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Riassunto

Un numero sempre crescente di dati sperimentali dimostra come lo stato
di salute di un organismo, sia animale sia vegetale, dipenda dalle comunita
microbiche associate. Oggi sappiamo che un corpo umano contiene dieci volte
pitt cellule batteriche che umane ¢ le centinaia di specie diverse di batteri che
tappezzano la nostra pelle e le nostre cavitd non sono viaggiatori clandestini.
ma regolano molte delle nostre funzioni. Essi costituiscono il microbioma
umano, una straordinaria sorgente di diversita individuale che controlla
funzioni vitali come I'immunita, I’obesita o I'invecchiamento. Lo scopo della
nota ¢ quello di illustrare come anche le piante interagiscano con migliaia di
microorganismi che vivono nella rizosfera o sulle foglie. Lo sviluppo delle
nuove tecnologie basate su piattaforme che permettono un rapido ed esteso
sequenziamento (Next Generation Sequencing) ha permesso di dare un nome
a molti di questi microorganismi. Molti studi attuali hanno perd semplificato
la complessita del microbioma considerando solo gli organismi procarioti. Al
contrario, i funghi sono componenti essenziali del microbioma e tra quelli
benefici un ruolo ben noto & attribuito a quelli che agiscono nel biocontrollo
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dei patogeni e ai saprotrofi che favoriscono il riciclo di nutrienti: tuttavia,
i primi attori sono sicuramente i funghi micorrizici. Essi sono cruciali per
la salute e produttiviti delle piante. Studiare che cosa accade nel suolo
permettera di individuare soluzioni innovative ai problemi che la scienza deve
oggi risolvere per rispondere alle sfide del futuro.

Abstract

A growing body of experimental evidence shows that the health status of an organism
both animal and plant depends on the microbial communities associated with 1.
Today we know that a human body contains ten times more bacterial than human
cells, and hundreds of different bacterial species cover our skin and our cavities,
not as illegal travelers, but as crucial regulators of our physiology. They are the
human microbiota, an extraordinary source of individual diversity that controls vital
functions such as immunity, obesity or aging. The purpose of the report is to illustrate
how plants also interact with thousands of microorganisms living in the rhizosphere
or on leaves. The development of new technology-based platforms that allow rapid
and extensive sequencing (so-called Next Generation Sequencing) has allowed us
to identify many of these microorganisms. However, the study of plant microbiota
is often limited to the investigation of prokaryotic organisms. In contrast, fungi are
essential components and between them a well-knewn rele is attributed to the fungi
that act in the biocontrol of pathogens, and to the saprotrophs that allow the recycling
of nutrients: however, the main actors are definitely the mycorrhizal fungi. They are
crucial actors in plant health and productivity. To study what happens in the soil
will help identify innovative solutions to the challenges thal Science has currently
to face,
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Le comunita dei microrganismi (microbiota) che vivone in associazione
con un individuo rappresentano oggi un tema scientificamente molto
caldo: basta digitare le parole microbiota/microbiome su Google, che in
0.20-0.40 secondi emergono oltre 2 milioni e mezzo di risultati. Questo
mare di informazioni & basato su un numero sempre crescente di studi che
dimostrano come lo stato di salute di un organismo, sia animale sia vegetale,
dipenda dalle comuniti microbiche stabilmente associate. A partire dal lavoro
seminale di Eckburg e collaboratori del 2005 su Science!!, oggi sappiamo
che un corpo umano contiene dieci volte pit cellule batteriche che umane
¢ le centinaia di specie diverse di batteri che tappezzano la nostra pelle e
le nostre cavitd non sono viaggiatori clandestini, ma regolano molte delle
nostre funzioni. Essi costituiscono il microbiota umano, una straordinaria
sorgente di diversitd individuale che interviene in tutti i fenomeni vitali
dall’immunita, all’invecchiamento e che coopera per innescare determinate
condizioni metaboliche (ad esempio I’obesitd). Ogni giorno le maggiori
riviste scientifiche portano nuovi risultati che dimostrano 1'impatto di questo
secondo genoma sulla nostra salute. Per meglio caratterizzarlo, un progetto
americano http://americangut.org/wordpress si pone come obiettivo quello
di fornire una mappa microbica ai cittadini (piti di mille individui) che hanno
offerto i loro campioni, ponendo attenzione alla dieta, all’eta, al genere.
allo stato di salute, e all’attivith fisica. Sorprendentemente il genere non
sembra avere molta influenza sulla biodiversita delle comunita batteriche
che sono comunque dominate dai Firmicutes, che includono Clostridium e
Lactobacillus, e dai Bacteroidetes con Bacteroides e Prevotella come generi
dominanti. Tuttavia, le popolazioni variano molto di pii a seconda dei
distretti considerati (intestino, pelle, bocca). Alcuni partecipanti hanno dato
il permesso di rendere pubblici i loro dati permettendo un diretto confronto
con altri: tra questi & interessante il caso di Michael Pollan per definizione
onnivoro'” il cui microbioma sembra essere molto sensibile alle terapie
antibiotiche. La cosiddetta paleodieta ¢ un altro fattore che ha grande
impatto, confermando 'idea un po banale che noi siamo anche quello che
mangiamo. Le conclusioni di questo studio sono tuttavia assai interessanti:
sembra davveroe che una ridotta diversita delle comunita batteriche sia
associata a un certo grado di malattie, non diversamente da quanto accade
negli ecosistemi.
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Dai microbi coltivabili a quelli non coltivabili

