ELena Cro111*, ELEONORA ROLLI*, DANIELE DAFFONCHIO*

I microrganismi simbionti di piante e animali:
generalita ed esempi di interazioni

I.IL MICROBIOMA SIMBIOTICO: INTRODUZIONE
ALLE TIPOLOGIE DI INTERAZIONE

Dalla comparsa delle prime forme di vita sulla Terra, circa 4 miliardi di anni
fa, 'evoluzione biologica ha portato alla formazione di milioni di specie ve-
getali e animali. Tale aumento della biodiversita ¢ dovuto principalmente alla
differenziazione di specie preesistenti, ma anche all’instaurazione di legami tra
organismi di specie diverse.

I microrganismi hanno stabilito diversi tipi di interazioni con possibili
ospiti superiori, in alcuni casi molto strette o, addirittura, obbligate. Queste
interazioni sono potenzialmente sfruttabili per il controllo degli insetti stessi
o di patogeni da essi veicolati.

Esistono differenti tipi di associazione tra gli organismi, classificati in base
al tipo di relazione che intercorre tra i partners. Il termine simbiosi ¢ stato in-
trodotto per la prima volta nel 1879 da Anton de Bary e Simon Schwendener
durante uno studio sui licheni, per definire «’associazione permanente tra due
o pilt organismi di specie distinte, almeno per una parte del loro ciclo vitale»
(Hoffmeister e Martin, 2003). Questa definizione comprende al suo interno
i concetti di:

— commensalismo: associazione tra due specie in cui una ottiene dei benefici
dall’interazione senza danneggiare né dare beneficio all’altra;

— mutualismo: associazione in cui entrambi i partners beneficiano della loro
interazione;
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—  parassitismo: associazione in cui solo uno dei partners trae beneficio a
spese dell’altro;

— predazione: altro esempio di interazione negativa, in cui un organismo
predatore usa come fonte di cibo un altro organismo preda.

Tra queste relazioni il mutualismo ¢ quello considerato piti importante da
un punto di vista evoluzionistico: la relazione che si crea tra due simbionti
¢ tale che spesso non sono pilt in grado di vivere separatamente (Wilkinson,
2003). Al contrario della maggior parte dei procarioti, gli eucarioti hanno ca-
pacita metaboliche relativamente limitate, ragion per cui le simbiosi rappre-
sentano per loro una straordinaria strategia evolutiva, permettendo I'accesso
a un’ampia gamma di risorse metaboliche prima inaccessibili (Xu e Gordon,
2003).

Le simbiosi mutualistiche hanno caratterizzato 'evoluzione della maggior
parte degli organismi superiori. Piante, animali e uomo hanno stabilito im-
portanti relazioni con i microrganismi per arrivare alle attuali capacita funzio-
nali. Ad esempio, nel caso delle piante, sia i microrganismi eucarioti fungini,
le micorrize, che i procarioti, ad esempio gli alfa-Proteobatteri del genere Rbi-
zobium e generi correlati o gli attinomiceti del genere Frankia, stabiliscono
simbiosi con le radici delle piante provvedendo all’organicazione dell’azoto
atmosferico e garantendo all’ospite un’adeguata nutrizione azotata.

Nel caso degli insetti i simbionti primari intracellulari, come ad esempio
Buchnera negli afidi, garantiscono all’ospite 'approvvigionamento di amino-
acidi essenziali che sono molto carenti nella linfa floematica di cui si nutrono
gli afidi. Questo permette all’insetto ospite di mantenere un apporto nutrizio-
nale equilibrato che garantisce la sostenibilita delle innumerevoli generazioni
che 'animale ha ogni anno.

Anche nei mammiferi e nell'uomo sono stati evidenziati importanti con-
tributi da parte del microbioma associato ai diversi organi. Oltre al noto con-
tributo dei microrganismi alla protezione della mucosa vaginale dall’attacco
di parassiti grazie al mantenimento delle corrette condizioni di acidita, ¢ stato
evidenziato che la microflora intestinale cambia favorendo i microrganismi
del genere Bacteroides nelle persone normali, mentre nella condizione di obe-
sitd questo gruppo microbico ¢ sfavorito.

Le conoscenze che stanno emergendo dagli studi delle simbiosi nei diversi
ospiti hanno enormi implicazioni applicative che potrebbero portare a una
gestione pil sostenibile della salute dei diversi organismi. Questo ¢ il caso
dell'impiego dei batteri probiotici e dei fattori prebiotici che stimolano lo
sviluppo dei probiotici stessi, i quali contribuiscono al mantenimento dello
stato di salute dell'uomo. Linsieme delle strategie che utilizzano i micror-
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ganismi e i loro metabolismi e metaboliti va sotto il nome anglosassone di
“Microbial Resource Management” (MGM) traducibile in “Gestione della
Risorsa Microbica”, un nuovo approccio finalizzato allo studio dei principi
teorici e applicativi per ottimizzare I'impiego dell’enorme risorsa microbica
che si ¢ evoluta sul nostro pianeta.

Ad esempio, importanti applicazioni del MGM riguardano I'agricoltura
come gli approcci di controllo simbiotico per impedire la trasmissione di
patogeni vegetali alle piante da parte degli insetti vettori oppure 'impiego di
microrganismi che favoriscono la crescita vegetale sostituendo o complemen-
tando i fertilizzanti chimici.

Riguardo a quest’ultimo aspetto, 'aumento dei problemi ambientali cau-
sati, direttamente o indirettamente, dall’'uso di fertilizzanti, antiparassitari e
fungicidi ha spinto i ricercatori a sviluppare alternative alle strategie chimi-
che per la promozione della crescita e protezione delle colture. Un’alterna-
tiva ideale ai prodotti di sintesi chimica dovrebbe non solo promuovere la
crescita vegetale ma anche inibire i patogeni mantenendo un basso impatto
sull’ambiente nonché promuovere la sostenibilitd ambientale ed economica.
Limpiego delle micorrize e dei batteri promotori della crescita vegetale (plant
growth-promoting bacteria — PGPB) (Brown, 1974; Kloepper et al., 1988;
Glick et al., 1999; Lambert and Joos, 1989) gia rappresenta, di fatto, un’alter-
nativa ai fertilizzanti chimici e, sebbene molto sia ancora da capire sui mecca-
nismi di protezione e di promozione che questi microrganismi garantiscono,
vede un aumento costante delle applicazioni reali.

