Capitolo |

Introduzione

1. Inquadramento tassonomico del gerféseudomonas

Il genere Pseudomonagqdal grecopseude variabile e monas forma)
comprende un gran numero di batteri ecologicamesete economicamente
significativi. Procarioti afferenti a tale genem@ns stati rinvenuti in tutti i principali
ecosistemi, terrestre, marino e lacustre, e non caren pseudomonadi che
stabiliscono rapporti di varia natura con pianteamali. La rilevanza e la
complessita di questo genere hanno fatto si cleepgsvolte fosse sottoposto ad un
profondo riesame dal punto di vista tassonomico.

Il padre della classificazione batterica, Ferdin&whn, nel 1872, propose
uno schema di catalogazione naturale, basato ssdlfgazione dei caratteri
morfologici delle cellule batteriche. Cohn, sultaasdi quanto fatto da Linneo per gli
organismi superiori, distribui i batteri in grupgiui membri condividessero gli stessi
attributi fenotipici: forma e dimensione delle céd, colore e morfologia della
colonia, presenza di ciglia e flagelli e loro pasmmento, comportamento nella
colorazione, inclusioni cellulari e cosi via. Questsistema, seguito da molti
tassonomi negli anni seguenti, non teneva in censmone le relazioni evolutive tra
i diversi organismi.

Per cercare di colmare questa lacuna, nel 1909-@ghsen, propose un modello di
classificazione basato sulle proprieta fisiologiclee batteri. La formidabile diversita
metabolica dei procarioti, evidenziata successivaeg maniera piu completa dagli
studi di Beijerink (1921) e da Winogradsky (1948)stata di enorme utilita nella
tassonomia batterica, in quanto direttamente aaedlla natura ed all’attivita degli
enzimi microbici ed alle proteine di trasporto. ®a&he le proteine sono dei prodotti
genici, l'analisi di tali caratteristiche fornisagn confronto indiretto dei genomi
batterici. Queste implicazioni evoluzionistiche gagvano che la morfologia e la
fisiologia dei batteri si fossero sviluppate indidentemente. L'utilizzazione
dell'uno o dell’altro criterio, infatti, portava lal costituzione di gruppi
completamente differenti. La classificazione di &@i¥kensen prendeva in



considerazione molti parametri tra cui i costituelatla parete cellulare , le sorgenti
di azoto e carbonio utilizzate, il tipo di nutrin@ I'eventuale presenza di prodotti
della fermentazione, il tipo di fonte energeticaliz#gato, i cardinali termici di
crescita, i meccanismi di conversione dell’energiaapporti con l'ossigeno, la
tolleranza osmotica e cosi via. Tale sistema ritark scarsa importanza una serie di
caratteristiche ecologiche tra cui la piu significa, dal punto di vista agrario, &
senza dubbio la patogenicita sia nei confronti idaglmali sia nei confronti dei
vegetali.
Al contrario Bergey, nel 1923, con la pubblicaziodella prima edizione del
“Bergey’'s Manual of Determinative Bacteriology”,ntee conto non solo delle
proprieta morfologiche e fisiologiche dei batteria anche di quelle patogenetiche,
opportunistiche e competitive. Dopo i primi sces$tici, anche i microbiologi europei
accettarono i nuovi criteri tassonomici proposta BErgey e collaborarono con
guesto ultimo per rendere sempre piu accuratoilssstema di classificazione.
Nonostante gli innumerevoli sforzi pero, la sistdica batterica viveva una
situazione di sostanziale insoddisfazione, che semavariata fino al 1960, quando
Stanier propose una riesamina dellimportante geReeudomonasdefinito per la
prima volta da Migula nel 1894. Questo lavoro, &stpoi a vari gruppi batterici,
consistette nel sottoporre diversi ceppi a svasatjgi fenotipici per determinare un
profilo nutrizionale, come gia proposto nel 1926 dan Dooren de Jong. La
collezione analizzata fu suddivisa in un certo nuorae specie e di gruppi di specie
in funzione della capacita di crescita su deterthsbstrati. I| completamento dello
studio di questo taxon fu ottenuto solo nell'arécaltuni anni (1966/1973) e con
l'ausilio di un elevato numero di tassonomi (Redfe&allard, Palleroni, Doudoroff,
Ralston, Barret, Champion, Jonshon, Sands e nitiji @alleroni, 2003).
L’approccio che ha perd avuto maggiore impatto 'amlbito della
classificazione degli pseudomonadi, & sicuramentdla basato sullo studio degli
acidi nucleici. Tecniche molecolari, quali l'ibriziane DNA-DNA, sono state
applicate seguendo la metodologia, messa a puntioishon & Ordal nel 1968.
Questo tipo di ibridazione prevede I'utilizzo dtridi nitrocellulosa a cui sono legati
singoli filamenti di DNA dei ceppi da saggiare. iTAltri sono incubati con altri
frammenti di DNA a singolo filamento marcati comtispi radioattivi. Dopo aver
lavato la membrana, per allontanare i ss-DNA noriddbi, si procede alla

misurazione della radioattivita. La quantita diicadtivita legata al filtro e indice



