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Comunita fungine

Insetti e nematodi
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Apiante _J

parassitismo

essudati

antagonismo

molecole segnale

colonizzazione

altri effetti

attivita PGP

temperatura pH
umidita 0ssigeno
tessitura i insetti
S. organica nematodi

S. inquinanti
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Il ciclo dell’AZOTO

Fissazione
biologica

Fissazione
industriale
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Analisi delle comunita microbiche

Sito del campionamento
suolo e acqua >

: Canaletts
e ndacquatrice

APPEZZAMENTO A ' APPEZZAMENTO B

Per ogni stagione dell’lanno i campioni di suolo sono
prelevati nella zona intermedia dell’appezzamento A, in
tre zone: prossimale,intermedia e distale rispetto alla
canaletta adacquatrice (Abl; Ab2; Ab3) a tre diverse
profondita (S, M, D)

I siti di campionamenti delle
acgue sono tre:

il fiume Zero (W1);
ela canaletta adacquatrice (W2)
ela scolina di drenaggio (W3).

Per ogni stagione dell’anno e per
ciascuna delle tre zone vengono
effettuati tre campionamenti
indipendenti (tre repliche).

In totale i campioni analizzati
IN Un anno saranno 36.

.

S: strato superficiale 0-15 cm;

M: strato intermedio 40-55 cm;
D: strato profondo 80-95 cm

» 40-55 cm

Per ogni campione di suolo le analisi vengono ripetute in triplicato.
In totale i campioni analizzati in un anno sono 108.

—P

Zona | Fona 2 Zona 3



Analisi delle comunita microbiche del suolo

sul biennio 2008-2009

campione campione
suolo acqua

guantificazione

batteri “vitali” | batteri “attivi”

caratterizz.
molecolare caratterizz.
DNA suolo molecolare

Dipartimento Biotecnologie Agrarie {.
Universita di Padova “yixs
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: Autunno anno |
numero di 95 7 mS(0-15cm) WM(4055cm) =D(8095cm) ] -~ 108<CTC+<10°
batteri e 1’ __________________ -~ 107<CTC+<108
riscontrati nel | | ** I ——————————————————————— | eTeas107
suolodelsito] | * @ B B < HBE_ .-
sperimentalee| | " g ~~~~~~~
. 7,0 Rk
In un terreno i - - 10’<CTC+<108
esternoi ; § ~T[-- CTC+<107
5J5 4 - 108<CTC+<107
. . 5,0 i- — 3 i S o .I_,-;'
VI tal I . \itali CTC+ CFu Vitali CTC+ CFU Contenuto di N baterico nei suol
batteri vitali
Interno Esterno
CTC+: .
. Confronto della potenzialita di denitrificazione nei suoli .
metabollcamjtrt]itvei interni ed esterni all'area tampone (2009) o ME@ DZ;)
CFU < 1: | : .- E:+$ int:erno
. . oy o — +
batteri coltivabili |2 - esteme
2 6l ~
2
= 4 .
o 2 1 i Tl
E T = .
0 | | g !
S (0-15¢cm) M (45-60cm) D (80-95¢m)
Profondita del suoclo




Analisi delle comunita microbiche del suolo

Caratterizzazione molecolare ARDRA del batteri coltivabili
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Lisi delle singole
colonie

v

Amplificazione gene (16S)
con i primer Hongoh
(F63 R1389)

Ny

Digestione
con enzimi di restrizione
(Hinfl; Hpall)

Elettroforesi su gel

Analisi similarita
dei profili con software G—

GelCompar Il ®
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Analisi delle comunita microbiche

..normalizzate...
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. SI crea infine una matrice

di similarita, sulla base della quale
viene costruito il dendrogramma




Cluster analysis dei profili ARDRA (Hinfl and Hpall)

Suolo interno (primavera anno 1)
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Analisi delle comunita microbiche

SEQUENZIAMENTO NUCLEOTIDICO

Dall’osservazione del dendrogramma si sceglie un rappresentante per i gruppi pit numerosi.
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Per ciascuno di essi, si effettuera il sequenziamento...