Ad esempio, riguardo ai PGPB, la maggiore concentrazione ¢ nella zona
radicale, nella cosiddetta rizosfera, grazie agli alti livelli di composti organici es-
sudati dalle radici di molte piante, che attirano i microrganismi e possono essere
utilizzati da questi per la crescita (Whipps, 1997). La rizosfera, habitat naturale
dei batteri ad attivita PGP, ¢ un ambiente complesso e diversificato, risultato
dell'interazione di diversi organismi (piante, batteri, invertebrati), e quindi per
sua natura dinamico e in continua evoluzione. Il sottoinsieme dei PGPB che
vive nella rizosfera viene indicato con I'acronimo PGPR (plant growth promo-
ting rhizobacteria), ossia rizobatteri promotori della crescita vegetale. I PGPR
sono un gruppo di microrganismi benefici per le colture agrarie e in generale
per tutte le piante. Presenti nella rizosfera, possono risiedere in prossimita della
radice (batteri rizosferici) o colonizzare i tessuti vegetali interni (batteri endofi-
ti). Si tratta di un gruppo eterogeneo di batteri, che comprende specie apparte-
nenti a diversi generi. Tra i pitt studiati e sfruttati nelle applicazioni si ricordano:
Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella, Enterobacter, Alcaligenes, Ar-
thobacter, Burkholderia, Bacillus e Serratia (Kloepper et al., 1988; Glick, 1995).
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Alla luce della recente letteratura scientifica appare evidente che le simbio-
si con i microrganismi riguardano la stragrande maggioranza degli eucarioti
superiori, con una notevole varieta di interazioni sia riguardo agli aspetti della
diversita che a quelli funzionali. Per opportunita di spazio, nella trattazione
che segue gli insetti e le piante verranno considerati come modelli d’ospite e
come modelli di simbionti saranno trattati alcuni gruppi di batteri.

2. SIMBIONTI PRIMARI, SECONDARI, MANIPOLATORI RIPRODUTTIVI
E COMMENSALI

La categorizzazione delle simbiosi qui di seguito presentata ¢ tipicamente
adatta a descrivere le relazioni tra simbionti e artropodi, ma ha analogie an-
che con le simbiosi negli altri organismi, ad esempio piante, mammiferi e
uomo. In questi organismi sono generalmente associati solamente i simbionti
facoltativi o secondari.

Un caso particolare di simbiosi ¢ rappresentato dall’endosimbiosi, in
cui uno dei due organismi, generalmente un procariota, si trova all’interno
dell’organismo ospite. Molti studi hanno approfondito il rapporto di endo-
simbiosi tra batteri e insetti, relazione che rappresenta uno dei migliori esem-
pi defficacia di questa associazione, anche in considerazione dell’'ubiquita
ecologica che gli insetti hanno saputo conquistare.

Ladattabilita degli insetti a un gran numero di habitat terrestri, compre-
si quelli poveri di nutrienti o nutrizionalmente sbilanciati, ha contribuito e
contribuisce tuttora al loro successo evolutivo in differenti condizioni ecolo-
giche e questo ¢ dovuto in gran parte allo sfruttamento dei microrganismi in
simbiosi con essi (Feldhaar e Gross, 2008). E ormai evidente che la stragrande
maggioranza degli insetti con un regime dietetico povero o sbilanciato, ad
esempio a base di linfa floematica molto carente di aminoacidi essenziali, o
di tessuti legnosi maturi ricchi di cellulosa e lignina difficilmente digeribili e
con potenzialitd tossiche dovute a composti fenolici, o ancora a base di san-
gue dei vertebrati povero di certe vitamine, spesso posseggono endosimbiosi
microbiche. I simbionti sono in grado di stabilire intime associazioni, alta-
mente specializzate e costanti, o interazioni pit dinamiche. Questa diversita
si riflette in molte importanti caratteristiche delle simbiosi, che spaziano dalla
localizzazione dei simbionti alle modalita di trasmissione e dalla plasticita del
genoma dei simbionti ai loro effetti sull'ospite (Moran, 2008).

I batteri con una distribuzione nel corpo dell’ospite molto localizzata, ad
esempio all'interno di cellule specializzate dell’ospite, dette batteriociti, spes-
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so associate in organi specializzati detti batteriomi, sono simbionti antichi,
primari e indispensabili per I'ospite, generalmente coinvolti nell’approvvi-
gionamento di nutrienti carenti nella dieta dell’'ospite. Lassociazione ¢ ob-
bligata per entrambi i soggetti: il batterio non puo essere coltivato al di fuori
dell’ospite in quanto non ¢ pil in grado di produrre una serie di metaboliti
essenziali che ottiene dall’ospite stesso, mentre 'insetto necessita di alcuni
metaboliti carenti nella dieta che il microrganismo simbionte si ¢ specializ-
zato a produrre in maniera esclusiva per il suo ospite. I simbionti primari
discendono da associazioni antiche: le loro relazioni filogenetiche rimango-
no congruenti e sono perfettamente sovrapponibili a quelle dei loro ospiti.
Questi batteri tendono a ridurre il loro genoma a causa di una mancanza
di pressione selettiva sui geni superflui, che codificano per funzioni non pitt
necessarie al microrganismo che vive nell'ambiente ricco e protetto fornito
dall’ospite.

