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Descrizione del progetto 

Il sorting cellulare, ovvero la discriminazione direna e l'isolamento di diversi gruppi cellulari 
di sl inli sulla base di specifiche caratteri stlche morfologiche e funzionali , è un'applicazione avanzata 
della cilometria a flu sso che SUl trovando spazio in studi di ecologia microbica grazie al 

miglioramento della sensibilità e delta velocità di analisi degli strumenti in commercio. Il presente 
progetto, lramite l'applicazione della tecnica suddetta contribuisce ad indagare le dinamiche 
st.runurali di comunità batteriche acquatiche sOlloposte al conlrOlJo dei predatori . I meccani smi di 

resistenza e vulnerabil ità rnicrobica alla predazione incidono fonemente sull'efflcienza nel 
trasferimento di energia ai livelli superiori della catena trofica . La conoscenza più approfondita di 

questi meccanismi è fondamentale per comprendere il ruolo funzionale della comunità microbica 
come componente basale della piramide trotìca acquatica. 

Project descriptioD 

The direct discriminatioo and isolation of several distinct celI groups on the basis of specific 
morphologlcal and functi onal characteristics is ao advanced flow cytometry applìcation which is 

encountering novel oppommities in studies o f microbial ecology Ihanks lo new instrumental 
improvemems of cytomeuic 10015. This project, by applying the technique above described, wi ll 

help to investigate the structural dynamics of aquatic bacteri al communities, narurally controlled by 
grazing acti vilY. The rnechanisrns of microbial resistance and vulnerability lO grazers heavily 
arrects The energy tTans fer to higher nopme Jevels. The beller understanding ofthese mechanisms is 
crucial to deCine the functional role of microbial commu.n.ities as the baseline part of the aquatic 
mi crobial fo od web. 



Introduzione 

Negl i ultimi anni la ci tometria a flusso , associata all' util izzo di colorant i fluorescenti specifici per la 
marcatura degli acidi nueleici cellulari (Shapiro, 1995), è sempre piu utilizzata in campo ambienta le 
per la caratteri zzazione quantitativa e morfo logica delle comunità microbiche degli ecosistemi 
acquatic i. Il principale vantaggio dell'applicazione di questo metodo è la rapidità delle misure e 
l' elevata riproducibili tà. favorita dall 'alto numero di cellule che è possibile contare in breve tempo. 
oltre che da una minore soggettività rispetto alle tecniche di microscopia. Il citometro a flusso 
infani è in grado di contare singole pan ice lle che passano di fronte ad un raggio laser regisLIandone, 
attraverso specifici fotomoltip licatori, alcune caratterist iche Ira cui l' intensità di fluore scenza e la 
luce rifratta su diversi piani angolari . L' insieme e le diverse combinazioni di dati muhiparametrici 
consentono di distinguere e quanti ficare cell ule (o popolazioni cell ulari) distinte sulla base di 
speci fiche caratteristi che strutturali e morfolog1che (Bouvier ct al., 2007; Felip et al. , 2007). Inoltre, 
attraverso un processo di sorting cellulare, lo strumento può riconoscere ed associare una canea 
elettrostatica a micro-gocce di fl uido, creale dal panicolare sis tema di nusso, contenent i i 
microrganismi con definiti ed omogenei criteri strutturali (es. fl uorescenza e dimensIOni). Tali 
gocce possono quindi essere dev iate da un campo magnetico per essere Isolate, consemendo di 
selezionare speci fi ci gruppi microbici anche in vivo (Reckennann, 2000). Grazie al miglioramento 
della sensibil ità e della velocità di analisi degli strumenti in commercio, questa applicazione 
avanzala della citomenia a flu sso sta trovando spaz io in slUdi di ecologia microbica, non solo per la 
rapida valutazione di parametri di base (es. abbondanza e biomassa banerica) ma anche per 
comprendere le dinamiche st rutturali e quind i il ruolo dei diversi gruppi microbi ci nei processi 
ecosistemici (es. ciclo del carbonio e rappon i tro fi ci ). 
Purtroppo il d tometro a flu sso è ancora uno strumento molto costoso, per cui la sua utili zzazione è 
limi tata solo a pochi laboratori di ricerca. Con l'obiettivo di acquisire ulteriori competenze 
nell ' uti lizzo del citometro a fiusso in vista di un poss ibile fu ruro acquisto dello stnunento presso 
l'IR.SA-C1\TR, il pro gena si è inserito nelle anività di ri cerca portate avanti presso la Stazione 
limnologica dell 'Università di Zungo che ha in dOlaz ione il Cytopeia's [Ofl UX™ cell sorter (Becton 
& Dickinson). in grado di "smistare" fi no a 25 .000 cellule/s. In panicolare, sono state srudiate le 
dinamiche stru tturali di comunità baneriche acquatiche sonoposte al controllo dei predatori , 
anraverso l' allesti memo di microcosmi in laboratorio. I meccanismi di resistenza e vulnerabililà 
microbica alla predazione inc idono fonememe sull 'efficienza nel trasferimento di energia ai live ll i 
superiori della catena trofica. Di conseguenza., la conoscenza più approfondùa di questi meccanismi 
è fondamentale per comprendere il ruolo funz ionale della com uni tà microbica come componente 
basale della piramide tro fica acquatica. 
Oltre a fornire nuove competenza tecniche, 11 progeno ha rafforzato la cooperazione tra i gruppi di 
ricerca delle istituzioni coinvolte che da anni portano avanti una proficua collaborazione scientifica. 
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Atthità svolte du rante il periodo di lavoro presso i laboratori d ella Stazione Limnologia. 

