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INTRODUZIONE
Limportanza dei simbionti nell’ecologia ed evoluzione degli artropodi

La simbiosi con microrganismi ¢ molto diffusa nel regno animale e vegetale,
e limportanza delle comunitd microbiche associate a piante e animali ¢ da
tempo ampiamente riconosciuta. Gli artropodi sono tra gli organismi che piu
hanno beneficiato delle simbiosi microbiche, che possono essere considerate
all'origine dell'enorme successo evolutivo di questo phylum. Gli artropodi,
infatti, si sono dimostrati capaci di colonizzare una moltitudine di nicchie
ecologiche anche grazie all’apporto dei propri simbionti. Le peculiarita delle
simbiosi negli artropodi, se paragonate a quelle in altri organismi, come nel
caso dei mammiferi, sono rappresentate da una relativa semplicita dei micro-
biota, composti da un numero limitato di specie microbiche rispetto a quelli
riscontrati nei mammiferi, e dalla presenza di simbionti intracellulari, spesso
localizzati in organi deputati a ospitarli, detti batteriomi. D’altro canto, il
ridotto numero di specie microbiche che compongono le singole comunita ¢
controbilanciato dall’elevata biodiversita degli artropodi rispetto ai mammife-
ri. Questo determina una maggiore variabilita di zaxa che si possono ritrovare
nei primi se paragonati ai secondi (Douglas, 2011).

Il ruolo di queste simbiosi ¢ di tale rilevanza da influenzare la biologia, I'e-
cologia e 'evoluzione degli artropodi in maniera determinante, fino a rendere
necessario considerare il sistema ospite-microbioma come un unico organi-
smo dinamico, detto olobionte. Il materiale genetico relativo all'insieme degli
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organismi che compongono I'olobionte ¢ detto ologenoma, le cui caratteri-
stiche (genetiche ed epigenetiche) e modificazioni nel tempo sono determi-
nate da ciascun elemento del consorzio con un’influenza reciproca. Inoltre,
la trasmissione verticale dell’ologenoma in evoluzione permette il manteni-
mento dei cambiamenti del fenotipo dell’olobionte, mentre la trasmissione
orizzontale consente I'immissione di nuovo materiale genetico che arricchisce
Iologenoma (Rosemberg e Zilber-Rosemberg, 2011). 1l trasferimento genico
orizzontale dal simbionte all’ospite, osservato ad esempio in diversi insetti
per Wolbachia pipientis, pud condurre a un ulteriore arricchimento dell’o-
logenoma, fornendo potenziali nuove funzioni genetiche anche a individui
non infettati da un determinato ceppo batterico; tuttavia non ¢ attualmente
chiara l'effettiva funzionalita dei geni inseriti nel genoma dell'ospite (Dun-
ning Hotopp et al., 2007).

I batteri, i simbionti meglio conosciuti degli artropodi, apportando mate-
riale genetico e processi metabolici all’olobionte possono fornire nuove carat-
teristiche all’ospite, influenzandone importanti tratti biologici ed ecologici. E
nota la capacita dei batteri simbionti di facilitare negli ospiti la colonizzazio-
ne di nuove nicchie alimentari, di proteggere da patogeni o parassitoidi, di
alterare il comportamento dell’artropode (Feldhaar, 2011). Queste funzioni
traggono origine dalla necessitd di mantenere 'associazione nel tempo, mi-
gliorando la fitness dell’ospite oppure impedendo lo sviluppo degli individui
non infetti (Brownlie e Johnson, 2009). 1l ruolo delle simbiosi batteriche nel
miglioramento della fitness ¢ di particolare rilevanza nel caso degli artropodi
dannosi, a causa dell’effetto che queste possono avere sulla capacita invasiva
dell’ospite (Feldhaar, 2011).

Il rifornimento in nutrienti pud essere considerato tra le principali fun-
zioni dei batteri simbionti degli artropodi. Molto studiati sono i casi degli in-
setti che si nutrono su substrati poveri in alcuni nutrienti, come la linfa delle
piante, la cellulosa o il sangue. Ad esempio alcuni simbionti sono in grado di
utilizzare composti dell’azoto non metabolizzabili direttamente dall’ospite,
rendendoli in seguito disponibili per I'insetto. In altri casi i batteri simbionti
forniscono all’ospite amminoacidi essenziali, steroli o vitamine naturalmente
assenti nella dieta. Sono inoltre noti esempi di simbiosi nelle quali il partner
microbico fissa 'azoto atmosferico, tuttavia la loro utilitd per I'ospite non ¢
al momento chiara, dato che 'ammonio, il prodotto finale della fissazione,
¢ di per sé tossico per l'insetto. Oltre a fornire elementi non presenti nella
dieta degli ospiti, i simbionti possono degradare substrati complessi, come
la cellulosa, o contribuire alla detossificazione da composti secondari nocivi
presenti nei substrati alimentari (Douglas, 2009). Da un punto di vista eco-
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logico, I'apporto nutrizionale dato dai microrganismi simbionti ¢ in primo
luogo responsabile della capacita di diverse specie di artropodi di colonizzare
nicchie ecologiche caratterizzate da substrati nutrizionali poveri. I simbionti
che forniscono nutrienti essenziali per la sopravvivenza dell’ospite sono ge-
neralmente obbligati e quindi garantiscono capacita metaboliche aggiuntive
alla totalitd degli individui che costituiscono le popolazioni degli ospiti. In-
vece, nel caso di simbionti facoltativi che possono influenzare la tipologia e
la quantita di cibo ingerito durante la vita da parte di individui infettati da
simbionti diversi o privi di organismi associati, la colonizzazione di ambienti
diversi dipendera da quali microrganismi siano maggiormente presenti nelle
singole popolazioni di ospiti. Esempi di questo genere di interazione sono
i simbionti secondari ‘Candidatus Regiella insecticola’ e ‘Caz. Hamiltonella
defensa’, per i quali ¢ stato riconosciuto un ruolo nell'utilizzo di Tripholium
repens e Lamium purpureum da parte degli afidi ospiti (Douglas, 2009). In
questi casi l'effetto del simbionte sul comportamento alimentare dell’insetto ¢
stato riscontrato essere piuttosto variabile, probabilmente in funzione dell’in-
terazione tra i genotipi di ospite e batteri.