Negli artropodi i simbionti secondari o facoltativi non hanno una colloca-
zione univoca, ma si localizzano in un gran numero di tessuti e sono capaci di
organizzare meccanismi di invasione delle cellule ospiti in maniera simile ai
microrganismi patogeni. Tuttavia a differenza di questi ultimi I'associazione
con l'ospite ¢ benefica anche se non strettamente necessaria per la sopravvi-
venza dell’ospite. Questi simbionti possono influenzare positivamente lo svi-
luppo e la difesa dell’ospite contro i nemici naturali, stimolandone il sistema
immunitario, ma sono anche in grado di ostacolare la diffusione dell’'insetto
agendo sul sistema riproduttivo (Dale e Moran, 2000).

Un’altra categoria di batteri simbionti, generalmente considerata parte dei
simbionti secondari, ¢ quella dei manipolatori riproduttivi. Questo gruppo di
microrganismi, trasmessi per via transovarica materna ¢ in grado di favorire la
produzione di progenie femminile anche a discapito di quella maschile, per
favorire la propria diffusione. Il pitt noto manipolatore della riproduzione &
Palfa-Proteobatterio Wolbachia pipientis, presente in moltissimi gruppi d’in-
setti, oltre che in altri artropodi e nematodi. Effetti dello stesso tipo di quelli
causati da Wolbachia sono prodotti anche da batteri diversi, in particolare
dei generi Cardinium, Rickettsia, Spiroplasma e Arsenophonus, diftusi in molti
insetti. Le strategie attraverso le quali questa manipolazione si verifica sono
molteplici. La principale ¢ 'incompatibilita citoplasmatica, attraverso cui gli
incroci tra maschi infetti e femmine non infette non danno luogo a progenie,
mentre gli incroci tra maschi non infetti e femmine infette hanno successo.
Tale incompatibilita, che implica lo svantaggio evolutivo delle femmine non
infette, ¢ dovuta a fattori citoplasmatici che modificano i cromosomi degli
spermatozoi nei maschi, e che permettono il ripristino di questi nell’'uovo.
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Dato che i fattori di ripristino sono presenti solo nelle femmine infette, le
uova di quelle non infette non possono condurre al normale sviluppo di un
embrione diploide. Altre strategie di manipolazione riproduttiva sono il male
killing, che consiste nell’eliminazione della progenie maschile durante I'em-
briogenesi, o la femminizzazione, che comporta nella progenie lo sviluppo
di fenotipo femminile da parte di individui con genotipo maschile, e infine
induzione di partenogenesi.

Ultima categoria di microrganismi simbionti ¢ quella dei microrganismi
commensali, una miscela di microrganismi, introdotti con I'alimentazione,
che transitano nel tratto gastrointestinale. Esempi sono i batteri dei generi
Bacillus nell’ape da miele e Enterobacter in Limantria dispar. Le recenti ri-
cerche stanno evidenziando che questi organismi esplicano sottili ancorché
importanti effetti sullo sviluppo, la salute e il benessere dell’ospite.

3. SIMBIOSI TROFICHE

Un aspetto cruciale che ha guidato I'evoluzione e attualmente rappresenta
ur’importante forza determinante le relazioni simbiotiche negli insetti e nelle
piante ¢ la sostenibilita nutrizionale garantita dall'interazione tra l'ospite e il
simbionte microbico. Sono stati descritti numerosi esempi di interazioni tro-
fiche in diversi modelli di simbiosi, sia in insetti che in piante. Relativamente
alla presente trattazione ci si riferird a due modelli specifici, i) i batteri acetici
commensali negli insetti e ii) i PGPR nei sistemi radicali vegetali.

3.1 Batteri acetici simbionti di artropodi e insetti

Le api, le zanzare, i moscerini della frutta, le cicaline e le cocciniglie sono tra i
principali insetti per i quali sono stati descritti rapporti simbiotici con i batteri
acetici, ma ¢ probabile che il numero delle specie di insetti e artropodi che ospi-
tano tali microrganismi sia molto superiore. Fin dall'inizio del XX secolo era
ben noto che i Gluconobacter, microrganismi che prediligono gli ambienti ric-
chi di zucchero, rappresentassero una componente importante nella microflora
delle api mellifere (White, 1921), mentre solo recentemente si ¢ scoperta la
presenza di batteri acetici simbionti di zanzare, moscerini della frutta e cicaline.

Simbiosi di recente interesse tra batteri acetici e insetti sono le associazioni
che si stabiliscono tra il batterio acetico Asaia e le zanzare che trasmettono
agenti patogeni quali, tra le altre, Anopheles stephensi, Anopheles maculipennis,
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Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Aedes albopictus (Crotti et al., 2009; Da-
miani et al., 2008; Favia et al., 2007) e tra Asaia e il cicadellide Scaphoideus
titanus, insetto vettore della Flavescenza Dorata, una fitoplasmosi della vite.
Per quanto riguarda le cicaline, gia nel 1990 era stata descritta la presenza di
batteri acetici nel cicadellide Perkinsiella saccharidica (Ashbolt e Inkerman,
1990), nella quale era stata osservata una comunita di batteri acetici con circa
5000 cellule per individuo.

Uno degli habitat principali per i microrganismi associati agli insetti ¢ rap-
presentato dall’apparato digerente, grazie all’elevata disponibilita di nutrienti
derivanti dall’attivita di degradazione sia dagli enzimi dell’ospite che dai mi-
crorganismi (Dillon e Dillon, 2004). Il microbiota che si sviluppa nell’inte-
stino di un insetto viene inoltre influenzato da fattori strutturali e fisiologici e
dalla qualita del cibo ingerito. Questo vale anche per i batteri acetici, ritrovati
preferenzialmente associati all’apparato digerente. Tuttavia, questi procarioti
sono stati identificati anche sulla superficie degli insetti, come nel caso di
Drosophila melanogaster (Ren et al., 2007), evidenziando la loro capacita di
sopravvivere anche in ambienti pil sfavorevoli. Studi precedenti hanno di-
mostrato che i batteri acetici sono in grado di sopravvivere in ambienti avversi
e privi di nutrienti entrando in uno stato vitale ma non coltivabile (definito
“viable but not culturable”, VBNC) e riducendo la dimensione delle cellule
microbiche (Millet e Lonvaud-Funel, 2000).