BEE

1
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banca dati, in modo da ottenere I'identificazione delle specie
batteriche che compongono la comunita analizzata.
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X8 ® 8 9 2 B 8 8 R £ 8 8w g & 8
L External Sphingobacterium sp. ; ;
lgs oY \ixtirnal \S/phlngobactelrlum sp. } Sphingobacteria
X -
83 | Intérnal  Variovorax sp. MG56 } Betaproteobacteria
_| 86— [ — internal Bacterium H17  Undlassified bacteria
88 v E)[( 2 aalug sg 3LF 16T .
Internal aenibacillus panacisd
External Bacillus simplex
External Bacillus megaterium
100 External gau”us Barbarlcus
. xterna acillus barbaricus
April 2009: EXTERNAL+INTERNAL Ex2 Bacillue muralis
Surface level 53 n8 Bacillus sp. Firmicutes
67 Internal Bacillus muralis
| In 10 Bacillus simplex 5
75 65
68 X2 Batittussimptex
External Bacillus simplex
59 77 Ex1inl Bacillus sp. EK-33
External Bacillus sp. EK-33
85 62 Ex3In2 Bacillus megaterium
64 Internal Bacillus barbaricus
|78 External Bacillus sp. EK-33
External Bacillus sp. EK-33
—ng_‘s?glmmz Bacillus sp. CL1,120 _/
90 nterna osea sp. -3008-
89
e s T Internal Rhodovulum sp. SMB1 } ;
oo }nternaI gnsifer adhaenrens Alphaproteobacteria
nterna romyces alljum
50 ~in 2 A%rom»{lces suybeticus
,—L}eei Internal Agromyces allium
2 170 External Microbacterium sp. ASD
= fxtgrnal i(/licrobacterium sp. ASD
- ocuria sp.
(=) External treptomyces sp. AR2 i i
< 90 4'83:';";6?: Ex2 ﬂregtgm\?ces r§r$ GﬁAS7310 Actinobacteria
o (88 31 Internal ocardia cummidelens
S External Streptacidiphilus sp. SB-B35
o 84 166 _External Stre?to_m\ices sp. AR2
) { In Isoptericola variabilis
c o0 Internal Isoptericola variabijlis
o ~TEX rthropacter sp.
D 5 34 4—|£<External Arthrobacter sp. J3.73
S5 23 Ex 2 Arthrobacter sp. gﬁl35
o 20 External ﬁrthrobacter SB. 7373
o | Externa rthrobacter sp. J3.
S5 93 82 —|,;7 166 | External Arthrobacter sp. J3.73
c kK External Arthrobacter sp. SMCC G992
PR | External Streptomyces tanashiensis
EB | External Microbacterium foliorum
tE b loa 166 | External Microbacterium sp. d9829
= External Burkholderiaceae bacterium KVMnk—75
= F Lo nternal Fravobacterium sp. EPO30 —
ap —|QA 10U External Chryseobacterium taichungense
External Chryseobacterium sp. AKB-2008-VA6 .
92 External (I;,hry.zeobacteriumqi\r/17clologenes Flavobacteri
91 I’J‘_GG xterna sel nmnnn.c cp f N
4| Internal Lysobacter niastensis } .
39 <] In 4Ex1 Xanthomonas sp. L60 Gammaproteobacteria
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Ottobre Il: INTERNO

Superficiale Intermedio Profondo
Divisione % OTUS % colonies % OTUS % colonies % OTUS % colonies
Firmicutes 34 30 42 52 47 65
Actinobacteria 17 18 18 12 37 22
Alphaproteobacteria 5 4 3 3 3 2
Gammaproteobacteria 22 32 30 27 7 7
Betaproteobacteria 10 7 3 3 7 4
Flavobacteria 5 0 0 0 0
Unclassified bacteria 1 0 0 0 0
Sphingobacteria 1 3 1 0 0
Ottobre Il: ESTERNO
Superficiale Intermedio Profondo

