari per I'inoculo delle piante delle tesi 8.e

Il conteggio delle J2 e stato effettuato dopo uretireana
d’'incubazione a 26°C risultando in media di 200ivitli - mr. Le
larve sono state lavate e sterilizzate superfi@ali® mediante un
passaggio in ipoclorito allo 0.5% per 5 minuti euna soluzione di
antibiotici  (0.1%  streptomicina, 0.1%  ampicillina, 0.1%
cloramfenicolo) per 10 minuti, e quindi lavate itgaa sterile per altri
10 minuti.

Prima di procedere all'inoculo delle piantine, @kreno di ciascun
vaso e stato smosso ed e stato effettuato il ppretevo (b). Sono
stati prelevati 12 g di terreno da ciascun vasmgetati in azoto
liquido e conservati a -80°C per essere utiliznali’estrazione degli
acidi nucleici. Si é proceduto quindi al trapiadiagiovani piantine di
pomodoro cv Tondino. L'inoculazione (tesi B e Cytata effettuata
aggiungendo 5000 nematodi per vaso mediante urgtgipn 3 punti
del terreno intorno alla radice, ad una profonditéirca 10 cm.

Ad un mese dall'inoculazione le piante presentavesdici con
galle a conferma dell’avvenuta infestazione. A gqu@sinto le piantine
delle tesi C e D sono state sottoposte a duernmatid chimici ripetuti
a distanza di un mese facendo uso di fenamifogidse utilizzata per
ciascun vaso e stata di 0.13 ml Memacur, con un contenuto di

principio attivo di 0.03 ml.
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Ad un mese dall’'ultimo trattamento si & procedpir, ciascuna tesi
e ripetizione, al prelievo del secondo campiong §eguendo le
indicazioni gia descritte per il precedente pradie$ono stati inoltre
rilevati dati riguardanti I'indice di galle, la lghezza della pianta, il
peso della radice, la densita di uova - g ratlee il numero di J2 - g
terreno’. La prova € proseguita trapiantando in ciascuro vasove
piantine di pomodoro cv Tondino alla terza fogliaeffettuando, dopo

tre mesi, il terzo ed ultimo prelievox)t Di seguito € riportato lo

schema sperimentale (Fig. 2.4).

Tempi
Ty T, T,
Inoculato L4 T1-13 || T1-I4 T2-13 || T2-14
Fenamifos+ L 4
Controllo Fenamifos T1-Tz|| T1-T3 T2-T2(| T2-T3
C'ontrollo non trattato CC1||CC3 TI-Cl|| T1-C3| | T2-C1|| T2-C3

Fig. 2.4 Disegno sperimentale con l'indicazione dei campidmattamenti: C-
C1l e C-C3 Controllo non trattato; 13-14 Inoculata@;LIT2-IT4 inoculato e
trattato con fenamifos; T2-T3 trattato con fenamifo

L’estrazione degli acidi nucleici per il sequenzero metagenomico
e stata effettuata mediante un kit di estrazidPmvér soil total RNA
isolation kit, MoBio, www.mobio.com), su due repliche biologigher
ciascuna tesi. Il kit (Fig. 2.5) e stato progettpéw I'utilizzo con tutti i
tipi di terreno comune, ma in particolare per i pami caratterizzati

da un alto contenuto di acidi umici.
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Elﬁea:

Fig. 2.5 1l Power soil total RNA isolation kit utilizzato per I'estrazione degli acidi nucleici
da terreno.

Saggi preliminari hanno mostrato che partendo dad? terreno e
possibile ottenere una sufficiente quantita di Ribale, che viene
catturato da una matrice in una colonna per essareessivamente
lavato ed eluito. La determinazione della concemree di RNA é
stata effettuata con lettura con spettrometro Neopdd a 260 nm. ||
materiale estratto & stato sottoposto a retroimsne seguendo le
indicazione del protocollo di sequenziamento dettda Illumina,
mediante SuperScript Ill. Per ciascun campioneatagireparata una
reazione di retrotrascrizione, contenente gli RNANTPs, HO e |l
primer. Il mix, preparato per ciascun campionetagosinoculato a 65
°C per 5 min allo scopo di denaturare tutte letsira secondarie
dellRNA e subito posto in ghiaccio per 1 min. Sostati quindi
aggiunti I'enzima con il suo buffer specifico, ilTD (ditiotreitolo) che
ottimizza l'azione della trascrittasi inversa, ea unibitore delle
RNAasi (Invitrogen). La reazione é stata condp&al0 min a 50°C e

successivamente a 85°C per 5 min, per inattivanezima, e quindi
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trasferita in ghiaccio. Ad ogni campione é statgiagto 1ul di enzima
Rnase H con incubazione a 37°C per 20 min.

Il materiale ottenuto € stato purificato utilizzandl kit di
purificazione per prodotto PCR QIAquick PCR Puafion Kit.
L'integrita del materiale genetico e stata analiazamediante
elettroforesi su gel di agarosio 1.5% (Fig. 2.6)cDNA purificato
dalla reazione di retrotrascrizione € stato dosatoNanodrop e quindi
inviato a IGA-Tecnology (Udine) per il sequenzianmersecondo lo
schema riportato precedentemente.

Fig. 2.6 Gel di agarosio (1.5%) del cDNA ottenuto.

Dal sequenziamento sono stati prodotti 36 file etjuenzesingle
reads, 2 (unforward e unreverse) per ciascuno dei 18 campioni, i
quali sono stati processati in diverse fasi dedlign bionformatica. Il
primo passo ha riguardato l'assemblaggio delle esepu per la
formazione dei contig. A tale fine é stato utilizzd&andaSeq che ha
permesso di formare delle sequenze qualitativameslide tenendo
conto di alcuni parametri, quali: eliminazione dellsequenze
contenenti dei nucleotidi non ben identificati (Ng, lunghezza della
regione di overlapping (o = 25), la lunghezza mmif) e massima (L)
dei contigs. Per ciascun campione e stato otteoatanico file di
sequenze assemblate che sono state inserite tutten iunico file
formato FASTA. Quest'ultimo ha costituito il prinigput con cui si
iniziato il processamento mediante QIIME, nellasiemne “Virtual
box” per PC, un emulatore di Linux in ambiente Wang (Fig. 2.7).
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Per avviare I'analisi & stato innanzitutto necdesafichettare tutte
le sequenze con l'aggiunta di alcune informazigquardanti i diversi
campioni, utilizzando uno script di Qiimeadd giime labels.py)
sviluppato per questo scopo e che richiede undfilesto denominato
“mapping file” (in formato .txt, TAB delimited) ircui sono riportati i
dati da tenere in conto per le analisi (Fig. 2Nl mapping file sono
descritti il SamplelD, le informazioni suBarcodeSequence e sul
Linker Primer Sequence (che in questo caso non sono presenti in quanto
l'analisi preliminare del servizio di sequenziangergrovvede ad
eliminare tali frammenti). Infine sono presenti bade informazioni
sull’'lnputFileName e una colonna di descrizion®dscription) dei

campioni.

giime1.2.1 [Running]