Poco si conosce dei metodi di trasmissione adottati dai batteri acetici nei
loro ospiti. Un’eccezione ¢ rappresentata da Asaia, i cui meccanismi di tra-
smissione sono stati identificati nei suoi principali ospiti (Crotti et al., 2009;
Damiani et al., 2008; Damiani et al., 2010; Gonella et al., 2012). Esperimen-
ti di colonizzazione eseguiti con ceppi di Asaia in An. stephensi, An. gambiae,
Ae. aegypti e S. titanus hanno dimostrato la capacita del batterio di coloniz-
zare prontamente, oltre I'intestino e le ghiandole salivari, anche gli organi
riproduttori sia maschili che femminili.

Sebbene 'acquisizione ambientale sembra essere la piti importante via
di trasmissione, anche a causa della natura ubiquitaria del simbionte, ¢
stata dimostrata la presenza di differenti modi con cui Asaia viene veico-
lata alla prole. Asaia viene trasmessa per via materna (Favia et al., 2007;
Gonella et al., 2012) e per via paterna (Damiani et al., 2008; Gonella
et al., 2012) in diversi insetti tra i quali An. stephensi e S. titanus. Inol-
tre, attraverso esperimenti di colonizzazione che utilizzano ceppi di Asaia
marcati con proteine fluorescenti e attraverso analisi di ibridazione iz situ
con sonde fluorescenti (FISH) specifiche per Asaia, ¢ stata dimostrata in
S. titanus, An. gambz’ae, An. steplaemz' e Ae. aegypti la trasmissione verticale
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del simbionte mediante egg smearing, ossia adesione delle cellule batteri-
che sulla superficie delle uova durante la deposizione (Crotti et al., 2009;
Damiani et al., 2010; Gonella et al., 2012). Gia nell’ovario le uova sono
contaminate sulla superficie dai simbionti. Si presume che successivamen-
te alla schiusa delle uova, i nuovi individui acquisiscano i simbionti con-
sumando e/o sondando la superficie dell’'uovo schiuso. Inoltre, durante lo
sviluppo delle uova ovariche, ¢ possibile osservare una disposizione sem-
pre pilt ordinata di biomassa batterica superficiale. Durante gli stadi ini-
ziali dello sviluppo le cellule batteriche del genere Asaia appaiono disperse
sulla superficie, mentre durante gli stadi finali sembrano principalmente
confinate alle regioni apicali.

Asaia possiede un altro meccanismo per essere diffusa tra gli insetti, rap-
presentato dalla trasmissione orizzontale. Il simbionte ¢ infatti in grado di
crescere all’esterno dell’insetto ospite e di colonizzare diverse nicchie ambien-
tali, in modo da poter essere successivamente acquisito da altri individui.
Attraverso 'impiego di ceppi di Asaia marcati con proteine fluorescenti, le
zanzare prive di Asaia marcata, che condividono lo stesso ambiente nutrizio-
nale con le zanzare esposte ad Aszia marcata, vengono presto contaminate dai
ceppi marcati.

Inoltre Asaia pud essere acquisita da insetti che appartengono a ordini
e specie filogeneticamente distanti. Analisi PCR qualitative e quantitative e
analisi FISH hanno mostrato che ceppi di Asaia di An. stephensi sono in gra-
do di colonizzare individui di Ae. aegypti e della cicalina S. titanus. Asaia &
quindi in grado di dare origine a una colonizzazione incrociata dei diversi in-
setti ospiti, insediandosi efficacemente nell’intestino, nel sistema riproduttore
maschile e femminile e nelle ghiandole salivari, adottando quindi modalita di
colonizzazione dei diversi distretti corporei relativamente indipendenti dalle
caratteristiche biologiche dell’ospite.

Lo stringente profilo di colonizzazione dei diversi ospiti e la massiva colo-
nizzazione dell'intestino suggeriscono che i batteri acetici abbiano una certa
influenza sulle modalitd nutrizionali degli insetti ospiti. Sebbene non siano
ancora state prodotte prove dirette, batteri acetici come Asaia isolata da An.
stephensi sono in grado di crescere in terreno di coltura minerale privo di
vitamine. Lanalisi del genoma di Asaia e di altri acetici come Gluconobacter
oxydans ha rivelato che i batteri conservano le vie metaboliche per la sintesi ex
novo di tutti i nucleotidi, amminoacidi, fosfolipidi e della maggior parte delle
vitamine (Prust et al., 2005), supportando i dati sperimentali di auxotrofia e
suggerendo che le capacita di sintesi possano essere molto utili a insetti che si
nutrono di matrici relativamente incomplete riguardo al pool aminoacidico
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o alle vitamine, come la linfa floematica nel caso di S. tizanus o il sangue nel
caso delle zanzare.

3.2 [ PGPR nei sistemi radicali vegetali

Le modalita attraverso cui un PGPR ¢ in grado di aumentare lo sviluppo
e migliorare lo stato nutrizionale della pianta ospite possono essere catego-
rizzate in quattro tipologie: i) aumento della superficie radicale attraverso
modificazione del bilancio ormonale; ii) aumento della disponibilita di nu-
trienti nella rizosfera; iii) attivitd di biocontrollo nei confronti di microrga-
nismi deleteri per lo sviluppo vegetale; iv) la combinazione di queste attivita.
Generalmente, ci si riferisce alle prime due modalita definendole “dirette”,
mentre 'antagonismo nei confronti dei patogeni vegetali ¢ classificato come
un’attivita di promozione di crescita indiretta.