dell’entita di ibridazione e, quindi, di similaritielle sequenze dei due tipi di
DNA. Il grado di omologia nella sequenza delle basespressa in termini di
percentuale di radioattivita (Prescott, 2000). titlazione DNA-DNA ha permesso,
in termini generali, di confermare la classificamofenotipica degli pseudomonadi,
ma, allo stesso tempo, ha portato a concluderesibte un’elevatissima eterogeneita
genomica all’interno del taxon. Basti pensare ehditnensioni del genoma possono
spaziare da 3.7 Mbp nel casoRBeudomonas stutzeiino a 7.1 Mbp nel caso di
Pseudomonas aeruginogapierset al, 2000). Per tale motivo le successive indagini
sono state indirizzate verso lo studio di regiamservate del genoma. Il lavoro nei
laboratori di Doi & Igarashi (1965) e Doubnau (1p6%& dimostrato che i geni
codificanti per I'RNA ribosomiale e, nel caso spiec della regione 16S,
rappresentano solo una minima parte dell’intero D&lAon si sono evoluti con la
stessa rapidita degli altri geni microbici. La nmezione del grado di omologia
allinterno di tali regioni conservate risulta ess@iu attendibile che non su tutto il
genoma per cui e stata apportata una modifica tallaica usata, passando da
ibridazioni DNA-DNA a ibridazioni DNA-rRNA.

L'utilizzo di questa metodica, da parte di Pallerost al, con la
pubblicazione nel 1973 della VII edizione del “Beys Manual of Determinative
Bacteriology”, ha finalmente condotto alla divisiodel generd®>seudomona# 5
gruppi abbastanza distanti tra loro. In questo mddtato possibile verificare come
batteri appartenenti a diversi generi, quéinthomonaso Escherichia risultano
essere filogeneticamente piu vicini ad alcuni pseushadali di quanto non lo siano
membri appartenenti ad altri gruppi dello stessora |l cinque gruppi di omologia
del’lRNA possono, allo stato attuale degli studisere considerati come cinque
differenti entita tassonomiche indipendenti l'ural'dltra. L'attuale definizione del

genere oggi in uso € infatti la seguente "Il genBseudomonas un’entita

multigenerica che puo essere suddivisa in cingupgidi specie abbastanza distanti,

di_cui soltanto uno pud propriamente essere chiafaeudomonds Il gruppo |

comprende infatti quelle che sono poi state rin@@R®seudomonassensu stricto”
(Palleroni, 2003). Il seguente schema pu0 esseplicaivo della complessa

situazione tassonomica del genere:

# REGNO:Procaryotae
# DIVISIONE: Gracilicutes



# CLASSE: -Proteobacteria
# FAMIGLIA: Pseudomonadaceae
# GENERE:Pseudomonas

La situazione intragenerica € la seguente (Figl.1):

GRUPPO V
Confluito nel genere
Xanthomonas

GRUPPO |V:
P. diminuita
P. vesicularis

GRUPPO Il

GRUPPO Il

pgeoun;gﬁgg:di P. flava, P. pseudoflava,
fitopatogene P. carboxydoflava,

P. palleronii,
P. taeniospiralis
P. facilis, P. delafieldii
P.acivorans, P.testosteromt

Hydrogenophaga

Acidovoray

Comamone

Comamong

Fig. 1.1: Suddivisione delle diverse specie dseudomonasei cinque gruppi di
omologia del’RNA. “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, 1995.

Il gruppo IV e V appaiono nettamente distanziatgldaltri tre; i membri
appartenenti al gruppo Ill sono stati ridistribuititre generi differenti ossi@omamonas
Acidovoraxe Hydrogenophagarispettivamente nel 1987, 1989 e 1990. L'allooaegi di
diverse entita in altri generi ha permesso di Gecivere con ancora maggiore chiarezza il
gruppo dellePseudomonasensu stricto”.



2. Pseudomonasensu stricto”

Il gruppo di omologia dell'r-RNA 1, ossia gPseudomonassensu stricto”,
comprende batteri bastoncellari, dritti o lieveneenturvi, di 0.5-1.0x1.5-5.0m di
lunghezza, mobili per la presenza di uno o piudlagolari e privi di rivestimenti
esterni. Si tratta di batteri Gram negativi, nororggeni e dotati di metabolismo
chemioeterotrofo strettamente aerobio, in cui Igsso molecolare funge da
accettare finale di elettroni. In genere essi sossidasi positivi. Sono organismi
mesofili ed hanno una temperatura ottimale di ¢t@sompresa tra i 25°C e i 35°C.
Non tollerano temperature molto elevate, mentresgos sopravvivere anche al di
sotto degli 0°C. Gli Pseudomonas'sensu stricto” sono distinti dagli altri 4
raggruppamenti del genere in base al fatto che acmumulano come riserva di
carbonio il PBH (Poli--idrossibutirrato). Ulteriore distinzione all’inteo del gruppo
stesso e attuata in funzione della produzione dimpnti fluorescenti, della
patogenicita, della produzione di arginina deidsoka dell’utilizzazione di glucosio.
Il gruppo degli pseudomonadi fluorescenti compresykecie di una certa rilevanza e
molto interessanti viste le loro peculiari carastiche (Tab. 1.1)

Ceppi produttori di pigmenti fluorescenti

1. Presenza di arginina deidrolasi. Batteri sapro@itpatogeni animali:
P. aeruginosa
P. fluorescens
P. clororaphis
P. aureofaciens
P. putida
Ceppi non produttori di pigmenti fluorescenti
1. Idrolizzano il glucosio:

P. stutzeri

P. mendocina

2.  Non idrolizzano il glucosio:
P. alcaligenes

P. pseudoalcaligenes

Tabella 1.1: Criteri utilizzati per la suddivisione delle specie dPseudomonasllinterno
del gruppo |. Modificato da “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, 1995.