Ty 4) Man May 23, 6:43 PI

Fig. 2.7 Un'immagine desktop di Qiime Virtual Box.
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B TextPad - CAUsersisecondo\Deskioplabe b8
! Fle Edit Search View Tools Macros Configure Window Help
0O B"‘E‘ g é[&‘ % @‘;}Q!Eé = ﬂ!@ i %‘@i@d:’%l eie b EF\n(Ii:‘.cremsn“aHg 11 1t [] Match case o

Docurnent Selector LRl labeit X

labe b #SamplelIl BarcodeSequence LinkerPrimerSequence InputFileName Description
CcCc1 C-Cl.fna Control
TicCL T1-C-Cl.fna Control
TiCCS T1-C-C3.fna Control
TiI3 T1-I3.fna L4
T114 T1-14.fna L4
T1IT2 T1-IT2.fna Fenamifos-L4
T1IT4 T1-IT4.fna Fenamifos-L4
TiT2 T1-T2.fna Fenamifos
TiT3 T1-T3.fna Fenamifos
T2C1 T2-C-Cl.fna Control
T2C3 T2-C-C3.Ina Control
T213 T2-13.fna L4
T214 T2-14.fna L4
T2IT2 T2-IT2.fna Fenamifos-L4
T2IT4 T2-IT4.fna Fenamifos-L4
1212 T2-T2.fna Fenamifos
T2T3 T2-T3.fna Fenamifos

Fig. 2.8 Visualizzazione del contenuto del mapping fileiztiato.
Il nuovo file cosi ottenuto (Fig.2.9) é stato sptisto ad un workflow
QIIME (pick _de novo otus.py) che ha permesso di raggruppare le
nuove OTU, assegnare la tassonomia e costruilberkafilogenetico,
per tutti i campioni.

>CCL 0 MD1898:13; -23D58:1:1101:18604:2122: 7

TRCCAGCARCCGCRAT g GTTEATCGRARTTACTE RIS
>CC1 1 MD1£98:13:000000000-A3D38:1:1101:15702:2318:1 1
TG0 AGCAGC GG A A CTAG ST G ARCGT TA T SRR AT G 66 S AR OGO G SR G0 SCAT T o TR SRR GAT 3T AR TC O L aEC T TAACC G CAAA B3 6 TG TCCAA TG oA ST TAGAGT T GARRT GC S TAGAT AT T GACCAACACCEATERC GARGGCASCC CCCTROGAT SRTACTEACECTE

T 5 TARTCGEARTTACTG
>CCL 5 MD1E98:13:000000000-A3D38:1:1101:10440:3546:1
TG T

SCCT T MIIEGRH13:00000000N-BADFRLT ¢ 110 2195323774

Fig. 2.9 Esempio di file con le informazioni su ogni seqzeen

| file e le directory in uscita da questo passa@ggino stati utilizzati per
lanalisi dellalpha e beta diversity (utilizzando workflow
alpha_rarefaction.py e jackknifed beta diversity.py). Da questi due
moduli é stato possibile ottenere grafici e statit descrittive sulle
diversita alpha e beta dei campioni, in funzionkadeomposizione in
OTU.

29



Capitolo 1

2.5 Risultati e discussione

Dai 18 campioni analizzati sono stati ottenuti 3ie fdi
sequenziamento per un totale di 3298 single reads, ovvero
6 665149 sequenze qualitativamente valide, con una keagfh media
di 93 paia di basi e con un contenuto medio di 163Gi del 56%.
Mediante PandaSeq sono state ottenute8284sequenze che sono
state sottoposte all'analisi utilizzando QIIME.

Inizialmente il file contenente le sequenze é statalizzato per
determinare l'assegnazione tassonomica a cias¢cwesse Dall'analisi
sono state ottenute 4878 OTU diversamente rapgdedeenei vari
campioni, visualizzate in una mappa termica inteatn cui il colore
indica la percentuale di OTU presenti. E’ statoatmtche non tutte le
sequenze hanno permesso un’identificazione di pkvello
tassonomico per tutti i batteri presenti. Infathhe si puo osservare
dalla figura (Fig. 2.10), il livello tassonomico ne a seconda
dell'informazione ricavata da ciascuna sequenzaasBfuenze possono
appartenere allo stesso livello tassonomico, asela differenza nella
sequenza nucleotidica é tale da descriverli conparégnenti a OTU
differenti. Molto probabilmente cio trova spiegarmonella mancanza
d’'informazioni relative ai livelli tassonomici inferi (ad esempio a
livello di specie). In totale, considerando tuttcampioni, sono stati
rinvenuti 578 generi afferenti a 359 famiglie e 13dini con 91 classi
e 29 phyla (Tab. 1), distribuiti in maniera diffate nei diversi
campioni e trattamenti (Tab. 2).
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Consensus Lineage Campioni
CC1 CC3 TAI3 T4 TUT2 TATATAT2 TIT3 T2C1 T2C3 T213 T214 T2IT2 T2IT4 T2T2 T2T3

Firmicutes;g__Bacillus;s__flexus
Acidobacteria;g__Candidatus Solibacter
Acidobacteria;g__Candidatus Solibacter
Acidobacteria;g__Candidatus Solibacter
Acidobacteria;g__Candidatus Solibacter
Gemmatimonadetes;c__Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes;c_ Gemmatimonadetes
Actinobacteria;c__Thermoleophilia;f_Solirubrobacteraceae
Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o_ Solirubrobacterales
Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o_ Solirubrobacterales
Actinobacteria;c__Thermoleophilia;o_ Solirubrobacterales
Protecbacteria;c__Betaproteobacteria
Proteobacteria;c__Betaproteobacteria
Protecbacteria;c__Betaproteobacteria
Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;g_Thiobacillus
Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_Ellin6067 .
Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_EllinG067 17 14

Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_Ellin6067 636 172 97 |11 62
Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;o_Ellin6067 4 10 10 8 1
Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;f_Comamonadaceae 17

Proteobacteria;c__Betaproteobacteria;g_Janthinobacterium
Elusimicrobia;c__Elusimicrobia

Proteobacteria

Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria; g_Cellvibrio
Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria; g_Cellvibrio
Nitrospirae;c__Nitrospira;o_Nitrospirales; f_Nitrospiraceae
Protecbacteria;c__Deltaproteobacteria;o _Myxococcales
Protecbacteria;c__Deltaproteobacteria:o_Myxococcales
Acidobacteria;c__Solibacteres;g_Candidatus Solibacter
Acidobacteria;c__Solibacteres;g_Candidatus Solibacter,
Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria; g_ Steroidobacter
Proteobacteria;c_ Gammaproteobacteria;g_ Steroidobacter
Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria;f_Rhodospirillaceae
Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria; f_Rhodospirillaceae
Proteobacteria;c__Alphaproteobacteria
Proteobacteria;c__Gammaproteobacteria;g_Luteimonas
Proteobacteria;c__Gammaprotecbacteria;g_Arenimonas
Actinobacteria;c__Acidimicrobiia;o__Acidimicrobiales
Actinobacteria;c__Actinobacteria;f _Streptomycetaceae
Actinobacteria;c__Actinobacteria;f Geodermatophilaceae
Actinobacteria;c__Actinobacteria; g_Geodermatophilus

1
8
2
1
a9
50
8
12
4

Fig. 2.10 Abbondanza relativa di OTU in ciascun campione.dgti colonna, il colore varia dal blu (valore
minimo) al rosso intenso (valore massimo), in telsaeimero di OTU.
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Tabella 1: Numerosita dei livelli tassonomici nello studio lddbiodiversita.