05-07 Ottobre: Messa a punto dello schema sperimentale e raccolta dei campioni 

07- 14 Ottobre: AJlestimento ed analisi del primo esperimento in laboratorio 
• Conia degli aggregati microbici , fonna ti in seguito al processo di predazione 

(mlcroscopia ad epifluorescenza, citornetri a a flusso) 
• Quantificazione 	 dei gruppi filogenetici all'interno degh aggregati microbici 

(tecniche di ibridaz ione in situ, FISH e CARD-FISH) 
• SorzÌng degli aggregati e allestimento colture baneriche 

14-21 Onobre: Alleslimento ed analisi del secondo esperime nto in laborato rio 
• Coma 	 degli aggregali microbicì e dei batleri filamentosi (microscopia ad 

epi fluorescenza, dtometna a flusso) 
• Quantificazione 	 dei gruppi fil ogenetici all'interno degli aggregati microbici 

(tecniche di ibridazione in situ, FISH e CARD-FISH) 
• Soning degli aggregati e allestimento colture batteriche 

21-25 Ottobre: All estimento ed analisi di specifiche colture pure baneriche 
• Iso lamento delle colonie fonnat e in seguito al processo di soning su piastra. 
• Allestimento di specifiche 	co1tw-e pure di cellule presenti negli aggregati e di 

cellule filamentose. 
• TeSI di resistenza dei ceppi isolai i in presenza del predatore 
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Metodi 

Campio/lamento ed allestimenlO dei mlcrocosmi in laboratorio 

I campioni d'acqua sono stati prelevati nel Lago di Zurigo , a circa 5 metri di distanza dalla riva, e 
filtrati su membrane iu poli carbonato con porosità 0.8 ,um (Nucleopore) per eliminare il particolato 
e gli organismi di dimensioni superiori, inclusi i predatori narurali (ciliati e flagellati). 
I m.icrocosmi sono stati allestiti in beute da 500 mi (Figura 1) utili zzando acqua di lago artificiale 
con aggiunte di peptone, glucosio ed estratto di lievito (3mgIL). 
Nel primo esperimento, per ogni trattamento (3 repliche) sono state effettuale aggiume di un 
inoculo di acqua di lago (diluizione l: lO) in modo da raggiungere una concentrazione finale di circa 
2.5* I 0$ batteri/mI. Nel trattamento di controllo (bac!) non sono state fatte ulteriori aggiunte, mentre 
nel secondo trattamento (bacl+Ochro) è stato aggiunto il flagellato mixoTrofo Ochromonas spp. in 
modo da raggiungere una concentrazione finale di ci rca 260 cellule/mI ( l :1000 rispetto 
all'abbondanza batterica) . r microcosrni sono stati incubali per 120h al buio alla temperatura 
ambientale. Due a liquote da 5 mi sono sTale preleva te da tune le beute ogni 24h di incubazione e 
fissate con pararonnaldeide (concenrrazione finale 2%) e glutaraldeide (c.f. 2%), ri spett ivamente 
per le come al microscopio ed al eilometTO. 
Nel secondo esperimenlo, è stato mantenuto lo stesso schema sperimentale raddoppiando la 
concentrazione di predatori nel tratlamento bacl+0chro (500 celhtle/ml) e aggiungendo un leno 
trartamento (bacI+Ochro+Sphing) in cUl sono sIate aggiunte circa 1<Y cellu le/mi appartenenti ad un 
ceppo banerico (Sphingobium sp.) noto per formare aggregali in preSel1.23 di flagellati predatori. 
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Figura l. A) Beute a fondo plano per l 'alleslimento dei iTUcrocosmi. B) 
Rappresentazione :i>chematica dei rranamenù eseguit i nei due 
esperimenti di laboratorio con aggiunte di una comunità banerica mista. 
flag ellati del genere Ochromonas e del ceppo batterico aggregante dd 
eoere S hill obium. 
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Cilomelria a flusso e sorting cellulare 