Delle diverse modalita attraverso cui i PGPR possono direttamente stimo-
lare lo sviluppo vegetale, la fissazione dell’azoto atmosferico ¢ una delle piu
dibattute e meno accreditate, dal momento che, eccezion fatta per gli azoto
fissatori simbionti, la maggioranza dei PGPR con attivita nitrogenasica ¢ in
grado di rifornire la pianta ospite solo di una piccola percentuale dell’azoto
necessario. Quando sono impiegati con piante non leguminose, questi bat-
teri si comportano come endofiti in grado di fornire fino al 60% dell’azoto
totale contenuto nei tessuti di piante di canna da zucchero (Boddey, 2001),
e al 50% dell’azoto nei tessuti di varieta di riso (Mirza et al., 2000). Questi
risultati tuttavia si riferiscono a test effettuati principalmente in condizioni
controllate, in camera di crescita o in serra. Quando gli stessi microrgani-
smi vengono saggiati in condizioni di campo, nella maggioranza dei casi si
osserva una generale riduzione delle prestazioni e degli effetti benefici sulla
pianta ospite (Riggs et al., 2001; Gyaneshwar et al., 2002). Si ritiene quindi
che lattivitd nitrogenasica possa aiutare il microrganismo a colonizzare piu
efficacemente e stabilmente la rizosfera.

Anche la produzione di ammoniaca dalla degradazione di altri substrati
come le proteine e gli amminoacidi da residui vegetali o animali puo influen-
zare indirettamente la crescita delle piante (Wani et al., 2007).

Alcuni PGPR sono inoltre in grado di produrre siderofori per aumentare la
biodisponibilita di ferro per le cellule vegetali. Il ferro ¢ un nutriente essenziale per
le piante, ma ¢ relativamente insolubile nel suolo. In questo contesto, i siderofori
sono molecole chelanti che agiscono da recettori molecolari in grado di legare e
trasportare il ferro. Esistono posizioni scientifiche contrastanti sul contributo dei
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siderofori batterici al miglioramento dello stato nutrizionale delle piante: alcuni
sostengono che i siderofori batterici offrano solo un piccolo contributo al generico
bisogno di ferro da parte della pianta (Glick, 1995), mentre altri gli attribuiscono
un ruolo importantissimo (Duijff et al., 1994), addirittura vitale, soprattutto in
presenza di suoli calcarei (Masalha et al., 2000). I lavori di ricerca sui siderofori
batterici sono rivolti anche allo studio del loro potenziale come agenti di bio-
controllo. Essi, infatti, sarebbero in grado di sequestrare il ferro disponibile nella
rizosfera, impedendo o rendendo pit difficile la proliferazione dei patogeni vege-
tali che ne subiscono la carenza (Hiifte et al., 1994). Ai siderofori batterici viene
anche riconosciuta la capacita di detossificare transitoriamente i suoli contaminati
da alcuni metalli pesanti. Oltre al ferro, alcuni siderofori batterici sono infatti in
grado di complessare anche il cadmio, un pericoloso e comune contaminante
dei suoli, e di favorirne I'accumulo a livello intracellulare (Sinha and Mukherjee,
2007; Kraepiel et al., 2009).

Tra i nutrienti minerali, il fosforo, dopo I'azoto, ¢ uno dei principali fattori
limitanti dello sviluppo vegetale. Paradossalmente, i suoli conterebbero abbon-
danti riserve di fosforo, ma solo una piccola percentuale ¢ biodisponibile per la
pianta (Stevenson and Cole, 1999). La bassa disponibilita del fosforo ¢ dovuta al
fatto che la maggior parte del fosforo del suolo ¢ in forma insolubile, mentre le
piante sono in grado di assorbire solamente le due forme solubili non tossiche,
ossia lo ione monoacido (H,PO,’), e lo ione biacido (HPO,*>) (Glass, 1989).
Escludendo i terreni sodici, non interessati dagli usi agricoli, I'assorbimento del
fosforo & favorito nei terreni tendenzialmente neutri, mentre nei terreni acidi e
basici va incontro a fenomeni di insolubilizzazione (retrogradazione del fosforo)
(Glass, 1989). La solubilizzazione del fosforo nella rizosfera ¢ la modalitd pitt
comune con cui i PGPR aumentano la disponibilitd di nutrienti minerali per la
pianta ospite (Richardson, 2001). La produzione di acidi organici e di fosfatasi
sono le attivita piti frequenti per la solubilizzazione del fosforo (Kim et al., 1998).

I batteri promotori della crescita vegetale possono produrre sostanze con
attivitd ormonale per la pianta. Tra queste un ruolo chiave ¢ ricoperto dall’a-
cido 3-indolacetico (IAA), un fitormone appartenente al gruppo delle auxine
coinvolto nell’iniziazione delle radici, nella divisione e nell’estensione cellu-
lare (Salisbury, 1994). La produzione di IAA stimola la crescita e I'allunga-
mento delle radici che determina una maggiore superficie di assorbimento e
Iaccesso a una maggiore quantita di nutrienti dal suolo. Il pathway biosinte-
tico impiegato per la sintesi di IAA puo influenzare la capacita di un batterio
di promuovere o inibire la crescita vegetale. Sono stati identificati pathway
multipli per la biosintesi di IAA, tra cui quelli triptofano-dipendente e -in-
dipendente (Glick et al., 1999). I PGPR sintetizzano IAA principalmente
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attraverso la via metabolica triptofano-dipendente, utilizzando l'intermedio
dell’acido 3-indolpiruvico (Costacurta et al., 1994; Patten and Glick, 2002;
Schutz et al., 2003), mentre nel caso dei batteri fitopatogeni, I'TAA viene
prodotto a partire da triptofano preferenzialmente attraverso la formazione
dell’intermedio indolacetamide (Liu et al., 1982; White et al., 1991).