Da un punto di vista tecnico gl studi di environmental microbiology
parlano di “Microbiota” quando si riferiscono ad una particolare comunitd
di microbi che vengono identificati in un ambiente (ad esempio, tutti i batteri
tassonomicamente conosciuti che sono presenti nell’intesting umano). Al
contrario per “Microbioma™ si intende il complesso dei geni che 1 microbi
contengono e quindi le funzioni ad essi associate. Indipendentemente
dal tipo di informazione che i due termini contengono, essi originano
dall’applicazione di nuove tecniche di sequenziamento che vanno sotto
il nome di Next Generation Seguencing. Queste tecniche si basano su un
concetto molto importante: fino alla fine del XX secolo la microbiologia si
basava fondamentalmente sui microbi che crescono nelle capule Petri e che
offrono un materiale omogeneo ¢ studiabile direttamente, permettendo di
applicare il postulato di Koch. Tuttavia a partire dai pionieristici lavori di
Craig Venter sulla biodiversita nascosta in una goccia del mar dei Sargassi'’,
si & imposta 'idea che i microbi presenti siano per lo pill non coltivabili e
quindi la loro identificazione e il lore studio devono by-passare il problema di
non disporre di colture microbiche che crescono in piastra.

Decifrare le sequenze di DNA & essenziale per quasi tutti i settori della
ricerca biologica. Con I'avvento del metodo Sanger, basato sull"elettroforesi
capillare (CE), gli scienziati hanno acquisito la capacita di ottenere le
informazioni genetiche da qualsiasi sistema biologico. Questa tecnologia
& diventata ampiamente adottata nei laboratori di tutto il mondo, anche se
ha limitazioni intrinseche in velocita e risoluzione, che spesso impediscono
agli scienziati di ottenere le informazioni essenziali di cui hanno bisogno,
Per superare questi ostacoli. si segue oggl una nuova tecnologia detta Next-
Generation Sequencing (NGS), che offre un approccio fondamentalmente
diverso dal sequenziamento Sanger e che ha avviato una vera rivoluzione
nella scienza genomica. In cinque anm dall'introduzione della tecnologia
NGS si & verificata una profonda trasformazione nel modo in cui gli scienziati
estraggono informazioni genetiche dai sistemi biologic, ottenendo una visione
straordinariamente ampia sul genoma, trascrittoma e epigenoma di qualsiasi
specie di organismo vivente. La NGS ha catalizzato una serie di innovaziont
importanti, portando ad importanti avanzamenti nei settori scientifici pin
ampi, dalle malattic umane all’agricoltura ¢ alla bielogia evelutiva. In linea
di principio, il concetto alla base della tecnologia NGS ¢ simile a quello della
Sanger; vengono identificate sequenzialmente le basi di un frammento di
DNA tramite i segnali emessi da ciascun frammento che viene ri-sintetizzato
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a partire dal filamento stampo di DNA. Nella NGS il processo perd non é
limitato ad un solo frammento, ma & esteso a milioni di frammenti attraverso
milioni di reazioni condotte parallelamente, Questo progresso consente un
rapido sequenziamento di ampi tratti di coppie di basi di DNA che abbracciano