Divisione % OTUS % colonies % OTUS % colonies % OTUS % colonies
Firmicutes 26 19 13 14 33 29
Actinobacteria 53 60 55 65 50 60
Alphaproteobacteria 3 3 0 0 0 0
Gammaproteobacteria 12 14 22 14 11 11
Betaproteobacteria 3 1 10 8 0 0
Flavobacteria 0 0 0 0 0 0
Unclassified bacteria 0 0 0 0 0 0
Sphingobacteria 3 1 0 0 0 0




PCA: confronto tra le comunita microbiche tramite

16S rDNA phylotype distributions

Autunno anno Il

6
5 s | = suolo interno
. E = suolo esterno
3
S =0-15¢cm
L ’ M = 40-55 cm
s D = 80-95 cm
D
O
[a

6 5 4 3 -2 1 0 1 2 3 4 5 6
PCAL1 (56.77%)
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Analisi delle comunita microbiche del suolo

sul biennio 2008-2009

campione

suolo

campione
acqua

caratterizz.
molecolare
DNA suolo

analisi variabilita di
popolazione in
relazione alle diverse
fasi della catena di
denitrificazione

guantificazione

Dipartimento Biotecnologie Agrarie ,t'

Universita di Padova "k N




Analisi delle comunita microbiche tramite ...

17—
Estrazione DNA direttamente da suolo

1 Prelievo alle diverse profondita

4a Amplificazione (PCR)
Geni 16SRNA ribosomale
(V6-V8)

4b Ricerca di geni

ribosomale | di particolare interesse
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5 DGGE
Denaturing Gradient
Gel Elecrophoresis

Kit estrazione
DNA da suolo

7 isolamento delle bande dal gel

purificazione e loro sequenziamento

con software per clusterizzazione

8 analisi delle differenze tra i suoli

ﬁ




PCR del 16srDNA da suolo

Internal soil April 09 External soil April 09

DNA extraction from 0.5 g dry soil by Soil Power kit ( 1/10 dilution)

S=surface level soil

M= medium level soil

D= Deep level soil

Dipartimento Biotecnologie Agrarie #y:
Universita di Padova “yix




Amplificazione delle regioni variabili V6-V8 del 16srDNA per DGGE

Interno Esterno
A A
( \

[ s B s B v B M B D [N D B S B s B M 8 M 8 D N D |

S=0-15cm
M = 40-55 cm
D =80-95 cm

Dipartimento Biotecnologie Agrarie ,t"
Universita di Padova “yix




Analisi DGGE (Primavera anno Il)

Suolo Esterno Suolo Interno

DD mmmmmmmmm (SIS

S=0-15cm
M = 40-55 cm
D =80-95 cm

Dipartimento Biotecnologie Agrarie #y:
Universita di Padova “yix




Analisi DGGE (Autunno anno II)

Suolo Interno Suolo Esterno

N A
a I r N

SHSISTIMIMIMIIDIDIDIMESISIS IMIIMIMIIDID |

M = 40-55 cm
D =80-95 cm

Dipartimento Biotecnologie Agrarie {.
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Analisi DGGE (varie epoche)
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DGGE cluster analysis dei tre strati di suolo INTERNO

(Annil e ll)

Pearson correlation (Opt:0.39%) [0.0%-100.0%)]
DGGE DGGE

—80
—70
60
50
—30
—20
10
;

OCLODETVY TNerridl VI

.March 08 Internal

April 09 Internal

July 08 Internal

.October08 Internal

= 2L L

April 08 Internal

- -Octoberog miernal D

April 09 Internal

.October08 Internal

July 08 Internal
.March 08 Internal
April 08 Internal
April 08 Internal
.March 08 Internal

July 08 Internal

.October08 Internal

.October09 Internal
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DGGE cluster analysis dei tre strati di suolo ESTERNO

Pearson correlation (Opt:1.28%) [0.0%-100.0%]
DGGE

(Anni l e ll)

DGGE

October 08 External M|
October 08 External S |
October09 External D |
October09 External M
October09 External S|
April 09 External M|
April 09 External S |
April 09 External D |
October 08 External D |




DGGE cluster analysis dei tre strati di suolo INTERNO ed ESTERNO

(Anni | e 1)