I batteri PGPR promuovono indirettamente la crescita vegetale attraverso il
biocontrollo dei patogeni. Tale attivitd dipende dall’azione di uno o piti mecca-
nismi contemporaneamente, tra i quali la produzione di antibiotici, il sequestro
nella rizosfera di elementi nutritivi fondamentali, la resistenza sistemica indotta,
la produzione di enzimi di lisi della parete cellulare fungina e la competizione per
i siti di legame sulla radice. Il meccanismo pitt comunemente associato con la
capacita di un ceppo microbico di esercitare attivitd antagonista nei confronti di
un patogeno vegetale ¢ la produzione di uno o piti antibiotici (Haas et al., 1991;
Keel et al., 1992; Chet and Inbar, 1994; Whipps, 1997). Alcuni PGPR sono in
grado di inibire la crescita dei patogeni attraverso la sintesi di siderofori in grado
di sequestrare efficacemente il ferro della rizosfera. In tale carenza il patogeno,
soprattutto fungino, non riesce a proliferare e non ¢ in grado di colonizzare effica-
cemente i tessuti radicali (Castignetti and Smarrelli, 1986; O’Sullivan and O’Ga-
ra, 1992). Alcuni PGPR con attivitd di biocontrollo producono enzimi come
chitinasi, B-(1,3)glucanasi, proteasi o lipasi, in grado di facilitare la lisi delle pareti
fungine (Chet and Inbar, 1994). Altri meccanismi includono I'esclusione com-
petitiva che include la competizione per l'approvvigionamento di nutrienti e per
i siti di legame sulla radice (Kloepper et al., 1988; O’Sullivan and O’Gara, 1992;
Loper et al., 1997). Infine i PGPR possono contribuire all'induzione nelle piante
di una resistenza sistemica duratura e ad ampio spettro nei confronti dei patogeni
vegetali (Kessmann et al., 1994; Tuzun et al., 1994; van Loon et al., 1998). La
resistenza sistemica acquisita (SAR) e la resistenza sistemica indotta (ISR) sono
due forme di resistenza ai patogeni per la cui acquisizione da parte della pianta
possono contribuire i PGPR. I PGPR in grado di promuovere la crescita vegetale,
e nel contempo in grado di opporsi alla proliferazione di microrganismi deleteri
per la pianta, possiedono un valore aggiunto, che puo rivelarsi molto utile nelle
applicazioni di campo (Raddadi, 2007).

4. SIMBIOSI, SVILUPPO E IMMUNITA DELL OSPITE
E stato evidenziato che negli artropodi i microrganismi simbionti hanno an-

che importanti ruoli nel completamento dello sviluppo e nell’attivazione del
sistema immunitario dell’ospite.
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Ad esempio, la rimozione sperimentale del batterio acetico Asaia dal suo
ospite An. stephensi attraverso la somministrazione nella dieta di un antibio-
tico attivo contro il batterio acetico comporta un ritardo di sviluppo nelle
larve (Chouaia et al., 2012). Tale ritardo viene rimosso quando la zanzara ¢
colonizzata da ceppi di Asaia antibiotico resistente. Questo esperimento sot-
tolinea che Asaia svolge un ruolo importante nello sviluppo dell'insetto, per
esempio attraverso 'approvvigionamento di composti essenziali per 'ospite,
quali vitamine o amminoacidi essenziali.

Recenti lavori hanno dimostrato che i batteri acetici sono essenziali per lo
sviluppo di D. melanogaster (Shin et al., 2011). In particolare, quando droso-
fila germ-free veniva allevata con una dieta minima a basso livello di nutrienti
I'assenza di uno specifico batterio simbionte, il batterio acetico Acetobacter
pomorum determinava ritardo nello sviluppo, dimensioni ridotte degli or-
gani fino alla morte dell’animale. Attraverso lo screening di una libreria di
mutanti del simbionte sono stati individuati una serie di geni necessari al
mantenimento del corretto pattern di sviluppo dell’ospite. Questi geni erano
tutti implicati a diversi livelli nel mantenimento della funzionalita dell’alcol
deidrogenasi pirrolchinolinchinone-dipendente (PQQ-ADH) che ha come
prodotto metabolico I'acido acetico. La somministrazione a drosofila di acido
acetico permetteva di ripristinare il corretto pattern di sviluppo. Le ricer-
che hanno evidenziato che la PQQ-ADH e il suo prodotto, I'acido acetico
modulano il signalling dellinsulina e 'omeostasi metabolica e dello svilup-
po attraverso regolazione del tasso di sviluppo e di accrescimento corporeo,
dell’attivita delle cellule staminali intestinali e del metabolismo energetico
(Shin et al., 2012).

Un altro aspetto dell’interazione ospite simbionte riguarda la regolazione
della risposta immunitaria innata dellospite. E stato dimostrato che in dro-
sofila il controllo della risposta immunitaria ¢ largamente regolata dai batteri
acetici simbionti che risiedono nell'intestino (Ryu et al., 2008). Cinque spe-
cie batteriche dominano l'intestino di drosofila come commensali, tra i quali
i batteri acetici A. pomorum precedentemente descritto come essenziale per
la modulazione del pathway di sviluppo, Commensalibacter intestini EW911
(Roh et al., 2008) e Gluconobacter morbifer EW707, quest’ultimo un pato-
geno per drosofila (Roh et al., 2008), rispettivamente con cariche cellulari di
circa 10%, 10° e 800 unita formanti colonia per intestino. Questi ultimi due
batteri e la loro interazione con 'ospite sono essenziali per la regolazione del-
la risposta immunitaria e il mantenimento del corretto equilibrio della flora
intestinale. In condizioni normali, la flora intestinale della mosca adulta & suf-
ficiente per sopprimere la crescita del patogeno G. morbifer mantenendolo a
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un basso livello numerico. Quando il sistema viene perturbato, la crescita nel
numero di individui di G. morbifer risulta in un effetto di virulenza nei con-
fronti dell’ospite determinando apoptosi nelle cellule epiteliali dell'intestino.
In condizioni normali il dialogo tra sistema immunitario e microbioma inte-
stinale consente la dominanza di A. pomorum e C. intestini, e il conseguente
controllo, attraverso esclusione competitiva, dello sviluppo di G. morbifer.

Questi recenti studi evidenziano che i simbionti hanno uno strettissimo
legame con l'ospite e un'intima relazione che arriva a regolare addirittura il
corretto sviluppo e la risposta immunitaria.