Il primo rappresentante di questa sezione € un itapt® patogeno umano
delle vie respiratorie, scoperto nel 1872 da Sdero®seudomonas aeruginasa
Esso é il primo pseudomonade fluorescente des@itista la sua significativita
clinica & stato studiato approfonditamente. Occedinente risulta essere anche
fitopatogeno. Sui substrati di isolamento piu coeraente utilizzati, le colonie di
questo batterio si presentano piccole, appiatidepatte e di colore blu intenso.

Piu complessa e invece la spe&eeudomonas fluorescenscoperta da
Trevisan nel 1889. Questo batterio € stato ritm&id nel suolo sia nell’acqua, oltre
che associato a vari alimenti frigoconservati glate, carne, uova. La specie ¢ stata
suddivisa in 5 diverse biovar:

Biovar | (biotipo A): Comprende tutti i batteri chenno le caratteristiche
dellaP. fluorescensipica.

Biovar II: Include organismi saprofiti e ceppi Bi marginalis(Brown,
1918)

Biovar 11l (biotipo C): Comprende pseudomonadi fiescenti in grado di
degradare acidi carbossilici.

Biovar IV (biotipo F): Include ceppi d?. lemonnieri(Lousser, 1913).

Biovar V (biotipo G): E’ un gruppo di batteri mol&ierogenei dal punto
di vista delle proprieta nutrizionali e che hannergp una o piu caratteristiche
ritenute di fondamentale importanza per I'attrilng ad una delle precedenti biovar.

Quando allevate in piastra questi pseudomonadi goamcolonie piccole,
piatte, compatte e di colore giallo intenso.

Le speciePseudomonas chlororaphigGuignard e Sauvangeau, 1894) e
Pseudomonas aureofaciefiKluyver, 1956) sono distinte in base a delle miai
differenze metaboliche e per alcuni autori le dueerde denominazioni sono
sinonimi. In realta i due batteri se allevati suil gomuni substrati di crescita
formano colonie del tutto identiche, piccole, mattompatte di colore arancione
intenso.

L'ultimo rappresentante del raggruppamento Rseudomonas putida
(Trevisan, 1889). Anche questa specie e divisadiverse biovar, A e B, in funzione
di differenti caratteri fenotipiciln vitro esso forma colonie piccole, piatte, compatte
e di colore lievemente paglierino. L'identificazerdi diverse specie e biovar di

pseudomonadi fluorescenti e attualmente effettocatd’ausilio di metodi biochimici



commercializzati come kits completi e immediatarearttlizzabili, che si basano sui
risultati dei “test classici” riportati nel “Bergsy Manual of Determinative

Bacteriology” e che sono elencati nella tabella 1.2

3. Pseudomonadi fluorescenti nel controllo biologe

Gli pseudomonadi, che colonizzano la rizosfera ditenpiante coltivate,
sono dei potenziali farmaci biologici in quanto aeipdi proteggere le colture
dall'attacco di microrganismi patogeni e quindadimentarne le loro rese produttive.
Il rischio per I'ambiente e le ripercussioni sulalute umana di un irrazionale
utilizzo dei fitofarmaci in agricoltura, rendononsgre piu auspicabile I'avvento di
tecniche colturali ecocompatibili, che limitinortipiego dei pesticidi di sintesi .

Esistono, sebbene siano molto rari, dei suoli @#ente soppressivi nei
confronti di vari patogeni. Lo studio approfondiio tali habitat ha permesso di
comprendere che questa loro caratteristica € aithilb alla biodiversita in essi
presente; in particolar modo esistono delle popotazmicrobiche che, attraverso
vari meccanismi, riescono a contenere lo svilugmdesmico dei patogeni (Pierson e
Pierson, 1996). Gli pseudomonadi fluorescenti quanticolarmente adatti per essere
utilizzati come agenti di controllo biologico (BCAapiché:

Sono molto abbondanti nei suoli naturali, in paiace nella rizosfera di

piante coltivate. Cio e indice della grande cagaditadattamento di questo

gruppo di batteri (Sands e Rovira, 1971). Hanno welacita di crescita
superiore rispetto agli altri microrganismi tertico

Possono avvalersi di diversi meccanismi per inibirditopatogeni e

proteggere le colture. In particolare gli pseudoathrhanno la capacita di

sintetizzare diversi metaboliti ad attivita antaigtina.

E’ facile allevarliin vitro.

Possono essere introdotti nella rizosfera medibatéerizzazione dei semi

(Rhodes e Powell, 1994).

Sono facilmente manipolabili geneticamente.

Alcuni ceppi di pseudomonadi fluorescenti non patogsono in grado di

indurre la Resistenza Sistemica Indotta (ISR),r@lfelo le piante contro

attacchi di eventuali patogeni (Pieteetel 2001)



Caratteristiche P. aeruginosa P. fluorescens P. chlororaphis P. aof&ciens P. putida | P. stutzeri P. mendocinal P. algalhes | P. pseudoalcaligenes
Ne flagelli 1 >1 >1 >1 >1 1b 1b 1 1
Fluorescenza D + + + +
Piocianine D -
Carotenoidi - D
Crescita a 41°C + - D + + +
Produzione di levano D -
Arginina deidrolasi + + + + + + + D
Ossidasi + + + + + + + + +
Denitrificazione + D D D + + + D
Idrolisi della gelatina + + + + - D
Idrolisi dell'amido +
Utilizzazione glucosio + + + + + + +
Utilizzazione trealosio +
Utilizzazione 2-chetogluconato + + + + +
Utilizzazione meso-inositolo + + +
Utilizzazione geraniolo + +
Utilizzazione L-valina D + + + + + + -
Utilizzazioneb-alanina + + + + + + D D
Utilizzazione L-arginina + + + + + + + +