Per la conta totale di cellule, aggregati cellul ari e filamemi , le aliquote analizzale sono state marcate 
con il colorante fluorescente SYBR Green (c,C. 1;20000; Molecular Probes), dopo incubazione al 
buio per 15 min. Per stimare la densità cellulare si è lenuto conio del volume analizzato detemtinato 
in base al tempo di acquisizione. f citogrammi della fluorescenza verde (FLI) in funzione della luce 
rifrana a 90° (side light scaner - SSC) sono stati utilizzati per idenùficare e coniare cellule ed 
aggregali banenci distinguendoli graficameme (Gasol e Del Giorgio, 2000). ] citogrammi della 
fluorescenza rossa (FL3) in funzione del SSC sono stati ulili zzali per identificare e contare le cellule 
di Ochromonas narura lmente caranenzzate da pigmenti fotosi ntet ici. 
TI sorfing degli aggrega li è stalo eseguito sulla base del loro specifico segnale della FU in runzlOne 
del SSc. Ad ogni sessione di lavoro lo strumenlo è st3to calibrato per sellare e stabilizzare la 
disLanZa Ira la punta del capillare e la ronnaz ione delle miero-gocce a cui assegnare la canea 
elenrostalica. Una soluzione di biglie fluorescem i da 0.97 IJm di diametro a concentraz ione nota 
(polyscience) è stata aggiunta come standard interno per controllare il corretto funzionamento dello 
strumento e delle sue impostazioni An raverso il processo di sorling gli aggregati con un diametro 
minore di 70 )lm sono stat i isolati in miero-gocce che sono state disposte secondo uno schema 
preciso su un terreno di cresci ta all 'interno di una piastra PetTi (Figura 2). Le colonie batteriche 
fonnatesi sulle piastre dopo 48h di incubazione sono state prelevate separatarnente ed isolate su 
terreno liquido per onenere colture pure di ceppi banerici presenti negli aggregati. Ogni coltura pura 
così oetenuta è stata incuhata nuovamente in presenza di Ochromonas per testare le capacità 
aggreganti e di resistenza alla predazione di ogni singolo ceppo isolato dagli aggregati microbici. 
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Figura 2. A) Schema del sislema di funzionamen.to del 
cilometro a flusso per la conta ed il sortillg delle panicelle 
(da Reckerrnano, 20(0). Quando la cellula che passa 
davanti al raggio Laser corrisponde ad un crilerio definilO, 
cile nello schema equivale a un ceno imerva llo di 
fluoresceaza rossa (FL3) e di nrrazione della luce (FSC). 
B) Cytopeia's InfltL'(TI4 celi soner (Beclon & Dickioson). 
C) Periferica per il controllo ed il senaggio del l ... 
impostaZioni dello strumento. D) Schema della 
distribuzione: su piasrra Petri delle micro-gocce contenenl! 

I 
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Ibridazione in sUu (FISH and CA RD-FISH) 