interi genomi, e di produrre centinaia di gigabases di dati in una unica corsa
di sequenziamento. Per illustrare come funziona questo processo, si consideri
un singolo DNA genomico (gDNA) del campione. 1l gDNA viene dapprima
frammentato in una libreria di piccoli segmenti che sono uniformemente ed
accuratamente sequenziati in milioni di reazioni parallele. I dati cosi ottenuti
vengono quindi riassemblati utilizzando, se disponibile. un genoma di
riferimento noto come impalcatura (resequencing), o in assenza di un genoma
di riferimento (de novo sequencing) (per approfondimenti vedere ad esempio
hittp:/fwww. youtube .com/watch v=womK fik WixM}.

La quantith di dati prodotta dal NGS & imponente: nel 2007, una sola
corsa di sequenziamento poteva produrre un massimo di circa un GigaBase
(Gb) di dati. Nel 2011 =i era gia raggiunto un terabase (Th) di dati con un
aumento di mille volte in gquattro anni, Con tali capacita, le piattaforme di
MNGS permettono ai ricercatori di sequenziare pit di cinque genomi umani in
un’unica corsa, con dei costi molto pit favorevoli rispetto a quelli di alcuni
anni fa.

La natura potente ¢ flessibile della NGS & ora alla base di molte aree di
studio. diventando uno strumento indispensabile per la ricerca biologica:
in questo nuovo contesto 1 progetti dei microbiota sono diventati una realta
accessibile a molti laboratori.

11 Plant Microbiota

Allo stesso modo degli organismi animali le piante nteragiscono con
migliaia di microorganismi che vivono nella rizosfera, la regione del suolo che
viene influenzata dalle attivita radicali, o sulle foglie, la cosiddetta fillosfera.
[ numeri del microbiota vegetale sono assai elevati: si sono evidenziati fino a
10" cellule microbiche per grammo di radice.

Da sempre biologi vegetali ¢ microbiologi hanno studiato 'impatto dei
microorganismi sulle piante, ma anche per il mondo delle piante la chiave
di volta del cambiamento & stata "applicazione delle NGS. Nel numero di
Agosto 2012, Nature ha dedicato la copertina proprio ai microorganismi che
colonizzano la rizosfera delle piante. grazie a due laveri che hanno portato
all'identificazione e alla carattenizzazione del microbiota di Avabidopsis
thaliana: la pianta modello della biologia vegetale'. Nel giro di un anno
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i contributi in guesto settore si sono decuplicati. Una bellissima review'
riassume i punti pit salienti finora ottenuti: la composizione filogenetica delle
comunita associate alle piante & definita da relativamente pochi phyla di batteri,
tra cui Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, ¢ Proteobacteria. Viene
suggerito un processo di selezione in due fasi in cui la microflora batterica
delle radici dapprima si differenzia dal bioma presente nel terreno circostante
tramite un processo mediato dalla rizodeposizione; successivamente la
nicchia rizosferica alimenta specifiche comuniti interagendo con il genotipo
dell’ospite. In conclusione, il microbiota sia della foglia che della radice ¢ utile
alla pianta perché contiene batteri che forniscono una protezione indiretta ai
patogeni.

