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Relazione sulle attivita svolte nel 2° anno di attita (01/07/2007-30/06/2008)

Le attivita del’UO 08 previste nel progetto sono:

1) studio degli effetti della variazione delle fontitritive sulla crescita e sulle attivita
metaboliche di comunita microbiche modello, cogitda ceppi batterici rappresentativi, isolati e
caratterizzati per i principali parametri di creacper il profilo metabolico e per le richieste
nutrizionali (attivita 6).

2) valutazione della capacita delle specie battelisblate di mantenere la vitalita e le
proprie caratteristiche fisiologiche durante pericassoluta carenza nutrizionale (attivita 7).

3) studio di attivita enzimatiche del suolo (attiv@a

Attivita 6: Crescita e attivita di popolazioni batteriche dedls.

Isolamenti r/K

La costruzione di comunita batteriche modello eclei una selezione diretta di specie
caratteristiche che puo essere effettuata sulla tbe@lde condizioni ambientaliK che si
determinano in seguito alle variazioni nella quargi nella composizione dei substrati disponibili.
Una condizione si stabilisce quando il rapporto ambiente/popolagie tale che i membri della
popolazione possono crescere alla loro massimaitaldéa condizion& si ha, invece, quando i

rapporti sono tali che il tasso di incremento dpti@olazione € vicino allo zero.



Pertanto, sulla base del concetto di selezionesofo state allestite colture continue Carbonio-
limitate (0,3g/!I di glucosio nel terreno mineral@'Butilizzando come inoculo i campioni mediati
dei suoli di Berchidda, come descritto nella redaei del primo anno del progetto.

Alle colture, dopo 72 ore di crescita in batcktato imposto un flusso di terreno alla velocita di
diluizione D = 0,02 H per la selezione delle popolazioni K-strategistel@rnativamente, alla
velocitd D = 0,2 # per la selezione delle popolazioni r-strategiste.
| campionamenti allo steady state, effettuati dibpassaggio di non meno di 10 volumi di coltura e
guando la densita ottica della coltura stessa stenava costante per almeno tre giorni, hanno

mostrato la presenza di vari ceppi batterici. ultegi ottenuti sono riportati nella Tabella 1.

Tab. 1. Steady-states dei suoli di Berchidda cres#i in coltura continua
glucosio-limitata alle velocita di diluizione D = Q02 h* (selezione k)

e D =0,2 i (selezione r).

, D.O. 1 Proteine
Selezione CFUx1C° ml
(Asgonm) (ng mrl)
k 0,022 29,6 +0,74 785+2%
Sughereta
r 0,440 261,3+19,6| 745,1+13,3
k 0,045 58,3 + 0,63 125,1 +43
Pascolo
r 0,225 289+ 11,8 193+ 7,1
k 0,095 152 + 25 1654+ 7,7
Erbaio
r 0,125 244 + 18 169,6 £ 5,1
Vigneto k 0.095 176,8 + 13,6 122,1 +9)2
inerbito r 0,200 174 +4 200,6 £5,6
Vigneto k 0,100 246,3+11,4 127,5+ 3|3
lavorato r 0,115 107 + 10,5 1446+ 26

Dati calcolati come medie + Errore Standard di 6 rpliche

Dagli steady states ottenuti con la serie deirbptani di Berchidda sono stati isolati ceppi

morfologicamente diversi, per un totale di 20 capgtrategisti e di 15 ceppi K-strategisti.



Curve di crescita

Lo studio delle curve di crescita viene effettulaicendo crescere i microrganismi nel terreno
colturale GB7, contenente 10g/I di glucosio, in un termoturbietiro aerato collegato ad un data
logger per la registrazione continua dell'increnceti¢lla densita ottica delle colture. Per ottemere
parametri di crescita (tempo di latenza, tempaughlidazione, velocita massima), i dati raccolti
sono elaborati con il software MicroFit (ver. 1ulilizzando il modello matematico di Barareyi
al. (1994), come riportato nella relazione dell’anmegedente.