La composizione filogenetica degli aggregali è stata analizzata tramite ibridazione in si ru 
(Flurescence In Siru Hybrid ization - FISH) con sonde fluorescenti oligonucleotidiche rRNA 
specifiche. secondo il protocollo descritto da Pernthaler et al. (200 1). rn entrambi gli esperimenti, 
sono state utili zzate le sonde ALFI b, BET42a, Gfu'v!42a, CF3l9a, HGC69a e lGC3 54abc 
specifiche ri spettivamente per le sot1oclassi Alpho- , Belo- e Gamma- dei ProteobOCIeria, 
Cytophaga -Flavohacleria. Acrinomycetes e Fr'rmicutes, marcate con i fluorocromi fluorescina (FLU 
- emissione verde) o indocarbocianina (CY3 - emissione rossa). 
In casi di identiche condizioni di ibridazione e di stringenza delle soode oligonucleotidiche, sono 
state effenuale doppie ibridazioni con sonde differentemente marcate (es. sonda BET42a-FLU e 
GA.\rl42a-CY3). In caso contrario, sono state e ITetruate alc une dopp ie ibridazioni di controllo 
seguendo il protocol lo della Multi-color CARD-FISH (Pernthaler el al., 2004), utilizzando sonde 
marcate con perossidas i (HRP) per l'attivazione enzimatica di composti ani vati della tirammide 
marcati con i fluorocromi FLU O ALEXA 633 (emissione rossa). 

rusultati 

Dinamiche di crescita degli aggregati microbici nei microcosmi 

ln entrambi gli esperimenti, ri spetto ai trattamenti di controllo, S1 e osseJValO un sign ifica ti vo 
aumento di aggregati battenci nei trattamenti in presenza del predatore, con valori massimi di circa 
800 aggregati/mi e un rapporto 1: l000 con le ce llule free- living, dopo l20h di incubazione (Figura 
2). Le aggi unte del ceppo banerio aggregante de l genere Sphiogobium non hanno prodotto nessun 
etTetto s ignificativo sulle dinamk he della comunita. Nel secondo esperimento , si è osservata anche 

103la crescita di ce llule filament ose che hanno raggiunto concentrazioni elevate nell 'ordine di 
filam entiJml, dopo 48h di incubazione. La presenza di batteri filamentosi è stata confermala s ia 
attraverso !'osseJVaz ione dei campioni al microscopio ad ep ifluorescenza sia am3verso il processo 
di soning cellulare. Le cellul e di Odlromonas, utilizzando i baneri come ri sorsa rrofica, hanno 
superato la concentrazione di c irca 10000 ind ividui/mi al tennine delle incubazioni (Figura 4). 
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Figu ra 2. CilOgrammì della fluorescenz.a verde (Fll) in funzione della tuce ri fra na a 90" 
(SSC) per l'jdentificazione della comuni tà microbiCIl sviluppaUl nei microcosmi. Il 
predatore flagellato Ochromonas e fac ilmente di stinguibile suUa base delle maggiori 
dimensioni a cui sono asscciari valori più al ti di fl uorescenza e di SSc. L'osservazione 
al microscopio ba confermalO la presenza di baneri fila mentosi dopo 72h di incubazione 
e d i a e ati al termioe dell 'es erimemo (l lOh). 
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Figura 3. Curve di crescita del principali 
gruppi microbici individuati tramit e: 
çitometna a flusso. 

lW.10" . 

1401.\(1) • 

-... l2Qw. :O> •, 
..,1X!>;\0" • 

~ lIQc'O" 

F .anems I 

•
( \ 

"'" ----------------------­
' 000 . Larçe aggeg31$S 

.. A:. \a~e tlact • SP~ 
-O B lake DaCI • $pll • OCI-{ R 

• C lake t>aCI • OCHR 

Composizione filogenetica degli aggregati microbici 

L'applicazione delle sonde specifiche ha mostrato la presenza solo di alclU1e sO l!oc lassi baneriche 
all 'interno degli aggregati analizzati nei campioni prelevati dopo 96h e 120h di incubazione. r BelQ ­

Proteobacteria sono il gruppo numericamente più abbondante in rutti gli aggregati finora anali zzati, 
con percenruali che variano tra il 70% ed il 90% delle cellule totali. Anche i Gamma-PrOleobacleria 
sembrano esse re sempre presenti ma con percentuali esrremamente più basse che variano tra i1 2% e 
1'8% (esempio in Figura 4). I membri della sottoclasse degli AJpha-Proleobacteria hanno raggiun[o 
percentua li de l 10% ma non erano presenti in tuni gli aggrega ti analizzati. 
Finora, sia appl icando la F1SH che la CARD-FISH. non è stato possibile identificare all'i lll emo 
degli aggregati nessuna cellula appartenente ai gruppi CylOphaga-Flavobacleria, Ac/inomyceles e 
Firmicules. 