Molti microrganismi simbionti che non forniscono vantaggi nutrizionali
ai propri ospiti hanno sviluppato sistemi di miglioramento della fitness degli
artropodi al fine di indurli a mantenere I'associazione nelle generazioni. Tale
miglioramento pud essere dovuto alla difesa da patogeni e parassitoidi, attua-
te secondo un meccanismo denominato “protezione mediata dal simbionte”
(Oliver et al., 2005), oppure puo essere basato sull’adattamento a stress abio-
tici (Feldhaar, 2011), o ancora sul mantenimento dell’omeostasi immunitaria
(Crotti et al., 2011).

Esempi di protezione mediata da simbionti sono il sistema Wolbachia-
Drosophila melanogaster, in cui il simbionte ¢ in grado di proteggere 'insetto
da infezioni virali (Hedges et al., 2008; Teixeira et al., 2008), oppure diversi
simbionti batterici associati ad afidi, formiche e coleotteri curculionidi, capaci
di proteggere gli ospiti da funghi entomopatogeni (Currie et al., 2003; Scarbo-
rough et al., 2005; Scott et al., 2008). Particolarmente complesso ¢ il caso della
difesa da predatori e parassitoidi attuata da simbionti secondari di diverse specie
di afidi. I simbionti Hamiltonella, Regiella e ‘Ca. Serratia symbiotica’ conferi-
scono all’ospite una resistenza ai parassitoidi. Rickettsiella sp., invece, nell’afide
Acyrthosiphon pisum promuove il cambiamento cromatico dell’ospite da una
colorazione rossastra verso il verde, rendendolo meno visibile ai predatori. D’al-
tro canto i parassitoidi attaccano preferenzialmente gli afidi verdi, tuttavia la
presenza simultanea di Rickettsiella e uno o pili dei simbionti sopra citati garan-
tisce una protezione ad ampio spettro (Feldhaar, 2011).
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Nell’ambito della risposta a stress abiotici, I'effetto dei simbionti sulla tol-
leranza al calore ¢ il principale fattore finora studiato. Tale effetto puo essere
positivo, come nel caso dei simbionti secondari degli afidi Serratia ¢ Hamil-
tonella, che aumentano la tolleranza a stress termico negli ospiti (Montllor et
al., 2002; Russell e Moran, 2006). D’altra parte, la comunita microbica puo
anche influenzare negativamente la tolleranza al calore dell’artropode, come
nel caso dei simbionti del pentatomide Nezara viridula, che vengono persi
dall’ospite in presenza di temperature superiori a 30°C, con una conseguente
ridotta fertilita dell’insetto (Prado et al., 2009). Infine, 'effetto dei simbionti
puo essere variabile, come nel caso di alcuni ceppi di Buchnera aphidicola in
cui una mutazione di una singola base aumenta la sensibilita alle alte tempe-
rature degli insetti che ospitano simbionti mutati, mentre gli stessi individui
mostrano un miglioramento della fitness a temperature piti basse (Moran et
al., 2008). Questi effetti legati alla temperatura hanno un forte significato
ecologico, in quanto possono influenzare la capacita di diverse specie o po-
polazioni di artropodi di colonizzare ambienti caratterizzati da temperature
diverse (Feldhaar, 2011).

Un altro importante contributo alla fitness fornito dai microrganismi sim-
bionti ai loro ospiti ¢ costituito dall’attivazione del loro sistema immunitario.
Questo infatti ¢ stimolato in modo da garantire il mantenimento dell’associa-
zione simbiotica e contestualmente proteggere 'artropode da organismi pa-
togeni. Ad esempio uno degli ambienti pit ricchi di batteri simbionti e com-
mensali, vale a dire il tratto digestivo degli insetti, ¢ regolato da una sofisticata
rete di segnali, che controlla la produzione di composti antimicrobici, confe-
rendo una tolleranza ai microrganismi benefici e bloccando la proliferazione
dei patogeni (Leulier e Royet, 2009). Il ruolo della comunitd microbica nella
modulazione della risposta immunitaria ¢ stato studiato in diversi olobionti.
Nell'intestino di D. melanogaster ¢ stato osservato il ruolo della comunita di
batteri acetici nel mantenimento dell’equilibrio immunitario dell’ospite. Una
normale comunitd microbica sopprime la crescita di agenti patogeni, men-
tre se la comunita viene sbilanciata si assiste alla proliferazione dei patogeni
(Ryu et al., 2008). Un altro modello molto studiato ¢ rappresentato dalle
mosche Tsetse e dal loro simbionte primario Wigglesworthia glossinidia. Oltre
a fornire nutrienti essenziali per la sopravvivenza dell’ospite, Wigglesworthia
¢ stata dimostrata avere un ruolo di stimolazione immunitaria, dato che da
larve private di questo simbionte si sviluppano adulti immunocompromessi,
e dunque fortemente soggetti a infezioni (Weiss et al., 2012). Anche la prote-
zione dell’ospite dall’attacco di patogeni espressa da Wolbachia sembra avere
origine, in alcuni sistemi-modello, dall’attivazione della risposta immunitaria
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(Wong et al., 2011). La stimolazione immunitaria da parte dei simbionti ¢ di
particolare interesse non solo in relazione alle conseguenze ecologiche legate
alla proliferazione di insetti protetti dai patogeni, ma anche per gli effetti che
questa puo avere sulla trasmissione di patogeni da parte degli artropodi. Infat-
ti ¢ stato osservato come in insetti colonizzati da alcuni simbionti, la presenza
di diversi patogeni umani, quali virus e protozoi, sia fortemente ridotta, in
seguito alla produzione da parte dell'insetto di composti anti-patogeno sti-
molata dai simbionti stessi (Weiss e Aksoy, 2011).