Pearson correlation (Opt:4.55%) [0.0%-100.0%]

DGGE DGGE

90
80
70
160
50

April 09 External
October 08 External
October 08 External
October09 External
October09 External
October09 External
April 09 External
April 09 External

~
External sampling

October09 Internal

AN

April 09 Internal

July 08 Internal
April 08 Internal

March 08 Internal

nw ononuoononoopn <0 0n 0

October08 Internal

March 08 Internal

October09 Internal

April 09 Internal

July 08 Internal

April 08 Internal

OctoberO8 Internal

Internal sampling

April 09 Internal

April 08 Internal

July 08 Internal

October09 Internal

March 08 Internal
October 08 External

U< £ 2 < £ 20000 0 0




PCA2 (11.51 %)

Analisi PCA basata sui dati relativi alla DGGE:

distribuzione delle comunita microbiche nel suolo

Suolo Interno Suolo Esterno

LT |

6
A8MI 4 T O8DE
3 JsMI 3 T
, , | A9DE
o8MI :\?
1 Q9MI mn 1 1
N
0o - M8MIOMI o 0
[ ~ O9DE
1 < -1
[S)
2 A8DI a .
mspl  Og¥8B| 09DI
-3 -3
-4 -4
5 -5
6 6
6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6 6 5 4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6
PCA1 (16.30 %) PCA1 (19.55 %)
DI = Interno (80-95 cm) DI = Esterno (80-95 cm)

Dipartimento Biotecnologie Agrarie &§:
Universita di Padova o




biodiversita morfoloima nel cami|on| di acqua
Campione

Analisi delle comunita microbiche

Fiume Zero (W1)

Canaletta adacquatrice

(W2)

Scolina di drenaggio
(W3)

APPEZZAMENTO A

Fiume Zero (W1)

Canaletta

APPEZ?AMENTO B

; 1}%
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1
Analisi delle comunita microbiche

Pearson correlation (Opt:2.40%) [0.0%-100.0%]

:"'“

Contenuto in AZOTO delle acque

16SrDNA patterns dei batteri coltivabili

8. .8 .8 .8 R & .3
Aprile fiume Zero AZ Confronto delle
Marzo fiume Zero MZ Cn .
£ Aprile Input Al COmunlta batterIChe
Marzo Input MI .
L — Aprile Output 20 delle acque tramite
Marzo Output MO
| [t | DGGE cluster
Luglio fiume Zero LZ ana IYSiS
- Luglio Output LO
g l analisi
5 l \
4 — PCA
iy
3
X <
2 o X Lo
z @ g .
2 > I (o] 1
25 S
S a o 2 MOAO
g ° ;
2 8 -4 4
L2 T
m CCE = T 5
S5 6 6
é S 6 S5 4 3 2 10 1 2 3 4 5 6 6 5 4 3 2 1 0 1 2 3 4 5 6
£ 2 PCA1 (51.13 %)
= PCA1 (33.35 %)
—_—
Q>
L
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Analisi delle comunita microbiche

Conclusioni 1

- La trasformazione di un terreno agricolo in fascia tampone ha un chiaro
effetto sulla biodiversita microbica del suolo
« la comunita microbica rinvenuta nella fascia tampone risulta
metabolicamente molto piu attiva rispetto a quella di un analogo terreno
o sbtrerausdorsgyioreliv@ld di biodiversita microbica all'interno della fascia
« fampong& microbiche, cosi come i livelli di biodiversita, seguono il profilo
del suolo: lo strato superficiale mostra un maggior numero di taxa bacterici

ttivita mteta olica. piu_pr nun ta rlsgetto IIo str Intermedio ...e
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Analisi delle comunita microbiche

Conclusioni 2

Attraverso l'analisi microbica e possibile ricavare una
significativa fotografia dell’'ecosistema suolo/acque che si
realizza a seguito di specifici interventi di soil management

Attraverso specifici interventi di soil management e possibile
realizzare condizioni che modificano la composizione delle

comunita microbiche d’interesse come dimostrano le analisi
microbiologiche
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