5. SIMBIOSI E RESISTENZE AGLI STRESS

Oltre a esplicare ruoli essenziali per la biologia degli ospiti, i microrganismi
simbionti possono anche determinare ruoli secondari ma assolutamente utili
all’ospite per superare diverse condizioni di stress ambientali.

Ad esempio in diversi modelli entomologici alcuni simbionti permettono
all’ospite di resistere a parassiti e parassitoidi permettendo una maggiore resi-
stenza. Altri simbionti possono favorire la resistenza dell’ospite a condizioni
ambientali difficili come le temperature estreme.

Un ambito in cui i simbionti posso avere un grande interesse ¢ la prote-
zione delle piante dagli stress. Oltre a incrementare lo sviluppo della pianta,
i PGPR sono in grado di alleviare 'effetto di diversi stress abiotici, agendo
sul bilancio ormonale tramite la riduzione della concentrazione di etilene nei
tessuti radicali mediante l'attivitd dell’enzima 1-aminociclopropano-1-car-
bossilato (ACC) deaminasi (Brown, 1974; Kloepper et al., 1986; Lambert
and Joos, 1989; Glick, 1995; Patten and Glick, 1996). Durante i processi
di sviluppo della pianta, I'etilene regola la differenziazione dello xilema, la
fioritura e induce la maturazione dei frutti cosi come 'appassimento dei fiori.
Oltre a essere un regolatore di crescita, I'etilene ¢ anche stato riconosciuto
come un ormone da stress. In condizioni di stress, come quelle generate da
eccessiva salinitd, siccitd, metalli pesanti e patogeni, la produzione di etilene
endogeno viene sostanzialmente accelerata, incidendo negativamente sullo
sviluppo delle radici e conseguentemente sul complessivo sviluppo della pian-
ta. Come parte della risposta allo stress, I'etilene inibisce I'allungamento delle
radici, la nodulazione e il trasporto delle auxine, induce ipertrofie, accelera
invecchiamento e promuove la senescenza e 'abscissione fogliare. I PGPR
con attivita ACC deaminasica sono in grado di promuovere la crescita vege-
tale anche in condizioni di stress ambientale consumando 'eccesso di etilene
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metabolizzando 'ACC, uno dei suoi precursori metabolici, che sarebbe altri-
menti destinato a essere trasformato in etilene da stress. In questa situazione
le radici continuano a crescere nonostante le difficili condizioni ambientali,
aumentando la propria superficie assorbente attraverso la formazione di radici
e peli radicali. I batteri con attivita ACC deaminasica sono quindi d’interesse
nella messa a punto di inoculi fertilizzanti, aprendo nuove possibilita per
lo sviluppo di strategie colturali sostenibili che migliorino la resistenza delle
piante agli stress abiotici. Dal momento che molti PGPR possiedono con-
temporaneamente diversi tratti di promozione della crescita vegetale, nella
maggior parte dei casi, con I'eccezione di alcuni azoto fissatori simbionti,
Peffetto di promozione non ¢ riferibile a una singola attivitd, ma all’azione
sinergica tra due o pit di questi meccanismi (Marasco et al., 2012).

6. ESEMPI DI INTERAZIONI SIMBIOTICHE

Gli esempi di interazioni simbiotiche e il loro sfruttamento applicativo sono
innumerevoli. Tra i pitt noti ci sono quelli relativi ai probiotici a uso umano
che permettono di migliorare le condizioni intestinali e in definitiva lo stato
di salute dell’ospite. Peraltro in pressoché tutte le culture si ritrovano alimenti
fermentati con alte cariche di batteri che portano diversi benefici all'intestino
e alla salute dell’ospite.

Nel caso degli artropodi interessanti applicazioni si prospettano per soste-
nere la salute degli insetti impollinatori (Hamdi et al., 2011), in particolare le
api che sono andate incontro negli ultimi anni a un impressionante declino
le cui cause sono molteplici. In particolare sono state proposte strategie di
MRM per la gestione del benessere dell’ape anche attraverso 'impiego di
probiotici che possano alleviare I'attacco dei patogeni e parassiti o stimolare il
sistema immunitario (Crotti et al., 2012). Da qualche decennio, 'apicoltura
si trova ad affrontare importanti perdite economiche in tutto il mondo con
gravi conseguenze in molti settori dell’agricoltura. Molta attenzione ¢ stata
posta verso un grave fenomeno che causa lo spopolamento degli alveari, il
CCD (Colony Collapse Disorder o Collasso della Colonia) (Cox-Foster et
al., 2007), in cui le colonie si spopolano improvvisamente. Sebbene una causa
univoca e chiara non sia stata ancora individuata e probabilmente il CCD sia
determinato da pit fattori, ci sono evidenze che un'importante causa sia I'ef-
fetto deriva conseguente all'impiego di certi insetticidi che a bassissime dosi
determinano effetti di disorientamento sugli adulti che non riescono piu a
ritrovare gli alveari. In generale la salute delle api ¢ influenzata da fattori abio-
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tici, come 'inquinamento ambientale quali le sopra menzionate applicazioni
di insetticidi per uso agricolo. Anche stress biotici possono causare perdita di
colonie, tra cui infezioni batteriche (per esempio Paenibacillus larvae) e fun-
gine (ad esempio Ascosphaera apis), agenti patogeni quali i microsporidi (ad
esempio, Nosema apis), parassiti (ad esempio Varroa destructor) e diversi virus.
Alla luce di recenti ricerche, la disbiosi intestinale, definita come la dispro-
porzione relativa delle specie del microbioma dell’'intestino, ha dimostrato
di incidere sulla salute degli animali. Tale effetto appare evidente anche negli
artropodi in cui 'alterazione della comunitd microbica intestinale ¢ legata allo
squilibrio sia dello stato di salute che del benessere, come avviene nella mosca
della frutta Ceratitis capitata quando ¢ sottoposta ai trattamenti per produrre
maschi sterili da impiegare nella tecnica dell’insetto sterile (Ben Ami et al.,
2010). E stato ipotizzato che la disbiosi pud avere un ruolo importante anche
in diverse malattie delle api.