Capitolo 1

Regno Phyla Class Ordine Famiglie Generi
Unclassified

g Other

o Crenarchaeota 2 3 3 4

< Euryarchaeota 2 3 4 4
Other
Acidobacteria 12 16 20 21
Actinobacteria 7 13 57 112
Armatimonadetes 4 9 11
Bacteroidetes 4 18 38
Chlamydiae 1
Chlorobi 3
Chloroflexi 10 26 37 39
Cyanobacteria 4 4
Elusimicrobia 2 6 6

© Fibrobacteres 1 2

o Firmicutes 3 8 21 36

,§ Fusobacteria 1 1
GNO2 2 2 2
Gemmatimonadetes 7 13 16 16
NKB19 2
Nitrospirae 1
Planctomycetes 9 15 20 26
Proteobacteria 7 53 112 223
T™M6 2 2
™7 2 2
Thermi 1 2
Verrucomicrobia 4 5 10 12
WYO 1 1 1 1
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icazione.

Tabella 2 Distribuzione dePhyla identificati, per trattamento e repl
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Capitolo 1

La diversita microbica é stata esplorata valutafalpha e la beta
diversity. QIIME ha permesso di analizzare Ialpliversity
utilizzando diverse metricheChao-1, che fornisce un parametro
indicativo della ricchezza di speciQbserved-Soecies che descrive
l'unicita delle OTUs presenti in ogni campionePD-Whole tree che
calcola la distanza evolutiva, utilizzando un atbdilogenetico. |
grafici (Fig. 2.11) hanno evidenziato che il numdr@pecie all'interno
di ciascun campione analizzato varia significatieate in funzione dei
trattamenti. Analizzando singolarmente i diversittamenti, & stato
osservato che il controllo ha presentato un minamero di specie
identificate, rispetto agli altri trattamenti. Leiffdrenze osservate
potrebbero essere spiegate dal fatto che molteiespgesenti nel
terreno possono sopravvivere in uno stato di spduevole
(Nicholson, 2002). In diverse condizione ambientalispore di questi
batteri possono passare allo stato vegetativo edgeissere rilevate
mediante le molecole di RNA. L'inoculo dei nematowl tereno
inoculato e inoculato + trattamento con fenamifba, comportato
inoltre la possibile introduzione di altri batt¢riadygina et al., 2009),
appartenenti a diversi taxa ed associati a nematdeiierminati
mediante I'analisi molecolare eseguita. Tutti i atadi condividono il
loro ambiente con specifici gruppi di batteri (Paigt al., 1986), ed e
probabile che le interazioni tra batteri e nematpdssano avere
conseguenze importanti nel determinarne la comjogzmicrobica di
un determinato ambiente. E' stato dimostrato chematodi sono in
grado di influenzare la struttura delle comunitédriche (De Mesedt
al., 2004) e i batteri a loro volta producono unaietardi composti
come ad esempio antibiotici, nutrienti, esoenzirma&ecole segnale
(Pierson et al., 2007) che inducono cambiamenti effettivi della

microflora.
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269000 chaol: Description observed species: Description
L.} 12000 B

.. 150000 i
] 3
2 ®
5 :
o %
2 2
g g
2 100000 £
= £
g L g
£ : i
) T c
] 2
] —~ =
= 50000 1 b

A &

P
[ 1 < o P T T S S V——
o 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
0 7000 4000 G000 8000 10000 12000 14000 Sequences Per Sample

Sequences Per Sample

PD whole tree: Description

1000 C
@
g
5 800
@
[}
=
;I
[=]
& 600 =
@
2 .
g
= i
= 400 4
3 I
g A I
2 -
- et
= 200 s
&
0
2000 4000 6000  B000 10000 12000 14000

Sequences Per Sample

Fig. 2.11 Misura della diversita alpha nei trattamenti uafinmdo le metriche
chao-1(A), observed species (B) e PD whole trée {@attamenti: verde =
Inoculato L4; rosso = Controllo non trattato; ararre inoculato e trattato con
fenamifos; blu = solo fenamifos.

| risultati dello studio di beta diversita hannostrato differenze tra
i trattamenti. In particolare, si € visto che i gaomi inoculati con L4 e
i campioni trattati e inoculati descrivono due grufppen definiti e
distanti tra loro (Fig. 2.12). Questo comportamemon € stato
osservato per i campioni appartenenti al contrellal trattato, che si
presentano maggiormente dispersi. Tale comportansemgfgerisce che
la presenza di J2 e uovaMi incognita abbia influenzato in maniera

sostanziale la beta diversita, determinando 'abaoma di determinati
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gruppi che risulterebbero associati al nematodiipguali € nota la
possibilita di trasportare batteri aderenti alléicnla (Standinget al.,

2006). Nonostante i nematodi, utilizzati in queptava, siano stati
sottoposti a lavaggi superficiali prima dell'inogulnon si puod
escludere che siano stati rilevati batteri pressulla superficie degli

stessi, 0 specie di simbionti presenti nella caeitagle e/o intestino.
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Fig. 2.12 Descrizione della diversita beta tra i diversi camp indicati in colore per
trattamento (verde = inoculato cdh incognita L4; rosso = controllo non trattato; arancio =
inoculato e trattato con fenamifos; blu = solo feifas) ordinati e rappresentati sui piani della
Principal Coordinates Analysis dati dalle componenti 1-2 (A), 2 -3 (B) e 1-3 (Bgr maggiori
dettaglihttp://www.sequentix.de/gelquest/help/principal_rcheates analysis.htm
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Dall'analisi tassonomica basata sulle OTU iderdiiéc a diversi
livelli, risulta che i taxa maggiormente rappres¢insono costituiti
dagli a-, B—e &Proteobacteria. Numerosa € anche risultata la
componente rappresentataAtdi nobacteria e Gemmatimonadetes. Gli
ordini piu frequenti sono risultati: Rickettsiales, Rhizobiales,

Sphingomonadal es, Burkholderiales e Nitrosomonadales (Fig. 2.13).
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A livello di genere sono state riscontrate diffememella presenza
di OTU fra i campioni inoculati coM. incognita ed il controllo non
inoculato, confermando che un certo numero di tasdterici e
associato ai nematodi e che la presenza di ratfiestate influenza la
composizione delle popolazioni batteriche.

La presenza di alcuni generi batterici, fra &acillus, é stata
riportata in associazione con nematodi. E' statmstrato che alcuni
ceppi di B. thuringensis, "largamente utilizzati come controllo
biologico di insetti", hanno anche capacita nemdeocontro nematodi
di vita libera e fitoparassiti (Waedt al., 2003). Anche alcuni ceppi di
Pasteuria (syn. Bacillus) penetrans hanno dimostrato efficacia nel
ridurre la densita d. incognita, non solo in condizioni controllate in
serra, ma anche in applicazioni di pieno campo @dan1975; Sayre e
Starr, 1988; Stirling, 1991; Ciancio, 2008; Cianeial., 2009). Alla
luce di queste osservazione la componente rappedaatai bacilli nel
trattamento L4 suggerisce la necessita di ulterm@agini a livello di
specie per l'identificazione di potenziali nuogeati di biocontrollo.