Oltre ai simbionti mutualisti, anche altri tipi di simbionti hanno un forte
impatto sull’ecologia e sull’evoluzione dei propri ospiti, come nel caso dei
manipolatori riproduttivi. Ad esempio, i batteri induttori di incompatibi-
lita citoplasmatica rendono sterili gli incroci tra maschi infetti e femmine
non infette, o tra maschi e femmine infetti da ceppi diversi tra loro. Questo
impedisce il flusso di geni tra le sottopopolazioni composte da insetti con
comunitd microbiche diverse, rendendole meta-popolazioni. I manipolato-
ri riproduttivi che modificano la sex ratio, invece, diminuiscono la diversita
genetica all'interno di singole popolazioni di artropodi, oltre a ridurne le di-
mensioni. Questo comporta pesanti effetti negativi come 'aumento del tasso
di fissazione delle mutazioni deleterie o I'incremento di fenomeni di deriva
genetica (Feldhaar, 2011).

APPLICAZIONI LEGATE ALL'USO DI SIMBIONTI DEGLI ARTROPODI
1l controllo simbiotico e la gestione della risorsa microbica applicata agli artropodi

La diffusione e la diversita delle associazioni simbiotiche tra microrganismi
e artropodi, e il forte impatto che queste hanno sulla biologia dell’ospite,
aprono nuovi scenari che vedono gli artropodi non solamente come singoli
individui ma come un sistema ben pitt complesso, governato dalle interazioni
tra gli organismi che costituiscono I'olobionte. La conoscenza della fisiolo-
gia, dell’ecologia e del comportamento di questi animali, e la loro gestione
nell’ambito della difesa delle piante, delle produzioni agro-alimentari e della
protezione medico-veterinaria, devono tenere in considerazione questo siste-
ma articolato. Nella lotta a patogeni e artropodi dannosi i microrganismi
simbionti possono rappresentare validi strumenti, se sfruttati come agenti di
lotta secondo la strategia definita Controllo Simbiotico (CS). Questo metodo
di lotta pud essere mirato all’eliminazione diretta di artropodi dannosi, ad
esempio tramite la produzione da parte dei simbionti di molecole ad attivita
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antagonistica, o mediante lo sbilanciamento delle popolazioni operato da ma-
nipolatori riproduttivi. Lattivita di controllo, inoltre, pud essere indirizzata
agli agenti patogeni trasmessi da artropodi, sfruttando la competizione tra
simbionti e patogeni nella colonizzazione dell’ospite, oppure traendo vantag-
gio dalla riduzione, a opera di un simbionte, della capacita dell'artropode di
trasmettere il patogeno (Alma et al., 2010). Gli agenti di CS selezionati all’in-
terno della comunita microbica degli artropodi che rappresentano I'obiettivo
della strategia possono essere costituiti da ceppi wild-type di microrganismi
simbionti con caratteristiche particolarmente promettenti, oppure da isolati
opportunamente modificati, secondo tecniche di paratransgenesi. Quest’ulti-
ma, essendo fondata sulla manipolazione genetica dei simbionti di un artro-
pode per il contenimento dei danni correlati, si contrappone alla transgenesi,
che si basa sulla modificazione genetica dell’insetto stesso. Il CS pud essere
considerato una delle componenti applicate agli artropodi di un approccio
pit generale chiamato Gestione della Risorsa Microbica (Microbial Resource
Management, MRM) (Verstraete, 2007). LMRM ¢ definito come la gestione
umana di sistemi microbici complessi, con le relative capacitd metaboliche,
per risolvere problemi di natura pratica, ed ¢ stato applicato con successo in
vari ecosistemi come nel caso dei trattamenti delle acque reflue oppure della
prebiotica umana. Nell'ambito della gestione di problematiche correlate agli
artropodi, oltre che per il CS 'MRM puo essere applicato per proteggere gli
insetti utili da malattie e stress (Crotti et al., 2012).

Tra i simbionti che compongono la comunitd microbica di artropodi tar-
get per strategie di CS o in generale di MRM, solo quelli che soddisfano
alcuni requisiti possono essere selezionati come potenziali agenti microbici.
Questi includono la stabile associazione con I'ospite, la dominanza all’interno
della comunita microbica dei singoli individui, la localizzazione negli stessi
organi colonizzati dai patogeni (nel caso lotta a malattie degli artropodi o tra-
smesse da questi), la facilita di coltivazione e manipolazione genetica iz vitro,
e la trasmissione verticale e/o orizzontale. Alte percentuali di infezione ed ele-
vate concentrazioni batteriche negli individui infettati dall’agente di biocon-
trollo aumentano l'efficacia dell’attivitd antagonistica espressa; la presenza del
simbionte nei siti chiave di colonizzazione di un patogeno permette I'effettiva
espressione dei fattori di lotta. La stabilitd e la competitivita dei microrgani-
smi modificati nella comunita microbica, unita all'innocuita per l'ospite e per
gli altri organismi del microbiota, consentono I'impiego di ceppi trasformati
non solo per paratransgenesi, ma anche nel caso dell'uso di microrganismi
naturali, per consentire uno studio accurato delle relazioni tra simbionte e
ospite. La presenza di una o piu vie di trasmissione nelle popolazioni ospiti
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garantisce una distribuzione capillare dell’agente microbico al di la della som-
ministrazione diretta (Alma et al., 2010). Al fine di individuare i simbionti in
possesso dei requisiti richiesti per lo sviluppo di strategie di MRM, studi di
ecologia microbica volti a descrivere la composizione del microbiota associato
agli artropodi target sono dunque un passo preliminare fondamentale, che
deve essere seguito da ricerche sulle interazioni ospite-simbionte focalizzate
sui batteri pitt promettenti. Una caratterizzazione della comunitad microbica
mediante tecniche di “fingerprinting” molecolare indipendenti dalla coltiva-
zione pud fornire una descrizione completa degli organismi che compongono
il sistema olobionte. Analisi successive basate sulla microscopia elettronica o
sull’ibridazione 7z situ possono fornire informazioni sulla naturale distribu-
zione dei simbionti nel corpo dell’ospite. Prove di trasmissione verticale o
orizzontale possono essere condotte nel caso in cui la presenza di simbionti
sia osservata in organi chiave come gonadi o ghiandole salivari; test in vitro
volti a individuare attivitd di biocontrollo da parte dei simbionti coltivabili
possono consentire di individuare gli agenti microbici pit efficaci. Infine, una
volta definito un protocollo di MRM e valutata la sua effettiva efficacia, pri-
ma di poter mettere in pratica il metodo individuato ¢ necessaria un’attenta
e approfondita valutazione dei rischi connessi al rilascio nell’ambiente dell’a-
gente microbico. La tossicita verso I'artropode o verso gli organismi animali
e vegetali con cui questo viene in contatto deve essere valutata unitamente
a potenziali effetti sull’'ecologia delle loro comunitd microbiche. Un’analisi
ancora pil approfondita deve essere condotta nel caso di impiego di tecniche
di paratransgenesi, per verificare le implicazioni correlate al rilascio di un
microrganismo geneticamente modificato nell’ambiente. Se in seguito alle
opportune verifiche il protocollo di lotta ¢ applicabile, questo puo finalmente
essere proposto per un effettivo impiego (Alma et al., 2010).