Lo studio del microbiota ha perd spesso portato a semplificare la
complessita del sistema come se fosse costituito essenzialmente da
organismi procarioti. Al contrario, nel caso del plant microbiota i funghi sono
componenti essenziali e — tra quelli benefici — un ruolo ben noto ¢ attribuito
ai funghi che agiscono nel biocontrollo dei patogeni””, o ai saprotrofi che
favoriscono il riciclo di nutrienti™ o ancora ai funghi micorrizici che sono
attori di primo piano.

I funghi micorrizici sono un gruppe molto diversificato di miceti che
appartengono a diversi taxa fungini e che stabiliscono delle associazioni
simbiontiche definite come micorrize con le radici di quasi tutte le piante
che si trovano sulla terra. La funzione ormai riconosciuta per queste
simbiosi ¢ che la pianta migliori la sua nutrizione minerale, registrando un
effetto positivo sulla sua crescita. cedendo in cambio zuccheri al fungo.
Grazie alla simbiosi micorrizica, la pianta risulta essere pill resistente a
stress biotici o abiotici, aumenta la tolleranza alla mancanza di acqua o
alla presenza di inquinanti, e porfa a una riduzione della sua suscettibilita
ai pit comuni agenti patogeni. Lo scambio equilibrato tra i due partner ¢
ora descritto come un mercato biologico dove ognuno dei due partner ha la
giusta ricompensa’’.

Tra i molteplici tipi di simbiosi micorriziche, quella arbuscolare (AM)
& il tipo pid diffuso, dal momento che si trova in oltre 1'80% delle pante
terrestri e coinvolge come funghi simbionti i Glomeromycota, un antico
phylum che si ¢ coevoluto con le piante da almeno 450 milioni di anni''".
I funghi AM contribuiscono alla diffusione delle sostanze nutritive dal
terreno alle piante, aumentando cosi la loro produttivitd e conferendo
resistenza allo stress. Allo stesso tempo, come biotrofi obbligati, essi non
possono crescere in coltura pura, ma dipendono dalla pianta per la loro
vitaliti e in particolare per i carboidrati. La loro unicita & dovuta anche ad
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altre caratteristiche biologiche: il concetto di specie & mal definito in questo
gruppo fungino e riflette un alto grado di variabilita genetica e funzionale:
situazione che ha anche portato a difficolti nella definizione della loro
posizione filogenetica. Sulla base del genoma di Rhizophagus irregularis,
un fungo ubiquitario che ¢ stato il primo fungo AM sequenziato''''?, si
pud affermare che i Glomeromycota siano pit vicini ai Mucormycoting,
un gruppo fungino basale, che non agli Asco- e Basidiomiceti'’, Una
caratteristica particolare & il fatto che le spore ¢ le ife contengono mi gliaia
di nuclei e questo rende gli approcei genetici classici del tutto inadatti.
Infine molti funghi AM contengono endobatteri nel loro citoplasma, e
questo porta ad un aumento inatteso della loro complessita genetica ™'
Daltra parte. la disponibilita di strumenti genetici e informazioni
genomiche per diverse piante ospiti, hanno messo in luce i molteplici aspetti
delle interazioni pianta-fungo, tra cui il processo di colonizzazione delle
radici, la comunicazione tra i simbionti e il contributo di ciascun partner al
funzionamento dell’associazione''"'.