Per quanto riguarda la presenza di OTU in funzideietrattamenti
e tempi, il trattamento con L4 ha mostrato al tenypon maggior
numero di generi rispetto agli altri trattamentiug3dto valore si €
ridotto a t> rispetto agli altri trattamenti quali fenamifdask e

fenamifos che presentano una maggiore frequengendiri (Fig. 2.14).
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Fig. 2.14 Numero di generi per trattamento e tempo di cangitento.

In particolare, considerando i generi presenti woa frequenza pari
el/o superiore all'1% del totale, solo 5 generilt@w essere comuni a
tutti i trattamenti nei tre tempi del saggio, andee con percentual
variabili in ciascun campioneCandidatus Solibacter, Streptomyces,
Rubrobacter, Nitrospira, Seroidobacter. La restante parte dei generi &
presente unicamente in un campione e/o in pitatrahti. Ad esempio
il genere indicato dal codice Adappartenente alla famiglia
Flammeovirgaceae, raggiunge valori quasi del 2% @ solo nel
trattamento con fenamifos+LZ&hiobacillus e presente nel controllo a
to con percentuale del 22 % e si riduce al di sottidlde in tutti i
trattamenti. AncheJanthinobacterium presenta una riduzione con
valori al di sotto dell'l% per quasi tutti i tratianti. | batteri

appartenenti al gener@ellvibrio hanno mostrato un incrementa:a
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probabilmente dovuto al trattamento chimico conafeifos, che
raggiunge il 28% d&». Al contrario, per il gener&eroidobacter si
osserva la maggiore frequenza;al genereNocardioides, presente in
tutti i trattamenti ad eccezione del controllotoa mostra infine un

incremento notevole nel trattamento con fenamifeqkig. 2.15).
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Fig. 2.15 Distribuzione percentuale di generi presenti pasain trattamento (media di due
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totale del trattamento (A4= ordine Sphingobactesafamiglia Flammeovirgaceae).
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Riguardo la crescita delle piante, al tempdl ttrattamento con solo
fenamifos ha indotto un incremento dell’altezzgpeiso al controllo e agli
altri trattamenti (L4ed L4 trattato). In quest’ultimo caso la mancatecatia
osservabile e dovuta alla somministrazione del @itodalla fine del primo
ciclo d'infestazione da parte M. incognita, effettuato in modo da assicurare
la presenza del nematode. La migliore crescitatragtamento solo con
fenamifos appare invece legata ad una maggior poote da altri parassiti
presenti nella serra. Al tempglincremento di altezza si € reso visibile solo

per i trattamenti che hanno previsto l'inoculo di(Eig. 2.16).
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Fig. 2.16 Effetto dei trattamenti sull'altezza delle piamtepomodoro
cv Tondino, (media SD, 2 repliche).
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Per quanto riguarda le radici, la presenza dehatecida sistemico e
risultata efficace, inducendo un incremento debpasentrambi i tempi, ed
una maggior protezione anche rispetto al controdio trattato.

Il maggior peso in presenza di nematodi & da riaoedalla presenza di galle
con alterazioni istologiche (Fig. 2.17).

Root weight oTil

|
&

&

Weight (g)

w
-

Controllo Fenamifos L4 Fenamifos+L4

Fig. 2.17 Effetto dei trattamenti sul peso delle radici dimpdoro cv
Tondino, (media: SD, 2 repliche).
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A t1 il trattamento con fenamifos non ha avuto effepter, via dell’epoca di
somministrazione, sul numero di uova per g di mdidn effetto

significativo, rispetto al trattamento inoculatonc@4, € invece risultato
osservabile & (Fig. 2.18).

120000

Eggs/g root
OT1 EAT2

100000

8000.0

6000,0

Fggs

4000.0

2000.0

0.0

L4 FenamifostL4

Fig. 2.18 Densita delle uova per g di radice su pomodord andino,
per i diversi trattamenti (mediaSD, 2 repliche).
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Nonostante la diversa densita di uova l'indice dileg (RGI) non & variato

significativamente fra i due trattame(fig. 2.19).

RGI @TI

BET2

RGI

L4 Fenamifos+L4

Fig. 2.17 Valori dellindice di galle (RGI) osservati sulledici di
pomodoro inoculate, per diversi isolati
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Analis delle specie batteriche presenti in associazione a

nematodi galligeni
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3.1 Prova sperimentale

Obiettivo della presente attivita di ricerca é st@blare, identificare e
caratterizzare batteri presenti su masse d’uoaave di secondo stadio
(J2) da radici di piante infestate da nematodifire di selezionarne
isolati potenzialmente efficaci come agenti di cold biologico.

La prova e stata condotta utilizzando batteri tsala J2 e masse
d’'uova di M. incognita, provenienti da tre diverse aziende ortive
pugliesi, naturalmente infestate dal parassitattiel, sono stati isolati
su agar nutritivo (AN: 20 g agar, 5 g peptone,&styatto di lievito, 1
di acqua) mediante inseminazione di acqua di lavagly masse
d’'uova o J2 e successivamente utilizzati in prguerisentali in serra
per valutarne l'efficacia contrd/l. incognita. | campioni di terreno
sono stati prelevati dal territorio di Gallipoliekerano (LE) o Terlizzi
(BA) e mantenuti in serra in vasi da 20 cm di dimmeon piantine di

pomodoro cv Tondino.

3.2 Materiali e metodi

Sono stati saggiati diversi isolati di batteri G€e provenienti da
uova o J2 ottenute da radici di piante di pomodattaccate dav.
incognita e prelevate in tre differenti localitd pugliesi al@®ooli,
Terlizzi, Leverano). Per I'isolamento, alcune madi®va sono state
immerse in acqua sterile (10 in Eppendorf da 2 ml e leggermente
agitate. Con l'aiuto di un’ansa sterile ad aneltme state prelevate
alcune cellule batteriche presenti nell'acqua datgio e trasferite su
AN strisciando I'ansa su meta piastra. Questa qpmara € stata
ripetuta altre due volte sterilizzando l'ansa, amulo la piastra e
riprendendo dal punto interrotto, in modo da ottertes percorsi in tre
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diverse direzioni. Dopo un’incubazione di 48 or@&C sono state
isolate singole colonie in base alla forma e abical

Inoltre, alcune masse di uova sono state trasfdirtamente su
piastre contenenti AN ed incubate a 26°C. Dopo r&4l® masse sono
state osservate al microscopio e con la punta @nsga o0 ago sterile
sono state prelevate altre cellule batteriche alfante cresciute intorno
alle uova o J2 emerse nel frattempo. | batterigogrésono stati dispersi
in 1 ml di acqua sterile in un tubo Eppendorf enduipiastrati come
descritto in precedenza al fine di ottenere colataesingole cellule.
Ogni isolato é stato messo a crescere in 1 mlatidfiquido (LB: 10 g
- 1 NaCl, 10 g - 1 peptone, 5 g -l estratto di lievito) a 26°C in
agitazione (150 rpm). Trascorse 24 ore, pDOI coltura cellulare sono
stati utilizzati per I'estrazione del DNA dalle kéé batteriche, mentre
la parte restante € miscelata con glicerolo (camaeione finale 20%)
e conservata a -20°C.