Attualmente sono state studiate le curve di cragtitirca la meta dei ceppi batterici isolati ed
e in corso il completamento dello studio. Nellaufayl sono riportate le curve ottenute da alcuni
ceppi, sia r-strategisti che k-strategisti dei dsvsuoli di Berchidda, dei quali sono stati anche
definiti i parametri di crescita, come riportatilaelrabella 2.

| parametri di crescita, unitamente alle carattiehi® metaboliche dei ceppi, permetteranno un
corretto allestimento e studio della coltura mmstadello, rappresentativa dei diversi campioni di

suolo.

Tab. 2. Velocita massima di crescitaunax), tempo di duplicazione () e tempo di latenzaX)

di ceppi isolati dai suoli di Berchidda e cresciutal termoturbidimetro su glucosic.

Ceppo s o )
SuU-k2 0,77+0,04| 0,90+0,04 1,25+0,37
PA-k2 0,88+0,03| 0,79+0,04 3,71+0,3
PAT1 | 05120,02| 135004 2.35:0,5
ERK5 | 0,3320,02| 2,09:0,0§ 3,2140.8
ER-r3 0,48+0,04| 1,44+0,04 4,91+0,7
VL-k2 0,42+0,02| 1,66+x0,04 1,61+0,7
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Fig. 1. Curve di crescita di ceppi di Berchidda cresailitermoturbidimetro aerato.
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Al termine del secondo anno di attivita e inizilistudio sul sequenziamento del 16SrDNA per la
caratterizzazione tassonomica dei ceppi isolate@ranno a breve termine i primi risultati. La
definizione tassonomica dei ceppi consentira ditefére in modo piu diretto, in collaborazione con
altre U.0O., lo studio del profilo metabolico deppe stessi.
Si prevede a breve l'allestimento delle colturetoare modello, inizialmente in condizioni di
glucosio-limitazione.

Inoltre € iniziato lo studio in coltura continuarpgi isolamenti dei ceppi sui campioni di

suolo di Agugliano.

Attivita 7: Sopravvivenza di popolazioni batteriche del sudieo @arenza nitrizionale.

Per lo studio della capacita di sopravvivenzaoindizioni di completa carenza nutrizionale, i
campioni steady-state sono stati centrifugati,tievaisospesi in ugual volume di tampone fosfato
0,033 M, pH 6,8. Le sospensioni batteriche sonte st@ubate a 28°C, con una leggera agitazione
(70 giri/min) per diversi mesi, provvedendo corgfaunta di HO sterile a compensare
I'evaporazione della sospensione. All'inizio defipdo di starvation e ad intervalli regolari sono
state effettuate le conte su Nutrient Agar delleieculturabili e le conte MPN, su terreno GB
delle cellule metabolicamente attive, valutateadplesenza del precipitato di formazano (Wrenn e
Venosa, 1996) in microplates a 96 pozzetti, secadnuetodo descritto da Rovet al. (1977).

Nelle Figure sottostanti e riportata una primdefazione dei risultati ottenuti nel periodo di

starvation nutrizionale, che in alcuni casi ha ragtp, e superato, i 6 mesi di incubazione.
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Vigneto lavorato

_ -1 ] — -1
D=0,02h D=0,2h

108 108 4
”',—E 107 5 107 3
E 3
L
O

10° 4 10°

10° 4 10° 3

0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
Tempo di starvation (g) Tempo di starvation (g)

@® MPN ml-1 secondo Rowe et al. (1977)
O CFUmI*suNA

| dati riportati mostrano, pur con una certa vati@bnegli andamenti tra i diversi campioni, chel n
periodo osservato si ha una perdita di culturabdie si puo valutare intorno ai due ordini di
grandezza. Inoltre, come previsto, in quasi tutdmpioni le cellule metabolicamente attive sono
superiori alle culturabili e nel lungo periodo iedvalori tendono a coincidere, eccetto che neiicepp
k-strategisti del Vigneto lavorato. Un dato che mdoessere valutato piu attentamente € quello
ottenuto nei ceppi K del Pascolo.
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