Esempi di controllo simbiotico in campo agrario nel Mondo

Leffettiva possibilita di attuare strategie di difesa basate sull’'uso di microrga-
nismi simbionti degli artropodi ¢ stata proposta per la prima volta in campo
medico, contro le tripanosomiasi che causano le malattie di Chagas e del
sonno, i cui agenti eziologici sono trasmessi rispettivamente dalla cimice
Rhodnius prolixus e dalla mosca Tse Tse, Glossina brevipalpis. Tuttavia, an-
che in campo agrario alcune soluzioni di lotta sono state proposte, sia per
il controllo diretto di artropodi dannosi sia per il contenimento di malattie
veicolate da insetti.
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Tecnica dell'insetto incompatibile applicata a Ceratitis capitata

La mosca mediterranea della frutta, Ceratitis capitata, rappresenta una minac-
cia economicamente molto rilevante per la frutticoltura di tutto il mondo,
data la sua vasta diffusione, la sua polifagia e la sua capacita di adattarsi anche
ai climi piu freschi. Studi focalizzati sul manipolatore riproduttivo Wolbachia
hanno sottolineato I'assenza dell’Alfaproteobatterio in questo insetto (Bou-
rezis et al., 1994). La mancanza di questo simbionte ha permesso d’ipotizzare
Iapplicazione di un approccio di lotta analogo alla tecnica definita dell’inset-
to sterile (sterile insect technique, SIT), mirato alla riduzione della fertilita
degli insetti dannosi, al fine di eradicarne in breve tempo le popolazioni.
Mentre la SIT prevede l'irradiazione o I'uso di sterilizzanti chimici applicati a
maschi che devono in seguito essere lanciati nei propri ambienti di sviluppo,
Papproccio basato sull’'uso di Wolbachia trae vantaggio dalla naturale incom-
patibilita riproduttiva tra linee di C. capitata infettate da ceppi di Wolbachia
induttori di incompatibilitd citoplasmatica e linee sane. Questo metodo ¢
chiamato tecnica dell’insetto incompatibile (incompatible insect technique,
IIT) (Bourtzis e Robinson, 2006). Linee di mosca mediterranea infettate da
Wolbachia sono state ottenute tramite transinfezione impiegando come do-
natore la mosca del ciliegio Rhagoletis cerasi, naturalmente infetta da questo
manipolatore riproduttivo (Zabalou et al., 2004). Lefficacia della tecnica di
lotta ¢ stata valutata in primo luogo tramite la verifica dell’infezione di Wo/-
bachia nelle linee transinfettate, e in seguito mediante prove di accoppiamen-
to tra maschi appartenenti a questa nuova linea e femmine di popolazioni
naturali di C. capitata. 1 risultati ottenuti hanno dimostrato come le linee in
cui l'infezione ¢ stata effettivamente stabilizzata siano in grado di abbattere
del 99% le popolazioni in seguito al rilascio di 50 maschi incompatibili per
ogni coppia composta da femmina e maschio naturali (Zabalou et al., 2004).
Una tale efficacia di azione, che permette di ottenere un controllo pratica-
mente totale delle popolazioni tramite un metodo eco-compatibile, rende
la tecnica dell'IIT particolarmente promettente, al punto che anche per altri
insetti dannosi sono state proposte strategie analoghe. Tuttavia 'applicazione
di questa strategia non ¢ priva di controindicazioni. In primo luogo, I'even-
tualita di lanci accidentali di femmine insieme ai maschi infettati da Wolba-
chia deve essere completamente esclusa, in quanto queste femmine sarebbero
in grado di produrre una normale progenie in seguito all’accoppiamento con
i maschi lanciati, vanificando I’azione sterilizzante del lancio e diffondendo
la presenza di femmine infette di seconda generazione che compromettereb-
bero del tutto la strategia di lotta. Lipotesi di un impiego combinato di II'T
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e SIT, basato su un’irradiazione a bassa intensita delle linee infettate da Wal-
bachia, in modo da rendere sterili le femmine accidentalmente incluse nei
lanci, pud permettere di mantenere 'efficacia del trattamento. Lefficienza
dell'induzione di incompatibilita svolta da Wolbachia nei maschi infetti puo
inoltre essere influenzata dall’eta dell’insetto, dal numero di accoppiamenti
e dalla temperatura, con una conseguente possibile riduzione dell’attivita di
controllo (Bourtzis e Robinson, 2006). Tuttavia, nonostante la tecnica sia in
fase sperimentale e presenti alcune criticitd, le sue potenzialita nel controllo di
C. capitara indicano I'importanza dei manipolatori riproduttivi come agenti
di lotta a basso impatto ambientale.