Gli acidi nucleici totali sono stati estratti segde la procedura
descritta da Sambrook e Russel (2001). Il DNA aitene stato
risospeso in 5@l di acqua distillata e amplificato mediante PCR ¢o
primers 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492R (5
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’), specifici per la regione6$ dei
batteri. La reazione di amplificazione é stata stile in 25 pl
contenenti Jul di DNA target, 2.5ul PCR buffer 10x (Sigma Aldrich),
0.2 mM di ciascun dNTP, 048M di ciascun primer e 1 U diag DNA
Polimerasi (SigmaAldrich).

Il programma di amplificazione condotto e statgsebuente: 4 min di
denaturazione a 95°C; 35 cicli di 95°C per 30 4&C per 30 sec e
72°C per 30 sec; e da un ciclo finale di 72°C penif.
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Il prodotto PCR e stato visualizzato su gel di ager 1.5%, purificato
utilizzando il kit di purificazione per prodotto RCQIAquick PCR
Purification Kit e quindi inviato per il sequenzianto alla ditta
Macrogen (NL). Sulla base delle sequenze del DNAjs@ati,
identificati con le sigle E 4.2, E 44, E 4.6, BA4E 3.7, E 3.9
(Bacilluss spp.), E 1.16 ed E 2.49eudomonas spp.), sono stati

saggiati contrdM. incognita L4. Per ciascun isolato & stata preparata

una sospensione di cellule con concentrazione cesapira 19e 10
cellule per mt - di brodo liquido.

Per determinare il numero di cellule vitali le sespioni cellulari
sono state serialmente diluite ed inseminate ipudasPetri contenenti
AN. Le capsule sono state incubate a 26°C per 48 er
successivamente analizzate per valutare in numerooldnie. Le
piastre analizzate contenevano un n. di colonieptese tra 25 e 250,
mentre quelle con concentrazioni maggiori (menaitd) sono state

scartate per evitare di sottostimare il numercetiuée vive.

L' allestimento della prova in serra € stato realia seguendo lo
schema descritto in Fig. 3.1 e precisamente:

C) Piantine di pomodoro cv Tondino in terreno econtrollo).

E) Pomodoro in terreno privo di nematodi e trattain sospensione

batterica.

L4) Pomodoro in terreno inoculato con nematodi (dapione L4 diM.

incognita);
L4+E) Pomodoro in terreno inoculato con nemataowlagato con

sospensione batterica;
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Fig. 3.1 SchemasperimentaleC = controllo; E = Isolati batterici: E4.2; E4.4, E4.6,
E4.9, E3.7, E3.Bacillus spp. E1.16, E2.4#seudomonas spp.L4 = Meloidogyne
incognita; L4+E = Meloidogyne + ciascun isolato batterico.

Ciascuna delle tesi ha previsto tre repliche biclog, allestite in
serra in condizioni controllate (temperatura 26°@radita 40-60%).

Al fine di valutare preliminarmente un'eventual®tissicita dei
batteri le radici delle piantine di pomodoro sorates immerse in
sospensione batterica (tesi E e L4+E) o in acops @ ed L4) per 1
minuto, per essere poi trapiantate in terrenolstarivasi da 20 cm di
diametro e tenute in osservazione per 96 ore. Geraio che nessun
isolato ha determinato effetti nocivi evidenti sufliante, si & proceduto
con l'inoculazione della soluzione batterica (fe|d L4+E) attraverso
l'uso di una pipetta in tre punti equidistanti mmto alla pianta e ad una
profondita di circa 10 cm. Dopo 5 ore, le piantdedtesi L4 ed L4+E
sono state inoculate con 2000 nematodi per vasdiamie una pipetta,
in 3 punti del terreno intorno alla radice, ad pnafondita di circa 10
cm come. A intervalli settimanali e per tutta laata dell'esperimento,
sono stati rilevati dati riguardanti la crescitaaliezza delle piante.
L’esperimento si & stato considerato concluso 7@rngidopo il
trapianto, prevedendo che tale tempo fosse stditcisaote per la

realizzazione di almeno due generazioridincognita.
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Al termine della prova, oltre ai dati sulla creaaitelle piante, sono
stati rilevati anche i dati relativi alla densitai chematodi. La densita
delle J2 estratte e stata determinata tramiteafilne di una
sospensione di 100 cc di terreno con il metodosa¢acci di Cobb
(diam. 700 e 75 pm) (Thorne, 1961) che sfrutta IHermnte
dimensione e il diverso peso specifico dei nemagadielle particelle di
terreno, contando i nematodi in un vetrino a voluméo (Hawksley
chamber) da 1 ml. Il numero totale di larve presem¢i 100 cc di
terreno e stato stimato moltiplicando la mediaadidbve in 1 ml per il
volume totale delle sospensioni. Per ottenere leauda radice di
ciascuna pianta € stata frammentata e portata itazamne per 20
minuti in soluzione di ipoclorito allo 0.5%, per rgatire lo
scioglimento della sostanza gelatinosa che ricdprenasse d'uova
presenti sulle radici infestate. Successivamentee gproceduto al
filtraggio di questa soluzione con due setacci wabei (diam. 750 e
50 um) posti in sequenza, che hanno permesso tivgmeéente di
eliminare i frammenti di radice e di trattenereuleva, sottoposte di
seguito a due lavaggi mediante un lieve getto duaccorrente. La
concentrazione di uova e stata valutata contandova come descritto
per le J2. E’ stato inoltre rilevato il Root Gatidex (RGI) (Bridge e
Page, 1980). | dati sono stati sottoposti ad arstigistica utilizzando

il t di Student e la One Way Anova.

3.3 Risultati e discussione

Dall’analisi dei terreni infestati disl. incognita sono stati ottenuti
74 isolati batterici, posti in collezione pressistituto per la protezione
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delle piante del CNR di Bari. L'elenco degli isol& riportato in

Tabella 3.1.

Tabella 3.1 Isolati batterici ottenuti in tre differenti loctdi pugliesi da piante
di pomodoro infestate ddeloidogyne.