I funghi AM sono una componente importante del microbiota vegetale,
in quanto sono importanti determinanti della biodiversith vegetale, della
variabilita degli ecosistemi e della produttiviti vegetale!'”. Dati i loro
potenziali effetti benefici, ¢ essenziale comprendere i fattori che controllano
I’assemblaggio, la distribuzione ¢ le dinamiche dei funghi AM al fine di
individuare i principali driver delle comunitd microbiche in ecosistemi
naturali e agricoli, e di monitorare e massimizzare le loro funzioni
sull’ecosistema. In questo contesto due progetti attualmente in corso nei
nostri laboratori (Risinnova e Mycoplant) hanno lo scopo di identificare le
comunita microbiche, associate a due piante che hanno grande interesse per
I"economia nazionale, il riso e il pomodoro rispettivamente, ¢ che — nello
stesso tempo - sono piante modello, grazie al sequenziamento dei loro
genomi e del numero di mutanti disponibili. Attraverso I'uso delle NGS da
una parte stiamo osservando come nel riso le comunitd batteriche e fungine,
comprensive anche dei funghi simbionti, siano molto sensibili non solo alla
nicchia ecologica (suelo vs radice), ma anche alla procedura agronomica (P
Abbruscato, E. Lumini et al, unpublished). Nel ciclo di produzione il riso
alterna fasi in asciutta a quelle in sommersione: analisi della biodiversit
unite a osservazioni di sommersione simulata in microcosmi dimostrano
che la sommersione fa praticamente scomparire i funghi AM dalle radici''™,
mentre essi permangono nella rizosfera circostante. Nel modello pomodoro,
il disegno sperimentale prevede di capire come diversi genotipi di pomodoro
(ad esempio resistenti 0 no a patogeni) possano influenzare il microbiota, e
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al contrario come suoli con diverse caratteristiche strutturali provenienti da
aree geografiche diverse contengano un diverso microbiota, e possano quindi
influenzare lo stato di salute della pianta (Figura 1},

T ]
Al Pranta con Pianta con A2
| ganatipo suscetibie genotipn resisients |

| LSunln ppreasim Suolo non- |

Figura 1. Lo schema iltustra i piano di lavora alla base del progefio Myeoplant. Tale
progetio & stato sviluppate allo scapo di capire come diversi senotipi di pomodoro (resistenti
a no 4 patogert) passano inflwenzare il microhiora, e al contrario cone suall con diverse
caraiteristiche struttwrali provetienti da aree geoprafiche diverse € soppressivi oppure na
nei confronti di determinati patagens, contenganc ut diverse microbioia e possald quindi
influenzare lo stato di salute della piania.

Conclusiong

Lesplosione di dati che provengond dalle piattaforme NGS dandoci
informazioni sulla biodiversita dei funghi sia saprotrofi che simbionti AM,
e i dati di trascrittoma e proteoma che rivelano le risposte di molte piante
di interesse per ’alimentazione ¢ la salute dell’ vomo (riso, pomodoro, vite,
patata) hanno aperto molte nuove domande: in che modo la pianta reagisce
al fungo cambiando profondamente il suo profilo trascrizionale? Attraverso
quali meccanismi risulta piti difesa contro i patogeni? Ma la sfida oggi & capire
se 1 funghi che vivono confinati nelle radici abbiano un effetto sistemico, a
Junga distanza. Aleuni lavori sul pomodoro suggernscono che vengano variate
alcune proprieta nutrizionali e i nostri dati, ottenuti usando le nuove tecnologie
di RNA-seq, dimostrano come il pomodoro prodotto da piante micorrizate
abbia un prefilo metabolico profondamente diverso da quello prodotto da
piante non micorrizate o da quello prodotto da piante trattate con alte dosi di
fertilizzanti"".



In conclusione. il microbiota degli animali e dell’'uomo & sicuramente
un determinante cruciale della salute dell'uomo: ed allo stesso modo il
microbiota delle piante e in particolar modo i funghi simbionti sono essenziali
per il benessere delle piante. Le evidenze attuali che suggeriscone un impatto
del microbiota sulle parti edibili delle piante evidenziano un circolo virtuoso
su cui agire per raggiungere ’obiettivo: cibo sano che arriva da piante sane.
Studiare che cosa accade nel suolo e nelle radici permetterd di individuare
soluzioni innovative ai problemi che la scienza deve oggi risolvere per
rispondere alle sfide del futuro.
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