Paratransgenesi per la lotta alla malattia di Pierce della vite

La malattia di Pierce ¢ tra le pitt preoccupanti avversita per la viticoltura ame-
ricana. Il suo agente eziologico ¢ il Gammaproteobatterio Xylella fastidiosa,
trasmesso da diversi cicadellidi e cercopidi. Tuttavia il principale vettore di
questo patogeno ¢ il cicadellide cicadellino Homalodisca vitripennis. La possi-
bilita di sfruttare i microrganismi simbionti per strategie di controllo ¢ emersa
in seguito all'identificazione di batteri del genere Alcaligenes, principalmente
associati a piante (tra cui la vite), anche in associazione a H. vitripennis. E
stata dunque proposta una strategia di controllo basata sulla paratransgenesi,
utilizzando ceppi di Alcaligenes modificati per esprimere molecole antimicro-
biche o per interferire con la capacita del patogeno di colonizzare I'insetto.
Al fine di valutare 'effettiva fattibilita di questo tipo di approccio sono stati
costruiti ceppi trasformati per la produzione di proteine fluorescenti, per ve-
rificare la capacita di Alcaligenes di colonizzare il primo tratto del tubo dige-
rente di H. vitripennis, sito chiave per la trasmissione del patogeno. Indagini
di microscopia in fluorescenza eseguite sugli organi della cicalina, dissezionati
in seguito alla somministrazione dei batteri, hanno dimostrato I'efficacia della
colonizzazione da parte del simbionte, fornendo la prima evidenza a supporto
della possibilita di impiego di Alcaligenes come agente di controllo (Bextine
et al., 2004). Sulla base di queste evidenze ¢ stata indagata la possibilita di
sviluppo di un sistema di controllo basato sul rilascio di batteri direttamente
nella pianta. La capacita di un ceppo marcato di Alcaligenes di colonizzare
diverse specie vegetali ¢ stata dunque presa in esame. Questo ceppo ¢ stato
inoculato in diverse piante ospiti della cicalina, al fine di verificare la capacita
di colonizzarle. Le analisi successive sul materiale colonizzato hanno eviden-
ziato una stretta correlazione tra microrganismo, pianta e insetto, data la con-
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gruenza tra l'efficienza di colonizzazione di singole specie vegetali da parte di
Alcaligenes e la preferenza a servirsene come pianta ospite da parte della cicali-
na (Bextine et al., 2005). Alla luce del potenziale espresso da Alcaligenes come
agente di CS, e vista la possibilita di impiegarlo direttamente nella pianta, po-
tendo cosi curare viti infettate da X. fastidiosa, che attualmente devono invece
essere rimosse, studi di valutazione di rischi sono stati condotti sull'impatto
relativo al rilascio d’isolati trasformati di Alcaligenes nel suolo, nell’acqua e
nelle piante. Una completa valutazione dei rischi connessi al rilascio di ceppi
trasformati di questo batterio ¢ in corso, condotta attraverso studi sulle pos-
sibilita di trasferimento genico o sulla presenza di fattori di virulenza su altri
microrganismi, su possibili modificazioni della fisiologia delle piante o della
comunitd microbica ospitata nello xilema, e sulla possibilita che il simbionte
trasformato arrivi a colonizzare il frutto e a sopravvivere ai diversi passaggi del

processo di vinificazione (Miller et al., 2006).

Studi applicativi condotti in Italia
Le simbiosi negli insetti vettori di fitoplasmi alla vite e ai fruttiferi

In Italia, gli insetti vettori di fitoplasmi rappresentano uno degli obiettivi
pill interessanti in campo agrario per il CS mirato al contenimento del-
la diffusione di questi patogeni. Le prime ricerche condotte in Italia sono
state indirizzate allo studio della comunita microbica associata al cicadellide
Scaphoideus titanus, vettore del fitoplasma della flavescenza dorata (FD) della
vite, che causa ingenti danni economici alla viticoltura europea da diversi
decenni. Dalla caratterizzazione molecolare del microbiota di S. titanus, uno
dei simbionti pit frequentemente associato alla cicalina ¢ risultato essere il
Bacteroidetes ‘Ca. Cardinium hertigii’ (Marzorati et al., 2006). Questo ma-
nipolatore riproduttivo, estremamente diffuso tra gli artropodi, ¢ stato inoltre
osservato in diversi tessuti della cicalina anche tramite analisi di microscopia
elettronica, che hanno permesso di riscontrare il simbionte grazie a un mar-
ker morfologico costituito da una struttura microtubulare all'interno della
cellula (Sacchi et al., 2008). Da un punto di vista filogenetico, i ceppi pil
strettamente imparentati con quello identificato in S. zizanus sono simbionti
di diverse zecche e acari (Marzorati et al., 2006). Nonostante la nota capa-
citd di Cardinium di alterare la riproduzione dei propri ospiti, la presenza di
manipolazioni sessuali nel cicadellide non ¢ stata individuata. Il simbionte ¢
comunque trasmesso verticalmente alla progenie, come testimoniato dal suo