.COd'C.e G_r_uppo_ Specie identificate Origine Provenienza
isolati di isolati
Pseudomonas spp.;
Pseudomonas
plecoglossicida; , .
El 1-16 Pseudomonas Dall este’rno di Gallipoli
) masse d’'uova
fluorescens;
Pseudomonas
brassicacearum
E2 1-12 Pseudomonas Dall este,rno di Terlizzi
fluorescens masse d’uova
E3 1-10 Pseudomonas spp Dall este’rno di Terlizzi
masse d’'uova
E4 1-11 Bac!llus spp.; _ Dall este’rno di Leverano
Bacillus aryabhattai masse d’'uova
Pseudomonas spp.; Da J2 in colonia
N1 1-5 Pseudomonas batterica Gallipoli
brassicacearum
Da masse
N2 1-2 Pseudomonas spp. d’'uova in Terlizzi
colonia batterica
N3 1 Pseudomonas spp Sa masse Terlizzi
uova

Essendo le specie appartenenti al geBactllus e Pseudomonas,

generi che includono antagonisti di nematodi gaflig sono stati
selezionati gli isolati E4.2, E4.4, E4.6, E4.9, E8d E3.9. identificati
sulla base della sequenza del 16S analizzata caSBI(Altschulet al.,

1997) (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.goy/ come appartenenti al

genereBacillus 0 a taxa vicini, e E1.16 e E2.4 identificati come

appartenenti al genereseudomonas. Sulla base dei risultati ottenuti

dall’analisi BLAST, le sequenze dBacillus spp. non sono comunque

risultate sufficientemente informative a livello sibecie, per cui sono

state effettuate ulteriori analisi di tipo moleaelae biochimico per

I'identificazione.

52



Capitolo 111

Dal punto di vista biochimico, i diversi isolatirew stati saggiati
attraverso l'uso del kit commerciale Microgen BasHID, per uso
esclusivo diagnostico in vitro. Il kit & costituita due serie di test a
micropozzetti (identificate dalle etichette BAC 1BAC 2, Fig. 3.1),
ciascuna delle quali contiene 12 substrati disadrgter I'esecuzione di
test di fermentazione dei carboidrati o altri tegichimici. L'ultimo
pozzetto della seconda striscia €& dedicato al clbmtr della
fermentazione dei carboidrati e viene utilizzatomeo pozzetto di

riferimento per l'interpretazione del test.

P R R S N A T R i N P PR

1 \ g 0 1 2

||\ E S NS Ii L/ QJ I\_;] _;I '\__JI I\,_g_/l l\__j Ay \__/'I
NN N e B /’_“-\ I,.f"'\. W oS '3 Y
i OOOOOEOEOE®EOHEE®

Fig. 3.1 Serie di strips per i test a micropozzetti.

Si perviene all'identificazione degli isolati regado i risultati
evidenziati da un cambiamento di colore dopo 28 eré d’incubazione
a 30°C e l'aggiunta, dopo 48 ore, di reagenti gppab (reattivo di
Kovac, nitrati e VP). | risultati vengono quindiaizzati utilizzando il
software Microgen ldentification System (MID-60).

Ogni test Microgen Bacillus-ID comprende 24 reakion
biochimiche, illustrate nella Tabella 3.2. La leswelle strisce viene
effettuata dopo 24 e 48 ore avendo come riferimeptrametri del test

illustrati di seguito nella figura 3.2.
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Tabella 3.2 Substrati e reazioni del kit d’'identificazioneR#cillus spp.

olo Il

Pozzetto | Substrato Reazione Positivo Negativo
1 Arabinosio
2 Cellobiosio Giallo Rosso
3 Inositolo
4 Mannitolo . . . e s
. La fermentazione di zuccheri specifici da luogo & .
5 Mannosio S ) : Giallo Rosso
—— prodotti finali acidi che includono un cambiamento
6 Raffinosio . -
- di colore dell'indicatore rosso fenolo da rosso a
7 Ramnosio iallo
8 Salicina 9
9 Sorbitolo
10 Saccarosio
11 Trealosio
12 Xilosio
13 Adonltol(_) La fermentazione di zuccheri specifici da luogo 4
14 Galattosio C ) .
. - prodotti finali acidi che includono un cambiamento .. Rosso
15 Metil-D-annoside| 7. S Giallo
- " di colore dell'indicatore rosso fenolo da rosso a
16 Metil-D-lucoside | ~.
- giallo
17 Inulina
18 Melezitosio
indolo L'indolo viene prodotto da_l trlptofgnoe fja Igogo 8 Rosa/Rosd  Incolore/
19 un complesso rosa/rosso in seguito all'aggiunta del .
; : o] giallo
reattivo di Kovac
ONPG L'idrolisi del'lONPG ad opera della B-galattosidasi
20 (O-nitrofenil da luogo alla produzione di un orto-nitrofenglo Giallo Incolore
galattoside) giallo
20 Il nitrato viene ridotto a nitrito, il quale forman
. . . o . Incolore/
Reagente Nitrato complesso rosso scuro in seguito all'aggiunta-di Rosso iallo
plus naftilammina e acido sulfanilico g
L'arginina viene trasformata in ornitina, ammoniaca
. e CQdall'arginina diidrolasi, determinando cosi un Giallo/
21 Arginina aumento del pH e una variazione di colore del biL ¥erde/Blu |~ -
diidrolasi bromotimolo da verde a blu. A 48 ore le reazipni Blu Verde
verdi sono negative
L'utilizzo del citrato (esclusivamente di origine
N carbonica) porta a un aumento del pH dando luogo Giallo/
Utilizzo del | ad una variazione del colore del blu di bromotimplo
22 ; Blu Verde
citrato da giallo-verde a blu chiaro
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Si individua la procuzione di acetoina dal glucosio
dalla formazione di un complesso rosa/rossg Rosa/Rosg Giallo

seguito all'aggiunta dia-naftolo e creatina in o] paglierino
presenza di KOH

23 Voges Proskaeur

24 Contollo Controllo carboidrati Rosso Rossg
WELL/ 20)
NAPFCHEN
JGODET/P 24 Dala18 Dala18 19 20 21 22 23 Reagem\
OZZETTO
eamone || Femeremne [P | ngso | oweo | muws | o | v || W
24148 ore 24 ore 48 ore () 48 ore 24/48 ore 24/48 ore 24/48 ore 48 ore 48 ore

Negativo
(Pozzetto
24 (")

® &6 6 OO
® o o

Positivo

Fig. 3.2 Reattivita del test per l'identificazione Bacillus spp.

| dati della lettura sono riportati su un modulorélgistrazione, in
Cui i substrati sono organizzati in gruppi di 3zieai. Ad ogni substrato
e stato assegnato un valore (1, 2 0 4). La somiha rd@azioni positive
di ogni gruppo costituisce una cifra in un codideale utilizzato per
identificare lisolato (Fig. 3.3) Il codice ottaleiene immesso nel
software Microgen Identification System (MID-60)hec genera un
referto dei cinque organismi piu probabili nel dese selezionato. Il
software fornisce un'identificazione basata su a@bdha, % di
probabilita e verosimiglianza con un'analisi qudifta della

separazione.
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MICROGEN BACILLUS-ID 24 TEST

REPORT FORM

Lab. No. Specimen Type (roely RICE

Fusco o HEcheeEl
Badillus Strip 1 (BAC 1) | Bacillus Strip 2 (BAC 2

Well Number 123456'1'B91011@1314|5151?|§I|9m2122232024

e 1 1R HE E HAH B EE HEE BB E BHH G88 E

24 hours “FEEF R AR EE R ==

48 hours EEEEEE N RO S EEE SRS

ReactionIndex |s|2|1)l4|2]illalz]1ll4)l2]1la)2]1ffala]ilfja]l2]1fja]2]|

| Sum of Positive

smarwiel O O f2 |6 QOO |3

Profie No: O02LOO 13 Final Identification: i \\us_cereus qroup

Fig 3.3 Esempio di modulo di registrazione

Di seguito sono riportati i dati relativi alla leta delle strips (Fig. 3.4-3.5)