Tab. 1.2: Saggi differenziali per il gruppo degli peudomonadi fluorescenti “Bergey’'s Manual of
Determinative Bacteriology”, 1995.D=comportamento ariabile; +=reazione positiva, -=reazione negativa

b= in particolari situazioni pud presentare flagell laterali



Esiste un ceppo dP. chlororaphis commercializzato come prodotto di
biocontrollo, con il nome di Cedomon (Bioagri ABpfpbkala, Sweden), utilizzato per
il trattamento dei semi di avena ed orzo. E’ malteeressante il fatto che siano i
semi ad essere batterizzati in quanto questo perndetaumentare il numero di
piante che possono essere protette e incrementargpéttro delle malattie
potenzialmente controllate. Varie sono le caratehe che permettono agli
pseudomonadi fluorescenti di colonizzare la rizasfim maniera piu efficace dei
microrganismi fitopatogeni: velocita di crescitalléranza osmotica, resistenza ai
predatori e motilita dei batteri sono solo alcusempi. Grande interesse ha pero
suscitato, negli ultimi anni, lo studio dei mecaani biogenetici e di regolazione dei
metaboliti secondari implicati nell’attivita di kiontrollo. L’attenzione é stata in
particolare concentrata su alcuni gruppi di moleaqliali i siderofori, enzimi litici
(chitinasi) e gli antibiotici (fenazine).

4. | siderofori

Il ferro svolge un ruolo chiave nel normale metayob batterico e nelle
interazioni tra microrganismi ed organismi superidEsso € un importante
costituente della struttura di enzimi cruciali pebcesso di trasporto degli elettroni e
nella sintesi del’RNA. Il ferro & presente nell’Bmante in quantita molto elevate, ma
e scarsamente disponibile a causa della presenassidieno e di condizioni di pH
neutro, comuni nel suolo. La rapida ossidazionéeta ferroso (F&) a ferro ferrico
(F€) e la successiva formazione di ossidi insolubiindono complicato per i
microrganismi e le piante l'assunzione di tale edatn. Per sopperire a questa
situazione di carenza, i batteri hanno acquisittalgacita di sintetizzare e secernere i
siderofori (Neilands, 1995), pigmenti idrosolubdi basso peso molecolare, che
riescono a legare in maniera specifica il ferreaiente (Faraldo-Gomez e Sanson,
2003). Spesso alla produzione di efficienti siderofda parte del ceppo si
accompagna la capacita di riuscire ad utilizzaferrbb chelato da altri microrganismi
a proprio vantaggio. GIPseudomonassensu stricto” producono siderofori che
emettono fluorescenza giallo-verde, visibili in neaa netta esponendo le colonie
batteriche ai raggi U.V. Tali composti inibiscomosviluppo di alcuni microrganismi

patogeni presenti nella rizosfera, grazie alla apacita di sottrarre selettivamente



al loro sviluppo un nutriente essenziale comernidel siderofori sono costituiti da
un cromoforo, che determina la fluorescenza delldleovla e da una catena
peptidica formata da un numero di aminoacidi valealla 6 a 12 (Cornelis e
Matthijs, 2002). La grande variabilita del peptitbgato al cromoforo e la sua
composizione aminoacidica sono gli elementi chenpéiono di mettere in relazione
gueste molecole con il ceppo che le ha prodotte. eddmpio Pseudomonas
aeruginosasecerne prevalentemente pioverdine o piochelatiieatrePseudomonas
fluorescengproduce pseudomonine o quinolobactine e cosiRra (.2).

La controversa questione della classificazione m@ggruppamento degli
pseudomonadi fluorescenti potrebbe essere risata un innovativo approccio
basato sul tipo e il numero di siderofori proddtiogni singola specie. Molte specie
sono state reintegrate nel gruppo | di omologid’REIA degli Pseudomonasn
seguito all'utilizzo di questa metodica, che restaogni modo ancora del tutto
marginale e in via di sperimentazione (Meyer al 2002). Studi biochimici,
fisiologici, genetici e biologico-molecolari hannpermesso di determinare le
complesse vie biosintetiche che portano alla geeesila traslocazione di alcuni
siderofori prodotti dagli pseudomonadi fluoresceht sintesi di tali molecole é
finemente controllata da una cascata di regoldtascrizionali positivi e negativi,
che assicurano I'espressione dei geni per la eattelrferro in relazione alle esigenze
nutrizionali del microrganismo. Il trasporto dedsiofori all'interno della cellula
batterica invece € mediata dal complesso dei treestpa ABC. Essi si avvalgono
dell'energia fornita dall’idrolisi del’lATP per atare un meccanismo di trasporto
attivo mediato da proteine con alta affinita nenfconti dei siderofori (Faraldo-
GoOmez e Sansom, 2003). Probabilmente anche ilar@spli altri microelementi,
come il cobalto e il molibdeno, &€ mediato da questéecole fluorescenti (Viscet
al, 1992).

Nonostante esista una disputa sul ruolo assuntsidiziofori nel biocontrollo
di organismi fitopatogeni, € indubbio che essi si@oinvolti in tali meccanismi.
Probabilmente la grande variabilita della struttaiatali metaboliti rispecchia i
differenti effetti biologici che essi possono deterare sia come agenti chelanti il
ferro sia come peptidi antibiotici (Cornelis e My, 2002).
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Fig. 1.2: Struttura di differenti siderofori prodot ti da pseudomonadi fluorescenti.