SIMBIOSI NEGLI ARTROPODI E POTENZIALI APPLICAZIONI ST

ritrovamento negli ovari di S. #tanus (Marzorati et al., 2006). Oltre che negli
organi riproduttivi, il Bacteroidetes ¢ stato osservato anche in numerosi altri
tessuti, tra cui i corpi grassi, che rappresentano una localizzazione ottimale
per un eventuale rifornimento in nutrienti, o le ghiandole salivari. La pre-
senza di Cardinium nelle ghiandole salivari sembra indicare che il simbionte
abbia un ciclo vitale complesso, che include sia la colonizzazione dell'insetto
che della pianta su cui questo si nutre, come suggerito da studi preliminari
che hanno dimostrato la presenza del batterio nel mezzo alimentare (Pajoro
et al., 2008). La possibilita di un trasferimento di Cardinium tra individui
attraverso la pianta potrebbe garantire la sua naturale trasmissione nelle po-
polazioni del vettore della FD, nel caso in cui questo simbionte potesse essere
impiegato come agente di controllo. Tuttavia, la sua incoltivabilita rende di
difficile applicabilita la prosecuzione di studi mirati a identificare ceppi utili
ai fini del CS. Un altro importante simbionte di S. #izanus, appartenendo a
un genere di batteri coltivabili, risulta dunque piti promettente come candi-
dato agente di lotta. Questo microrganismo, riscontrato insieme a Cardinium
nel corso dell'indagine molecolare sulla comunita microbica della cicalina, ¢
il batterio acetico Asaia sp. (Marzorati et al., 2006; Crotti et al., 2009). Per
quanto non si conosca il ruolo di Asaia in S. titanus, la sua dominanza all’in-
terno del microbiota del cicadellide suggerisce una stretta interazione tra i
due organismi, e la sua presenza in diversi organi, inclusi intestino, ghiandole
salivari e gonadi, indica una trasmissione orizzontale e verticale. E stato infatti
dimostrato che Asaia viene rilasciata dall’insetto nel substrato di nutrizione,
e che puo essere acquisita da altri individui durante I'alimentazione (Gonella
et al., 2012). Inoltre, puo essere trasmesso da maschio a femmina tramite
laccoppiamento (Gonella et al., 2012), e dalla femmina alla progenie tra-
mite un fenomeno detto “egg smearing”, che consiste nella contaminazione
dell’'uovo durante la maturazione nell’ovario, seguita dalla penetrazione al suo
interno nel corso dello sviluppo (Crotti et al., 2009). Nonostante batteri del
genere Asaia siano comunemente isolati in coltura pura a partire dai propri
ospiti, sia nel caso di piante e fiori, sia nel caso di insetti, il ceppo presente
in S. titanus non ¢ facilmente coltivabile, forse a causa di una coevoluzione
con la cicalina che potrebbe aver condotto all’'incapacita di vivere al di fuori
dell’ospite. Tuttavia gli isolati provenienti da zanzare dei generi Anopheles e
Aedes appaiono promettenti candidati agenti di controllo, in quanto sono in
grado di ricolonizzare i rispettivi ospiti e anche insetti molto diversi, incluso
S. titanus (Crotti et al., 2009).

Un altro vettore di fitoplasmi alla vite, oltre a S. titanus, ¢ stato ultima-
mente oggetto di studi relativi alla comunita microbica, vale a dire il cixiide
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Hyalesthes obsoletus, che trasmette il fitoplasma responsabile del Legno Nero
(LN). La caratterizzazione molecolare del microbiota ha permesso di indivi-
duare una comunita piuttosto complessa, costituita da diverse specie batteri-
che localizzate in organi e tessuti differenti (Gonella et al., 2011). Tra queste,
simbionti conosciuti come manipolatori riproduttivi, come Wolbachia e Car-
dinium, sono stati identificati spesso in concomitanza. Altri microrganismi
osservati sono noti come simbionti primari di insetti strettamente imparen-
tati con H. obsoletus, come nel caso del Bacteroidetes Sulcia e del Gamma-
proteobatterio ‘Ca. Purcelliella pentastirinorumy’. Anche in questo cixiide
lalta percentuale di individui infettati da tali simbionti suggerisce un ruolo
fondamentale per la sopravvivenza dell’ospite, per quanto queste funzioni
siano attualmente sconosciute. Oltre a batteri gia conosciuti come simbionti
di insetti, un microrganismo mai descritto in precedenza, denominato ‘Ca.
Vidania fulgoroideac’, ¢ stato frequentemente individuato in H. obsoletus.
Questo simbionte, cosi come riscontrato per Sulcia e Purcelliella, presenta
una stabile associazione con il cixiide, che suggerisce un ruolo di primaria
importanza. La sua localizzazione nelle gonadi, osservata tramite ibridazione
in situ in fluorescenza, implica inoltre che Vidania sia trasmessa verticalmente
alla progenie (Gonella et al., 2011).

Vista una tale complessita della comunita microbica associata a H. 0b-
soletus, la presenza di interazioni tra simbionti localizzati negli stessi orga-
ni dell’ospite dovra essere ulteriormente investigata in futuro, unitamente al
ruolo che questi microrganismi hanno nel vettore del LN. Tali conoscenze
potrebbero infatti risultare di estrema utilita per lo sviluppo di protocolli di
lotta alle fitoplasmosi basati su uno o pitt di questi simbionti, tramite I'e-
spressione di fattori antagonisti da parte di microrganismi che colonizzano gli
stessi organi occupati dal fitoplasma, oppure mediante eventuali alterazioni
riproduttive causate dai manipolatori sessuali.

Oltre ai vettori di fitoplasmi alla vite, gli insetti che trasmettono questi
agenti patogeni alle piante da frutto rappresentano un target di particolare
interesse per il CS, dato che le malattie causate da fitoplasmi ai fruttiferi sono
causa di ingenti danni alla frutticoltura italiana ed europea. Tra questi, lo psil-
lide Cacopsylla pyri, vettore del fitoplasma responsabile del Pear Decline del
pero, ¢ stato recentemente sottoposto a un’analisi della comunitd microbica,
al fine di identificare simbionti rilevanti per il contenimento della malattia.
Tra i microrganismi associati a questa psilla, sono stati osservati molti batteri
noti come simbionti primari e secondari di altri insetti, appartenenti ai ge-
neri Carsonella, Ralstonia, Sodalis e Arsenophonus. Inoltre, la presenza di un
batterio riconducibile a una nuova specie nel genere ‘Ca. Liberibacter’ ¢ stata
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riscontrata in un’elevata percentuale di individui. I liberibacter sono un grup-
po di patogeni emergenti, agenti causali di malattie a carico di diverse piante
coltivate, come agrumi e solanacee, responsabili di ingenti perdite produttive
in tutto il mondo. Il microrganismo associato a C. pyri, chiamato ‘Ca. Libe-
ribacter europaeus’ (Cleu), ¢ stato osservato in diversi organi, inclusi I'inte-
stino, i tubuli malpighiani e le ghiandole salivari, ed ¢ stato dimostrato essere
trasmesso al pero dall'insetto (Raddadi et al., 2011). Tuttavia, data I'assenza
di sintomi nelle piante inoculate tramite C. pyri, ¢ possibile ipotizzare che
Cleu non sia un agente fitopatogeno, ma un simbionte delle psille ed endofita
del pero (Raddadi et al., 2011) e di altre rosacee (Camerota et al., 2012).