BAC| JBAC2|BACI [BAC2|BACI ucz‘ucn' - |
ole|s|lelele « |
olo|leolele e &«
|lo|o|eo|e|e & &
olo|eo|e|e ¢ @
olo|leo|eo e e o
o|l®|0|e ¢ e &
I I IR )
< o|@ 0l@® ¢
2® 0 PO ® ¢
oo 0|0 @® e ¢+
ol® eoi@ @@ @
YA A A AR AR

Fig 3.4 Test biochimico per 'identificazione degli istl&4.2, E4.4, E4.6, E4.9

56



Capitolo 111

BAC2 | BACI yBAC2|BACI

® | @ |®
® | @®] .
R 2K 2K 2K N
®|®|¢|©
® ®|®|®
R AL 2K Ak B
CILACIE
©® e|® ©®
@ @6
® © |0 o
I B )
- IR NI BN
3.9 5 i;’;'

Fig5 Test biochimico per l'identificazione degli istleE 3.7, E 3.9.

Dall'analisi del software € stato possibile ideadife i seguenti isolati:

Campione Identificazione (P)

E4.2 Bacillus cereus group (92.72%)
E4.4 Bacillus licheniformis (99.40%)
E4.6 Bacillus brevis (94.44%)

E3.7 Bacillus licheniformis (76.22%)
E3.9 Bacillus firmus (94.7%)

L'analisi filogenetica effettuata con le sequenzel d6S
utilizzando il metodo della Maximum Likelihood amlodello di Jukes-
Cantor (1969), effettuata con Mega5 (Tamaral., 2011) mostra la
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posizione e la distanza filogenetica dei vari isabdétenuti da larve e
uova diM. incognita (Fig. 3.6).

L’isolato E1.10 non é risultato appartenere ai caggruppamenti
indicati, mostrando una maggiore prossimita al gene
Chryseobacterium. In base alla percentuale di identita nucleotidioca
la specie piu vicina (96 %) esso € stato consideraine specie non
ancora descritta (Fig. 8 e 9). In relazione al gougi Pseudomonas,
altri isolati (N2.6, N3.1b ecc.) si sono anch’esgparati, ma solo in

conseguenza del sequenziamento parziale del 1§S3(F).

M1.3e
M1.dc
E3.2

M1.53d
E1.2

Feaudomonas spp.
100

E2.3
TL‘— E1.13
| o0 TE212

E4.6

100 —E3.9
100 IEA_A Bacifiug spp.

g2

E3.7
54
4100'4751.2
s TE4.9

— Chneseobacteinim haifenss JX100813

£l

108 ———F1.10

—
0.0%

Figura 3.6 Distanza filogenetica degli isolati descritta dandrogramma di massima
probabilita, costruito col metodo della Maximum glikhood ed il modello di Jukes-Cantor.
La percentuale di alberi in cui i taxa associatir@ggruppano insieme € indicata in
prossimita dei rami del dendrogramma, misuratiimaro di sostituzioni per sito.
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haifense JX100819

N3.1b
Chry

E1.10
Chrygeobacterium ep. KC484897

E2E6

MN2.2b

N1.3d

E32

E1.18
N14c

MN13a

P. putida HG421014

rum KF318402

s KC139436
P. brassicacearum JQZ37671

P. fluorescens KF444431

P. thi
P. br
E41
E3.10
E34
E211
E23
E28
E25
E21
N3.1a
N2.2c
N2 b
N1.6a
- M1.4b
—E12
E1.13
FEZ
E23
|E2 7
P. brassicacearum subsp. aurant. KC 139437
N1.5c

M2.2d
\i‘y

| N1.5e
FN31c

0.05

Figura 3.7 Distanza filogenetica degli isolati afferenti alngee Pseudomonas,
descritta dal dendrogramma di massima probabilistraito col metodo della
Maximum Likelihood ed il modello di Jukes-Cantom lunghezza dei rami € in
numero di sostituzioni per sito.
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| dati osservati al termine dell’esperimento mastrache gli isolati
hanno avuto effetti diversi sulla popolazionétiincognita. Gli isolati

E1.16, E4.4, E3.7 hanno mostrato una riduzione if@gtiva sul

numero delle uova per g di radice, rispetto al ot L4, (LSD-Test

P=0.05). Gli isolati E4.6 e E 3.9 hanno indottoaumento del numero
di uova anche se non significativo. Gli isolati Z4 E4.6 hanno
indotto una riduzione significativa sul numero dell2/100cc di
terreno, mentre gli isolati E2.4 e E3.7 hanno nadstrun leggero
incremento sul numero delle J2. Inoltre tutti glblati non hanno
mostrato una riduzione per l'indice di galle (RGigpetto al controllo
L4 (Fig. 3.8-3.9).

Densita nematodi meggs/ g root

Hjuveniles / 100 cc soil

14000

12000 +

10000 4

8000 +

Nematodes

6000 A

4000 A

2000 A

E4.4 E46 E42 E4.9 E3.7 E3.9 E1.16 E24 Control L4

Treatments

Fig. 3.8 Densita delle J2 in 100 cc di terreno e delle upea g di
radice su pomodoro cv Tondino, per i diversi idokdggiati. Gli
asterischi indicano valori statisticamente siguifiici (P<0.05) rispetto
al controllo L4.
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RGI

9,00

3,00

7,00 4
5,00
5,00 4
4,00
3,00
2,00 4
1,00
0,00 4 . . . . . . . .
E44 E45 E42 E49 E37 E33

E1.18 E2 4 Caontrol L4

RGI

Treatments

Fig. 3.9 Valori dell'indice di galle (RGI) osservati sulleadici di
pomodoro inoculate, per i diversi isolati.

Riguardo il peso delle radici, lisolato E3.9 hacr@mentato
significativamente (LSD test P = 0.05) lo sviluppaalicale in presenza
di nematodi, rispetto al controllo. Anche gli isolg4.4, E3.7, E1.16 e
E2.4 hanno favorito lo sviluppo radicale in presermel nematode,
anche se non in modo significativo. Una riduzioeé mkso radicale e
stata osservate per gli isolati E4.6 e E4.2. Namosstate osservate

differenze significative per il peso secco dellenpe (Fig. 3.10-3.11).
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root weight mN-
BN+
250
20,0 1
*
15,0 A
10,0 A
5.0 A
0,0 4
E4.4 E4.6 E4.2 E49 E3.7 E3.9 E1.16 E24 Control
Treatements

Fig. 3.10 Peso delle radidilelle piante trattate con i diversi isolati, in
presenza (N+) o assenza (N-)Mliincognita.
Plants dry weight BN-
BN+
12.00
10.00 A
8.00 4
g 600
4,00 H
2,00 H
0.00 +
Ed4.4 E46 E4.2 E4.9 E3T E3.9 E1.16 E2.4 Control
Treatments