A= piocheline B= pioverdine C= pseudomonine fyuinolobactine

11



5. Chitinasi

La produzione, da parte di alcuni ceppi di pseudwedo fluorescenti, di
enzimi capaci di degradare la parete cellulare fdeghi € uno dei meccanismi
implicati nel controllo biologico di organismi fip@togeni. Il contemporaneo
processo di mineralizzazione di una cosi abbondante di carbonio e azoto non é
certamente, poi, di secondaria importanza.

Varie sono le tipologie di chitinasi batterichesesono state collocate in 18
differenti famiglie secondo la somiglianza dell@®senza amminoacidica e dei loro
meccanismi di azione. Queste 18 famiglie a loraavebno state suddivise nei gruppi
A, B e C in funzione delle reazioni catabolicheatiazate. Il gruppo A e quello
meglio conosciuto e che ha permesso di fornire meagmformazioni riguardo la
diversita e la variabilitd di questo enzima batteriMetcalfeet al, 2002). La chitina
e un omopolimero di -1,4-acetil-glucosammina, che conferisce flesgsibile
resistenza alla struttura delle ife fungine. | éatt se allevati su mezzi
particolarmente ricchi non sintetizzano tale enzimaentre integrano la loro
nutrizione su substrati minimali degradando la iohit Lo pseudomonade piu
studiato a tal proposito B. aeruginosa Tale chitinasi per poter esplicare la sua
attivita deve essere secreto nell'ambiente extiidaet. Il genechiC codifica per un
peptide di 483 amminoacidi che mostra molte anelagin le chitinasi ChiC di
Serratia marcescen€hiA diVibrio harveyie con ChiD dBacillus circulans

La particolarita di tale polipeptide & la mancanefl’estremita N-terminale
che, negli altri ceppi batterici, ha la funzionepdirmettere il trasporto dell’'enzima
all'esterno della cellula in cui é stato sintetizzdrobabilmente questo significa che
la proteina utilizza una via metabolica nuova &,qua, ancora sconosciuta.

L’espressione del gene é regolata da un sistgmaum sensingGli studi di
Folderset al, 2001 hanno dimostrato che dopo una notte in i@k maggioranza
delle chitinasi prodotte erano intracellulari par soltanto una piccolissima aliquota
era stata ritrovata nel mezzo di coltura. Al camralopo alcuni giorni una parte
consistente di tali enzimi e stata ritrovata nebs$tato. Questo potrebbe essere
collegato, come nel caso della produzione di favegzilla densita della popolazione
batterica (Folderst al, 2001).
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6. Antibiotici

| metaboliti secondari che piu degli altri sono liogti nell'azione di
contenimento di patogeni terricoli, sono gli ardiimi. La pioluteorina e la
pirrolnitrina controllano i marciumi delle piantine post-emergenza causati da
Pythium ultimum Rhizoctonia solaniVerticillium dahliag Fusarium oxysporum
(Homma et al, 1989). Il 2,4-diacetilfluoroglucinot® coinvolto nel controllo del
marciume nero delle radici del tabacco dovuithelaviopsis basicola del mal del
piede dei cereali il cui agente@aeumannomyces graminar. tritici (Keel et al,
1990). La fenazina-1-acido carbossilico & attivhansoppressione della septoriosi
del grano causato dgeptoria tritici(Flaishmann et al, 1990).

La famiglia di antibiotici piu comunemente sintetiti dagli pseudomonadi
fluorescenti sono le fenazine:

piocianine

fenazina-1-acido carbossilico (PCA)
fenazina-1-carbossiamide o clororafina (PCN)
2-idrossifenazina-1-acido carbossilico (2-OH-PCA)
2-idrossifenazina (2-OH-PZ2)

o CONH; H;NOC Coor
N N @ N 2\(”1 %
PRI SN l' g 'D\
|N N N N RA‘V\E - NHao
[}
CHy H CHs
Piocianina Clororafina Aeruginosina A (R=H)

- CH2 RJ"\"{-\_/"‘\IE" = NH3.

|
OH O - :@ coo
/I l'le HO N /J\I'/Nx ~
L L
O OH HOéf”:@ CHy
lodinina =N Aeruginosina B (R=HSG;)

COQH
N

seel gees 20

Fenazina-1,6-acido dicarbossilico 2-idrossifenazina-1-acido carbossilico Fenazina-1-acido carbossilico

Fig. 1.3 Esempi di fenazine prodotte da specie afémnti al generePseudomonas.
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Queste molecole sono composti eterociclici conteraaoto (Fig. 1.3) e sono
prodotti quasi esclusivamente dai batteri. PCA &lRBGno prodotti prevalentemente
daP. fluoresceng2-79 (Thomashow e Weller, 1988), aureofacien80-84 (Pierson
et al, 1995) eP. chlororaphisPCL 1391 (Ching-A-Woengt al, 1998).

Le fenazine sono coinvolte in molti meccanismi mlukenza, competizione e
controllo biologico. PefP. aeruginosaqueste molecole sono importanti fattori di
virulenza, fondamentali durante le invasioni polm@rdegli ospiti animali, mentre
P. fluorescen® P. aureofaciengproducono questi stessi metaboliti per colonizzare
con maggiore efficacia la rizosfera (Piersoretlal, 1995).

Le fenazine sono soprattutto prodotte da celluke gihritrovano nello stadio
stazionario di crescita ed €& stato assunto cherddupione possa proteggere il
microrganismo produttore contro altri microrganisoimpetitori. La modalita con
cui le fenazine esplicano la propria attivita aiotiica € tuttora incerta e sono state
formulate piu ipotesi.