I riscontri ottenuti recentemente da numerosi studi evidenziano il crescen-
te interesse nell’interazione tra pianta e microbioma con attivita di promozio-
ne della crescita vegetale (PGP). Alcuni studi stanno evidenziando I'interesse
di questo tipo di applicazioni dei PGPR anche a diverse piante di grande inte-
resse per I'agricoltura italiana come ad esempio olivo e vite. In particolare, per
quest’ultima sono stati recentemente pubblicati alcuni studi che evidenziano
le potenzialita di questi microrganismi (Weller et al., 1988). Ad esempio ci
sono ampie evidenze che i batteri possano colonizzare i tessuti della vite e
prosperare come endofiti nelle radici, nei germogli e nelle foglie (Dong et al.,
2001). Rispetto ai batteri rizosferici, gli endofiti sono relativamente protetti
dall’ambiente suolo da numerosi stress ambientali (Whipps et al., 2001). Un
endofita con attivitd di promozione della crescita della vite & Burkholderia
phytofirmans Ps]N che riduce i livelli di etilene attraverso I'attivita dell'enzima
ACC deaminasi. Il ceppo PsJN mostra anche attivita di biocontrollo della
muffa grigia Borytis cinerea (Ait Barka et al., 2002). Impiegando ceppi mar-
cati con marcatori ottici come GFP (Green Fluorescent Protein) ¢ stato stu-
diato il profilo di colonizzazione di B. phytofirmans Ps]N, dimostrando come
il batterio sia capace di colonizzare stabilmente radici, germogli e foglie di
piantine di Vitis vinifera. Gli esperimenti hanno indicato che il ceppo Ps]N,
pud invadere i tessuti interni della radice passando tra cellule epidermiche e
corticali ed ¢ in grado di raggiungere la parte centrale della radice rompendo
la barriera dell’endoderma (Compant et al., 2005). A seguito della colonizza-
zione della radice, PsJN diffonde nella pianta e colonizza anche steli e foglie.

B. phytofirmans Ps]N stimola un aumento della resistenza al freddo in
piantine di vite inoculate. Le piante batterizzate hanno sviluppato una bio-
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massa totale significativamente maggiore rispetto ai controlli sia quando ve-
nivano mantenute a 26 che a 4°C. La differenza pit significativa nella crescita
a 4°C si ¢ riscontrata in particolare in un maggiore sviluppo dell’apparato
radicale delle piante batterizzate (Ait- Barka et al., 20006).

I meccanismi che regolano le risposte della pianta quando si verifica I'in-
terazione con i batteri promotori di crescita non sono completamente noti,
ma considerata la potenziale importanza applicativa di queste strategie per
un’agricoltura sostenibile ¢ necessario approfondire gli studi sulle interazioni
tra pianta e simbionte.

7. CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Negli ultimi anni si ¢ sviluppato un interesse sempre maggiore nei confronti
delle interazioni tra endosimbionti e insetti e tra batteri rizosferici o endofiti e
piante agrarie, in particolare nei confronti del loro potenziale utilizzo, in qualita
di agenti di biocontrollo, per poter sviluppare strategie di lotta nei confronti di
insetti dannosi per le coltivazioni o nei confronti di quelle malattie trasmesse da
insetti all'uomo, agli animali o a differenti colture agrarie, o ancora per garanti-
re una promozione della crescita delle colture agrarie sostenibile ed economica.
I microrganismi simbionti possono essere utilizzati come diretti antagoni-
sti di agenti patogeni trasmessi dagli insetti, oppure indirettamente sfruttando
la loro capacita di agire contro l'ospite artropode, ad esempio alterandone il
comportamento riproduttivo. O ancora, i microrganismi possono essere sfrut-
tati per proteggere le colture agrarie dai parassiti minimizzando I'impiego di
sostanze chimiche o per alleviare gli stress come lo stress salino o lo stress idri-
co, quest ultimo considerato come una delle maggiori minacce per il futuro in
conseguenza dell’emergente riscaldamento globale. Anche un minimo effetto
di protezione nei confronti dello stress idrico potrebbe portare al risparmio di
grandi quantitad d’acqua, una materia prima essenziale e sempre pit a rischio
soprattutto nelle aree soggette a desertificazione (Marasco et al., 2012).
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RIASSUNTO

Le simbiosi mutualistiche tra organismi eucarioti, quali insetti e piante, e procarioti rap-
presentano una straordinaria strategia evolutiva per la sopravvivenza e la colonizzazione
di nuove nicchie ecologiche. Mentre per i procarioti le simbiosi assicurano un approv-
vigionamento sicuro di nutrienti, le piante ne beneficiano tramite un miglioramento
del proprio bilancio di micro — ¢ macro — nutrienti, come per esempio I'azoto, ¢ un
aumento della resistenza agli stress ambientali. Per gli insetti, 'interazione con i procari-
oti supplisce I'approvvigionamento di sostanze fondamentali per la crescita e lo sviluppo
corretto dell’ospite. La conoscenza dei meccanismi molecolari che regolano I'interazione
tra microrganismi e ospite ¢ alla base dello sviluppo di strategie di lotta integrata per la
promozione della crescita vegetale e il controllo dei patogeni o per il miglioramento della
salute degli insetti impollinatori, attraverso un approccio eco-sostenibile.

ABSTRACT

Symbiosis established between eukaryotes, such as insects and plants, and prokaryotes,
represents an effective evolutionary strategy to ensure survival and the ability to colonize
new ecological niches. For prokaryotes, the symbiotic relationships provide nutrients,
while plants benefit with an improved budget of micro — and macro — nutrients, such
as nitrogen, or with an enhanced tolerance to environmental stresses. In insects, the
symbiotic relationships with microorganisms supply for substances that are crucial for
host growth and development. The study of mechanisms that rule out the microbe-
host interactions represents a key step for the exploitation of eco-friendly strategies for
improving pollinators health, plant growth promotion and biocontrol processes against
phytopathogens.
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