Luso dei simbionti dell’ape nella lotta alla peste americana

Lape, Apis mellifera, ¢ un insetto di notevole importanza economica per I'uo-
mo, sia per i numerosi prodotti derivati dal suo allevamento, sia per il suo
ruolo di impollinatore di numerose specie di piante selvatiche e coltivate. Il
mantenimento della buona salute dell’ape ¢ dunque essenziale per preservare
equilibri economici e ambientali in tutto il mondo. La conoscenza della co-
munitd microbica che vive in associazione con I'ape puo fornire importanti
strumenti per lo sviluppo di strategie di MRM mirate al miglioramento dello
stato sanitario. Infatti ¢ ormai noto il ruolo fondamentale del microbiota in-
digeno nel mantenimento della salute di un individuo, sia nel caso dell'uvomo
sia negli animali.

I primi studi in merito ai microrganismi associati alle api sono stati basati
su metodi di coltivazione microbica, che hanno permesso di identificare la
presenza, nel tubo digerente di questi insetti, di diversi batteri, tra cui Bacillus
spp.- e altre Enterobacteriaceae, di muffe dei generi Aspergillus e Penicillium, e
di lieviti. La presenza di questi ultimi risultava correlata a condizioni di stress
nell’ospite (Gilliam, 1997). Successivamente, studi basati su metodi indipen-
denti dalla coltivazione hanno evidenziato la presenza di batteri riconducibili
a diversi phyla, tra cui Proteobatteri, Firmicutes, Bacteroidetes e Attinobatteri
(Mohr e Tebbe, 20006). Tra i batteri che compongono la comunita microbica
delle api, risultano di particolare interesse i batteri lattici e acetici, noti per
ospitare il tratto intestinale di molti insetti e altri animali (nel caso dei batteri
lattici), nei quali esercitano un’attivita benefica per 'ospite in quanto coin-
volti nell'immunomodulazione e nel mantenimento di una microflora inte-
stinale sana. In particolare, tra i batteri lattici, diverse specie nel genere Lac-
tobacillus sono state identificate nell’intestino di A. mellifera (Mohr e Tebbe,
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2006), mentre tra i batteri acetici diversi membri dei generi Gluconobacter,
Acetobacter, Gluconacetobacter e Saccharibacter sono stati segnalati come sim-
bionti dell’ape (Mohr e Tebbe, 2006; 2007). Lintestino dell’ape rappresenta
una nicchia ecologica ottimale per batteri lattici e acetici, dato I'alto tenore
zuccherino e il pH acido che caratterizza il tratto intestinale.

Le interazioni tra il microbiota ospitato dall’ape e I'insetto ospite, essendo
fondamentali per la sua salute, sembrano essere uno dei fattori che determi-
nano l'insorgenza del fenomeno di moria delle colonie, osservato in tutto il
mondo con simili sintomatologie (improvvisa scomparsa delle api adulte e
contemporanea presenza di molti favi con covata non alterata), e definito
Colony Collapse Disorder (CCD). Molto probabilmente la concorrenza di
pit fattori che hanno come effetto I'indebolimento del sistema immunitario
dell’ape ¢ alla base di questa malattia; il cambiamento, rispetto agli individui
sani, della composizione della comunita microbica ¢ tra le cause di questo
indebolimento, che rende I'insetto piti suscettibile all'insorgenza di patologie
di varia natura, tra le quali infezioni virali e batteriche. Infatti, uno studio che
ha messo a confronto il microbiota di api sane e individui colpiti da CCD, ha
dimostrato che nelle api provenienti da alveari malati, rispetto alle api sane,
la comunitd microbica ¢ caratterizzata da una dominanza abnorme di Gam-
maproteobatteri e da una presenza minore di batteri ascrivibili al gruppo dei
lattici, acetici, Firmicutes e agli Alfaproteobatteri (Cox-Foster et al., 2007).
Alla luce di queste scoperte, 'importanza del ruolo del microbiota intestinale
deve essere tenuta in considerazione non soltanto per I'insorgenza di CCD,
ma anche per la suscettibilita ai numerosi patogeni che colpiscono I'ape.
Tra questi, i patogeni batterici sono causa di elevate mortalita nelle colonie;
malattie di origine batterica particolarmente gravi sono la peste americana,
causata da Paenibacillus larvae, e la peste europea, causata da Melissococcus
pluronius. Luso di batteri probiotici appare una strategia promettente per il
contenimento di queste malattie, attualmente molto difficili da controllare.
E stata dimostrata un’inibizione della crescita iz vitro di P larvae a opera di
diversi batteri lattici, sporigeni e acetici, noti per essere in grado di ostacolare
la colonizzazione di batteri patogeni attraverso la produzione di composti
antimicrobici, o la creazione di condizioni per questi inospitali, ad esempio
tramite 'abbassamento del pH. Queste evidenze, unite ai risultati emersi da
prove in vivo condotte con larve alimentate con ceppi di batteri lattici e suc-
cessivamente esposte a P larvae (Forsgren et al., 2010), sottolinea come bat-
teri probiotici possano essere impiegati per proteggere le larve dall’attacco di
patogeni attraverso la modulazione dell’'omeostasi intestinale. Ulteriori studi
mirati alla comprensione dei diversi meccanismi che entrano in gioco nell’i-
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nibizione dei patogeni, come esclusione competitiva, produzione di sostanze
antimicrobiche e stimolazione del sistema immunitario, potranno contribui-
re allo sviluppo di nuove strategie di controllo delle malattie delle api, basate
sull’utilizzo dei microrganismi simbionti.