Il nucleo centrale delle fenazine presenta sintdadon diverse sostanze
intercalanti quali le attinomicine, le cromomicine,daumnomicine ed il piu famoso
bromuro di etidio. Alla luce della sua conformazwsono stati effettuati degli studi
riguardanti l'interazione di composti fenazinicircacidi deossi e ribobnucleici. Nel
1971 Hollstein et al. hanno riportato uno studguardo l'interazione di piocianine e
iodinina con vari polinucleotidi, dimostrando, maalie I'analisi dell’'assorbanza, che
le fenazine hanno la capacita di legarsi a straitiudoppio filamento sia di DNA che
di RNA, rivelando una costante di associazione amaigle con le costanti del
bromuro di etidio e delle attinomicine.

Una seconda ipotesi deriva dalla capacita di aldenivati carboxammidici
delle fenazine nell'inibire I'attivita dell’enzimaopoisomerasi II; (Atwellet al,
1987), ma finora tale attivita inibitoria non étstaiscontrata in alcuna delle fenazine
prodotte in natura.

L’attivita antibiotica delle fenazine puo esseretipzata come legata alla
produzione di radicali liberi. La piocianina, pra@dodaP. aeruginosaé in grado di
accettare un elettrone e formare un anione radgtalsle il quale, & stato ipotizzato
che sia responsabile dell'incremento dell’aniongesassido (@) e del perossido di

idrogeno (HO,). Alla luce di tali dati & stato ipotizzato cheslavrapproduzione di

14



forme reattive dell’ossigeno associata al malfunaroento della superossido
dismutasi cellulare, comporti 'accumulo di un lieedi radicali liberi tale da causare
la morte cellulare ( Hassaet al, 1980; Turneet al., 1986; Kerr 2000; Delanegt
al., 2001). L’ipotesi enunciata pocanzi € stata ctatéudai dati di Baroet al. (1989)
che hanno dimostrato la mancanza di correlazioaei tlivelli di attivita della
superossido dismutasi e la resistenza alla piawani

E stato inoltre suggerito che l'anione della piogi@ possa sottrarre ioni
Mg** e, cosi complessata, possa passare attraversentérane cellulari dove nella
sua forma zwitterionica € in grado di interrompérerasporto degli elettroni
inibendo in tal modo la respirazione cellulare @wet al., 1989; Sorensert al.,
1993).

Studi recenti effettuati su batteri metanogeni (&blet al, 1998) hanno
verificato la capacita della 2-idrossifenazina éicolare gli elettroni all'interno della
membrana cellulare di suddetti batteri. Nel ceppd @i Methanosarcina mazela
metanofenazina, un etere alchilico della idrossiféma, assolve un compito

assimilabile al ruolo svolto dall’'ubichinone neitogondri (Beifusst al. 2000).

7. Produzione di fenazine Pseudomonas aureofacie®8-84

Pseudomonas aureofacierss presenta come un bastoncello di m8li
lunghezza e 0.7di larghezza con flagelli polari. | bastoncelli poeo presentarsi
singolarmente o in coppie, € raro osservare ladarome di catene di bastoncelli. Le
colonie che si sviluppano a 28°C si presentanoucodiametro che oscillatrai 2 ai 5
mm dopo 3 giorni di incubazione e dai 7 ai 10 mmpal@ giorni di incubazione. Il
colore di tali colonie & arancione, colorazione wavalla produzione di fenazine
(Hayneset al,1956).

Il ceppo 30-84 diPseudomonas aureofacie®sun agente di biocontrollo
isolato da rizosfera di piante di grano prelevaeeatreno in cui il “mal del piede”
causato dall’ascomiceteGaeumannomyces graminisar. tritici era stato
naturalmente soppresso. Tale ceppo riduce la & mal del piede mediante la
produzione di tre diversi composti fenazinici (Fig4) quali la fenazina-1-acido
carbossilico (PCA),2-idrossifenazina-1-acido casil@® (2-OH-PCA) ed infine 2-
idrossifenazina (2-OH-PZ)Pierson et al. 1992, Pierson, 1996)Le fenazine

contribuiscono anche alla fitness di tale cepptebab nella rizosfera, difatti & stato
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notato che la perdita della capacita di produzidngali antibiotici comporta una
riduzione di una valore pari a 4@ella popolazione batterica su radici di grano in
presenza di altri microrganismi (Mazzatal,, 1992).

COOH COOH
D Qe QGO
@E N N &
PCA 2-OH-PCA 2-OH-PZ
Fig. 1.4 Composti fenazinici prodotti daP. aureofaciens30-84.

Un operone di 7 genpbhzXYFABCD e responsabile della produzione dei tre
composti fenazinici (Piersonet al., 1995). Nella figura 1.5 e riportata
I'organizzazione dell’operone delle fenazine memie#a tabella 1.3 sono riportati le

informazioni sommarie riguardanti i sette geni.