Figura 4. $o"'Tapposizione 
delle immagini ottenute dopo 
l' ibridazione in S. iN (F ISH) 
COD sonde fluore scell ti, In blu 
le celluJc IOUl li marcale con 
DAPf; in ve rde le ceHult 
ibridale con la sonda BET42a 
marca~ con fluorescina 
(FLU) . lo ros.so le cell ule 
ibridale con la sonda 
GAJ0423 marca~ con 
indocarbociaoina (CV3) . 
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Sorring degli aggregali ed isolamento di ceppi batterici resis tenti alla predazione 

Attraverso il processo di sorting e di piastramento degli aggregati microbici , è stato poss ibile 
dislinguere ed isolare 50 diverse colonie baneriche su un terreno di agar arricchito. La capacità di 
resistenza alla predazione attraverso la fonnaz ione di aggregati , è stata finora testata su 7 ceppi 
iso lati in colrura pura. Di questi soltan to uno è risultato resistente alla predazione, formando 
aggregati che non possono essere ingeriti dai fl agellati del genere Ochromol1os (Figura S). 

B 

c 

" 

Figura 5. A) Colonie baneric he sviluppate su piastra dopo il processo di 
soning (sUlisrra) e dopo r iso/amemo in collUta pura (destra). B) 
Rappresentazione scheroatica dell'esperimento eseguito per testare la 
capaci ta d i resistenz.a alla predazio l1e dei ceppi isolari , anraverso la 
ronnazione di aggregati . C) CilOgramnu di un ceppo batterico non 
aggrega nte (siniStra) ed un ceppo fonna nle aggregati (destra) e quindi 
resistente alla resenza del redalOrt na ellato del oenere Ochromonas . 
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Discuss ioDe e prospenive di ri ce rca 

Anr3\"erso J"app licazione de ll a citometria a fl usso c del sorting ce llulare è stato possibile seguire le 
dinamiche d i crescira di un popolamento banerico sottopoStO a predazione in un sistema 
sperimentale controllato. I ri sultati hanno confermato che I"aggregazione cellulare può costimire un 
importante meccanismo bat1erico di di fesa contro la predazione da parte del microrgamsmi di 
maggiori dimensioni come i flage ll ati (Pem tha ler et al.. ::005). Ogni aggregato è costi tuito da un 
popolamento misto di di\'ersi gruppi batteri ci che trovano un vantaggio seletti\'o nella co­
aggregazione. Nel processo d i fonnazioni dei co-aggregat i. alcuni specifici ceppi baneric i 
potrebbero giocare un ruo lo fon damenta le andando a costituire dei microaggregati monospeci fie i 
che potrebbero costituire dei "rifugi' : o nuclei di aggregazione per altre specie non-aggregami e 
quind i più \ulnerabil i al ia predazione. 
Allo stesso tempo, gli aggregati microbici che sfuggono alla predazione da parte dei ciliati 
potrebbero diventare un' importante risorsa per il 5uccessi.,o livello della catena alimentare (es . i 
ci liati) , complicando ulteriormente la rete dei rapport i trofìc i che intercorrono tra le \"~rie 

componenti delle comunità mierobiche acquati che. Di conseguenza, la conoscenza più approfondita 
dei meccanism i di resistenza e \ulnerabi li tà batterica alla predazione è fondamentale per 
comprendere il ruolo funzionale della comunità microbica come componente basale della pirarnide 
trofìca acq uatica . 
La collaborazione tra i diversi gruppi di ricerca continuera per terminare le anali si in corso ed 
approfondire le infonnazioni sui gruppi batterici isolati attraverso l'anali si de ll e sequenza geniche 
del rRNA 16S. In questo modo sarà p ossibi le identific a re le specie batt eriche che hanno preso pane 

ai processi di fOi!llazione degli aggregati. Inohre , sulla base delle sequenze geniche . saranno 
disegnate e testate de lle sonde oligonuc1eotidiche specie-speci fi che per valutare la presenza e le 
dinamiche de i gruppi identificati. nel corso degli esperimenti . anche in aggregati nalU:"almente 
present i in condizioni am bientali . 
Il presente progetto ha pennesso l' acquisizione delle competenze tec niche per l'utilizzo della 
citometria a fl usso nelle analisi de lle comuni tà mJcrobiche acquatiche ed ha a?efto nuo\' 
prospenh'e di ri cerca per il gruppo di Ecologia Mic robiea dell'I RSA. 
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