I simbionti di Drosophila suzukii

I dittero brachicero Drosophila suzukii &, all'interno del genere Drosophila, una
specie particolarmente dannosa per le produzioni frutticole, in quanto, a diffe-
renza della maggior parte delle specie congenere, attacca i frutti maturi e sani
ancora presenti sulla pianta (Grassi et al., 2009). Questo moscerino della frutta,
originario del sud-est asiatico, di recente ¢ stato accidentalmente introdotto nei
continenti europeo e americano (Hauser et al., 2009; Calabria et al., 2012). In
Italia D. suzukii ¢ stata segnalata dapprima in Trentino Alto Adige (Grassi et
al., 2009), e in seguito in diverse altre regioni. Oltre a causare danni su fragola,
piccoli frutti e fruttiferi maggiori, I'insetto attacca anche diverse specie di piante
spontanee. Data la rilevanza di D. suzukii, causata dalle ingenti perdite econo-
miche di cui ¢ responsabile, numerosi studi volti allo sviluppo di strategie di
contenimento di questo insetto sono in corso. Tra queste, un possibile approc-
cio potrebbe essere basato sull’utilizzo dei microrganismi simbionti associati a
questo dittero. Attualmente le conoscenze in merito alla comunitd microbica
associata a D. suzukii sono molto scarse. La caratterizzazione dei lieviti associati
all'insetto e alle sue piante ospiti ¢ stata riportata recentemente (Hamby et al.,
2012); tuttavia non esistono in letteratura lavori di descrizione del microbiota
batterico affiliato a questa specie. Al contrario, numerosi studi sui principali
taxa batterici presenti in altre specie del genere Drosophila sono stati condotti
negli ultimi anni. Un’analisi delle comunita microbiche associate a diverse spe-
cie di Drosophila con regimi alimentari differenti ha dimostrato come la com-
posizione del microbiota di questi insetti sia fortemente influenzata dalla dieta,
in termini di quantita e tipologie di specie ospitate (Chandler et al., 2011). In
ogni caso, i gruppi tassonomici piti fortemente rappresentati nel microbiota
di Drosophila spp. comprendono le Enterobacteriaceae, i Lactobacillales, e le
Acetobacteriaceae. Batteri appartenenti a ciascuno di questi zaxa sono di par-
ticolare interesse nell’ambito del'MRM, e possono includere microrganismi
con potenzialitd di CS. Anche il ruolo recentemente riconosciuto per i batteri
acetici nel modulare 'omeostasi immunitaria in D. melanogaster (Roh et al.,
2008) pone le basi verso la possibilita di impiegare questi simbionti per il con-
tenimento di D. suzukii.
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Un altro simbionte ampiamente diffuso nel genere Drosophila ¢ Wolba-
chia. Molti ceppi di questo Alfaproteobatterio, principalmente noto come
manipolatore riproduttivo in diversi artropodi, colonizzano Drosophila spp.,
in cui svolgono molteplici ruoli. In Drosophila, Wolbachia & stata descritta
come induttore di incompatibilita citoplasmatica (Werren et al., 2008) e di
male killing (Montenegro et al., 2005), come simbionte mutualista (Hedges
et al., 2008) e come patogeno (Min e Benzer, 1997). Lo studio delle intera-
zioni tra Wolbachia e D. suzukii appare di estrema rilevanza anche alla luce
dell’emergente interesse per I’Alfaproteobatterio come potenziale agente di
biocontrollo in diversi sistemi (Bourtzis, 2008).

Nel complesso, data la probabile presenza in D. suzukii di numerosi mi-
crorganismi con promettenti potenzialita di controllo, studi mirati alla co-
noscenza della comunitd microbica di questo insetto, e alla comprensione
delle interazioni tra ospite e simbionti, potranno aprire nuovi scenari di lotta
a basso impatto ambientale che coinvolgano I'impiego di agenti microbici.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Un numero sempre crescente di studi sulle relazioni che intercorrono tra i
microrganismi simbionti e gli artropodi che li ospitano sottolineano la forte
influenza esercitata dal microbiota sul sistema complesso costituito dall’olo-
bionte. Svariati dettagli sulla natura di queste interazioni sono stati svelati
negli ultimi anni, permettendo di chiarire numerosi meccanismi coinvolti
nella fisiologia, nel metabolismo e nel comportamento degli artropodi. In
molti casi, le conoscenze acquisite sono risultate un utile strumento da uti-
lizzare nella gestione di problematiche connesse agli artropodi, come nel caso
della creazione di protocolli di CS. Futuri studi volti a chiarire aspetti anco-
ra sconosciuti delle simbiosi tra artropodi e microrganismi, che coinvolgano
modelli non ancora esplorati, forniranno ulteriori elementi verso lo sviluppo
di strategie di lotta a patogeni e artropodi dannosi.

RIASSUNTO

La simbiosi tra artropodi e microrganismi ¢ di estrema importanza per 'ecologia e I'e-
voluzione di questi animali. I molteplici vantaggi forniti dai simbionti agli ospiti hanno
fortemente influenzato la capacita degli artropodi di occupare diverse nicchie ecologiche,
di essere protetti dai nemici o di affrontare stress ambientali. Data la loro rilevanza, le in-
terazioni tra artropodi e microrganismi possono essere sfruttate per la gestione di diverse
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problematiche, come le infestazioni di artropodi dannosi, la proliferazione di malattie da
questi veicolate, o I'infezione da parte di patogeni negli insetti utili. Approcci di lotta a
patogeni e insetti dannosi in campo agrario sono stati sperimentati per diversi modelli,
come nel caso del controllo della malattia di Pierce della vite o della mosca mediterranea
della frutta Ceratitis capitata. In Italia i primi studi applicativi sono stati condotti per i
vettori di fitoplasmi a vite e fruttiferi, per 'ape e per Drosophila suzukii.

ABSTRACT

Symbiosis involving arthropods and microorganisms is of high relevance for their eco-
logy and evolution. Indeed, several advantages are provided by symbionts to their hosts,
affecting their capability to occupy different ecological niches, to be protected by natural
enemies or to face environmental stresses. In the light of their importance, these interac-
tions may be exploited for the management of arthropod-related problems, such as pest
diffusion, spread of arthropod-borne diseases, or infection of useful insects by pathogens.
Control strategies against pathogens and pests in agriculture have been proposed for
several models, including the control of Pierce Disease of grapevine and the containment
of the Mediterranean fruit fly Ceratitis capitata. In Italy, the first applicative studies have
been carried out for phytoplasma vectors of grapevine and fruit trees, for honeybee pro-
tection and for Drosophila suzukii.
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