Pl EcoRI EeaRI Bgll Hindll
| ] {
== RO e e e
phzX  phz¥ phzF phzA phzB phzC phzD

Fig. 1.5 Organizzazione dell'operone delle fenazine

Gene Lungezza %GC Numero di aal Similarita* | Identita?
phzX 492 62 163 ? ?

phzY 492 62 163 ? ?

phzF 1200 62.9 400 AroF 58.5
phzA 621 65.2 207 EntB 72
phzB 1911 63.2 637 TrpE 53.8
phzC 834 63.8 278 ThyA 50.2
phzD 666 62 222 PdxH 53.4

Tab. 1.3 Descrizione dei geni facente parte dell'@pone delle fenazine.
= Similarita con altri geni: AroF=N. tabacum EntB=E. coli; TrpE=R. meliloti
ThyA=M. tubercolosis PdxH=E. coli

’= Determinata in base alla similarita della sequeraminoacidica.
Modificato da Pierson Ill et al, 1995.
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Le funzioni dei prodotti dei genphzX e phzY non sono state del tutto
chiarificate ma e stato ipotetizzato che entramb@raodotti partecipino alla
stabilizzazione di un ipotetico complesso multiematico (Changet al, 1990)
coinvolto nella produzione delle fenazine generamsh@ maggiore quantita di
fenazina-1-acido carbossilico. E stato verificatwe dl trasferimento inE. coli
dell'operone delle fenazine mancante di geni ogiulai phzXe phzY(phzAe phzB
di P. fluorescen®-79) induceva la produzione di composti eterociationtenenti
azoto e solo in minima parte di PCA mentre il teashento dei sette geni
dell’operone delle fenazine produceva soprattuttmmposto PCA (Mavrodet al.,
1998).

I gene phzF codifica per una DAHP sintetasi (3-deossi-D-arabin
eptulosonato-7-fosfato sintetasi), un enzima chdr@ra a monte della cascata
metabolica che permette la produzione di acidohgumico. La proteina PhzF,
prodotta daP. aureofaciensé piu simile alla DAHP sintetasi prodotta in p&n
(Nicotiana tabacumSolanum tuberosumArabidopsis thaliana che non a quella
prodotta da altri ceppi batterici (Waegjal, 1991). E’ stato inoltre dimostrato che la
regolazione della DAHP sintetasi € molto piu corapée nei batteri produttori di
fenazine rispetto a quelli che non le produconoespu enzima presenta un
meccanismo di feedback per cui un eccesso di pdehico blocca I'espressione
del gene stesso. Dato che l'acido scichimico € moterinedio di molte vie
metaboliche, il ruolo del gen@hzF potrebbe essere quello di aumentare il
quantitativo di questo metabolita per assicuramadeguata produzione (Pierson llI
et al, 1995).

I geni phzA e phzD codificano per una 2,3-diidro-2,3-diidrossi benmpoa
sintetasi, molto simile a quella prodotta rispetthente dai gerentBe pdxH di E.
coli. La funzione delle proteine PhzA e PhzD potreldsere quella di stabilizzare il
complesso di macromolecole necessarie per la sid@ke fenazine (Ching-A-
Woenget al, 1998).

Il gene phzB mostra un’elevata similaritd nei confronti dei gepG di P.
aeruginosae trpE di Rhizobium meliloti che codificano per entrambe le subunita
dell'antralinato sintetasi. La similarita tra quegeni supporta lipotesi di una
conservazione, tra diverse specie e generi bajtelitla capacita di sintetizzare

fenazine. Il ruolo dell’acido antranilinico non &t® ancora ben chiarito. A riguardo
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esistono due ipotesi: per la prima la proteina PlxBebbe solo la funzione di
stabilizzare I'intera via metabolica; per la secamivece I'acido antralinico avrebbe
il ruolo di rimuovere il gruppo dell’acido piruvicdall’acido corismico durante la
sintesi della fenazina PCA.

Infine I'espressione del gempdzCpermette la conversione di PCA in 2-OH-
PCA. La proteina PhzC potrebbe essere un agentéametcome lo € ThyA di
Mycobacterium tubercolarjsl gene ad esso piu simile. La via metabolica pbea

alla biosintesi delle fenazine, proposta da Pieetal 1995, € la seguente:

i
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Fig. 1.5 Catena metabolica proposta come modello pka sintesi di PCA e 2-OH-PCA.
Da Pierson Il et al, 1995.

La trascrizione delloperone delle fenazine e ratgwlda diversi meccanismi

molecolari che danno vita ad un interessante né&twmlogico che ha fatto del ceppb

aureofaciens30-84 un ceppo modello per lo studio della prodoei di metaboliti

secondari.
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7. Fenomeno del Quorum Sensing

| batteri, sebbene sono stati tradizionalmente idengti come organismi
unicellulari, hanno sviluppato diverse strategielenolari per poter svolgere determinate
attivita metaboliche secondo meccanismi ricondlicielle modalita presenti negli
organismi multicellulari. La maggior parte dei leaitté in grado di produrre piccole
molecole segnali liberamente diffondibili, che meletteratura sono state comunemente
denominate feromoni. Tali molecole costituiscongnsdi intraspecifici riconoscibili dai
batteri produttori (Fuquat al, 1996). E stato ipotizzato che un batterio pogsmoscere
la propria densita di popolazione nel momento inleuolecole segnali raggiungono una
concentrazione (quorum) tale che possa permettéegame dei feromoni con proteine
target (solitamente fattori trascrizionali), chengoalla base di pathway metabolici. I
fenomeno che nei batteri mette in relazione la itk popolazione con la regolazione
genica e stato denominato “Quorum Sensing” (Fuedwd, 1996).