Fig. 3.11 Peso secco delle piante trattate con i diversafsoh presenza
(N+) o assenza (N-) dil. incognita.
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Diverse specie dBacillus e Pseudomonas sono note come promotori
della crescita e sono in grado di contrastare wagenti patogeni
responsabili d'importanti malattie delle piante.s&ssono in grado
d’inibire I'azione di agenti patogeni e d’indureerisposta di resistenza
dell'ospite alla colonizzazione radicale da partei dhematodi,
stimolando in tal modo la crescita radicale (Klospgt al., 1980;
Weller, 1988; Siddiqui & Mahmood, 1999; SiddiquQd®). | risultati
ottenuti dalla prova effettuata con gli isolatiteatti hanno confermato
che la capacita diPseudomonas di colonizzare la rizosfera e
fondamentale per il controllo biologico di patogeadicali (Bullet al.,
1991; Chin-A-Woenget al., 2000) e che essa si osserva anche con
basse concentrazioni dell’ordine di 3.80 cellule/g di terreno. Molte
specie diPseudomonas tra cuiP. fluorescens, P. putida e P. syringae
sono riportate come possibili agenti di biocontr@anisiewiczt al.,
1992). L’attivita di biocontrollo da parte d?seudomonas potrebbe
essere dovuta sia ad un'azione diretta attraveasprdduzione di
antibiotici e altri metaboliti secondari, sia ad'azmone indiretta
attraverso la stimolazione delle difese della @aftaaset al., 2003;
Raaijmakerset al., 2002). Inoltre e stata riportata anche l'azione
sinergica di alcune specie d@Hseudomonas, come ad esempid.
fluorescens, che in formulazione corPochonia chlamydospora ha
mostrato di agire contrigl. incognita (Raoet al., 2004).

Anche vari batteri del geneBacillus sono riportati come agenti di
controllo biologico di nematodi (McSpadden Garden@004).
L'inoculazione di alcuni dei bacilli isolati in gsi® studio ha causato
una riduzione del numero di J2, molto probabilmedtyuta alla
capacita da parte dei batteri di produrre cellnlgrado di aderire alla
cuticola del nematode e/o di produrre sostanzectesger i nematodi.

Gli studi sugli effetti nematocidi dBacillus sono stati finalizzati
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principalmente allo sviluppo di preparati batteriefficaci ed
economicamente vantaggiosi contro nematodi fitgsitiacome M.
incognita (Deviddaset al., 1992).

Nonostante questi esperimenti siano stati condotih terreno
sterilizzato ed in vaso, le analisi dei dati ottieramggeriscono che i
migliori isolati di Pseudomonas e Bacillus potrebbero avere un ruolo
importante nella gestione e nel controllo di nematduttavia, €
necessario selezionare specifici ceppi batterici ypea particolare
specie di nematodi (in questo casb incognita) e comprenderne il
meccanismo d'azione per una corretta applicazi@mo previsti
ulteriori studi per valutare I'utilizzo di quessoiati batterici come

formulati da applicare in condizioni di pieno campo
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CONCLUSIONI

La caratterizzazione tassonomica e genetico-fuakondel
microbioma del terreno, in funzione di diversi dait di ordine
fitopatologico, rappresenta [|'obiettivo primario giie studi di
metagenomica condotti. Gli esperimenti con le pfatine NGS hanno
generato una quantita enorme d’informazioni e @ppresenta una
sfida per la gestione, l'archiviazione e, sopraitutanalisi dei dati
(Pop e Salzberg, 2008).

Dall'analisi delle informazioni ottenute dal sequemento
metagenomico € stato possibile definire ciascunpoame come un
microcosmo unico per quanto riguarda la composeide vari generi
batterici presenti. Nonostante la comune origingeteeno di partenza
a partire da un’azienda “bio”, il grado di biodis#a osservato
suggerisce una componente iniziale legata all'gtmea distribuzione
di specie nel terreno all’origine. Su questa bdgeattamento chimico
e la presenza d¥. incognita hanno indotto ulteriori cambiamenti sulla
biodiversita del terreno, sia riducendo che incneteredo alcuni generi
rispetto ad altri. Particolarmente interessantdtasessere l'incremento
di Bacillus spp. associati a nematodi nel trattamento L4 raptet..
L'importanza di questo gruppo e stata confermatzhardal secondo
esperimento in cui, attraverso l'isolamento deieoatlalle larve e uova
di Meloidogyne spp., si sono potute identificare varie specie di

Bacillus.

L'analisi metagenomica ha rilevato una significativariazione
nella biodiversita batterica in relazione ai tratéti effettuati sullo
stesso terreno. Questo risultato, non ipotizzabde priori in

considerazione del fatto che il terreno di partemzalo stesso, € stato
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rivelato con dati quantitativi e qualitativi nel gsente lavoro,
confermando che la biodiversita batterica del teyrenon sia da
considerare come un dato statico e definitivo, m@e un elemento
soggetto ad una serie di cambiamenti indotti da erose variabili
ambientali, presenti anche su scale e volumi madtiotti. Queste
includono come predominanti i fattori legati alléihata dell'uomo
(operazioni colturali, uso di sostanze chimichespnza di organismi
fitopatogeni, ecc.) ed altri fattori come la presendi radici e lo
sviluppo d’invertebrati nel terreno.

Inoltre, gran parte della biodiversita non ancaspl@rata racchiude
certamente specie utili dal punto di vista agradome per altro
indicato dalle prove condotte in serra con alcwsuldti. Tuttavia,
l'analisi del grado di biodiversita osservata itrambi gli esperimenti
indica che una parte significativa, se non mag@iod, delle specie
batteriche sequenziate € ancora poco conosciutgpudb di vista
tassonomico. Cio € indicato dalla presenza di OPgagenenti ai
generi Pseudomonas e Bacillus per le quali non e possibile ancora
assegnare una specie, come dimostrato anche dallsi dilogenetiche
eseguite. In parallelo le stesse conclusioni pasessere dedotte dalla
presenza di numerose sequenze osservate nelfamgiagenomica
per le quali non & ancora possibile definire uaasificazione certa.

| risultati dei test svolti sui nematodi suggeriseahe alcuni isolati
selezionati possono essere potenzialmente utiliizziab alternativa
all'uso di agrofarmaci, con possibili ricadute prtiive ed industriali
per via della diffusione dei nematodi galligeni spiture di grande
interesse agroalimentare. Infine, le basi di déi @noscenze prodotte
sulla biodiversita microbica del terreno possoneees considerate
come indicatori della qualita e stabilita del syd@ dal punto di vista

della produzione agraria che dal punto di vistddgico ed ecologico
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piu generale. Pertanto &€ auspicabile che questergeat studi possa
essere replicato in altre situazioni e con altriet@ al fine di costituire
una base informativa ampiamente utilizzabile ined$e circostanze
qguali la gestione della microbiologia della rizasfela lotta contro
parassiti e patogeni tellurici, I'analisi dell'intfmadi diverse pratiche
agronomiche e di tipologie di gestione (aziende logiche o

convenzionali), I'effetto dell'inquinamento o laidio del cambiamento

climatico e di altre variabili ambientali.
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