Uno degli esempi piu importanti del fenomeno quoreemsing € espressione
genica mediata dalla molecola segnale N-acil onmsdattone (AHL). Il sistema AHL
maggiormente studiato € il sistema identificat@emtterizzato nel batterio Gram negativo
Vibrio fischerii capace di regolare la sua proprieta di bio-lumieeza mediante un
sistema dipendente dalla propria densita battetiaaproduzione di bioluminiscenza ha
inizio ad una concentrazione batterica minore detnale nel momento in cui |l
supernatante di colture batteriche\dbrio fischerii sterilizzate sono state utilizzate per
allevare nuovamente i batteri. L'analisi genetiearivelato che un gene, denominéigl,
codifica per una sintetasi responsabile per laymimhe di una molecola autoinduttrice N-
3-ossoesanoil omosoerina lattone (OHHL). Una volta OHHL raggiunge un valore di
concentrazione soglia o quorum, essa va a legdrsinafattore trascrizionale, codificato
dal genduxR

L’enzima LuxR € una proteina modulare composta mideminio deputato al
legame con la molecola segnale nella sua estreanitaino terminale, mentre nella sua
estremita carbossiterminale e presente un motiyutdeo al legame di una sequenza
palindromica, denominatdux box” di circa 20 bp posizionato a monte della oagi —35
del promotore dell’operondux (luxiCDABEQ, che contiene i geni codificanti per

I'enzima luciferasi ed il complesso enzimatico aciptassi reduttasi (Fuqea al, 1996).
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Sistemi regolatori simili sono stati identificati altri batteri Gram negativi, in quasi
tutti i casi sono stati caratterizzati prodotti geromologhi di Luxl e LuxR, aventi le
medesime attivita regolatorie. La principale diffieza tra i sistemi quorum sensing risiede
nella struttura delle molecole segnali, che presemtsempre la componente lattonica
differenziandosi nella lunghezza e composiziontad=ltena acilica.

Gli autoinduttori AHL conrollano l'espressione dattori di virulenza e la
produzione di metaboliti secondarifh aeruginosala produzione di antibiotici e fattori di
virulenza inErwinia carotovora il trasferimento plasmidico iAgrobacterium tumefaciens
ed infine la mobilita delle cellule @erratia liquifaciengFuquaet al., 1996).

Vibrio fischerii ha sviluppato un rapporto simbiotico con la sapgelle Haway
Euprymna scolopeshe si asserve della bioluminescenza del batté#rgqporum sensing
consente di convogliare energie nella produzionardinescenza soltanto nel momento in
cui il batterio raggiunge una concentrazione deigata, che di solito € capace di
raggiungere solto all'interno del suo ospite. Alfaori del proprio ospité&/ibrio fischerii
non raggiunge mai densita batteriche tali da awivd pathway metabolico della
bioluminescenza. Per quanto concerne i batterigeaio € ipotizzabile che la produzione
di fattori di virulenza sia attivata soltanto nelbmento in cui le proprie popolazioni
raggiungano delle densita tali da poter superarsposte di difese degli organismi ospiti
(Fuquaet al, 1996).

8. Sistema Phzl/PhzR Pseudomonas aureofacieB8-84

Una libreria cosmidica del ceppo aureofacien80-84 é stata introdotta transin
un ceppo reporter denomina aureofaciens30-84 ZN in cui il genegphzB é stato
sostituito dal gene reportéacZ (phzB::lacd, permettendo in tal modo di quantificare
I'espressione del gene suddetto.

Mediante tale approccio € stato identificato unolapre della biosintesi delle
fenazine a monte dell'operone delle fenazimhzKYFABCI Tale gene e stato
denominatgphzRe mediante analisi di sequenza é stata dedo#ianitarita con il fattore
trascrizionale LuxR dwVibrio fischerii. Pierson e Wood 1994 hanno dimostrato che la
produzione delle fenazine e strettamente dipenddaita funzionalita dell’enzima PhzR.
Nello stesso lavoro, Pierson e Wood, hanno dimtmstiae surnatanti di colture batteriche

di P. aureofaciens30-84 sterilizzate producevano un incremento nella espee di
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phzB:lacZ fornendo le evidenze che la biosintesi delle Zévea € regolata da un
fenomeno di quorum sensing (Fig. 1.6).
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Fig 1.6 Fenomeno del Quorum Sensing iRseudomonas aureofaciens 30-84
modificato da Pierson et al. 1998

L’analisi della regione genomica a montgtzRha rivelato un open reading frame
che ha presentato una omologia del 49% lcoeh di Vibrio fischerii (Wood e Pierson
1996). Nel 1997 Wood et al. hanno identificato lalenola autoinduttrice sintetizzata da
Phzl come un N-esanoil omoserina lattone (HHL).

Negli ultimi anni e stato identificato un seconsistema quorum sensing basato
sulla funzione della coppia di getsale csaR Ceppi diP. aureofacien80-84 mancanti di
copie funzionali di sal o0 csaR non presentavano una riduzione nella prodkeizdi
fenazine, sebbene l'introduzione di copie multigés geni suddetti nel ceppo reporter
aureofaciens30-84 ZN producesse un incremento nella trasere&idi phzB::lacZ(Zhang
e Pierson, 2001). E stato ipotizzato che questterses di quorum sensing non &

normalmente correlato alla biosintesi delle fenazin
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E stato verificato che mutazioni duplici finzl/csalo phzR/csaRcomportavano la
riduzione completa della produzione sia di fenazredi esoproteasi (Zhang e Pierson
2001) da cui e stato ipotizzato che i due sistemaragiscano tra loro per la produzione di
proteasi.

Ceppi diP. aureofacien80-84 aventi gerphzl e csalnon funzionali, oppure ceppi
mutati solo nel genesaR presentavano una morfologia mucoide quando déesta King’

S Medium B. Tale morfologia pu0 essere riconverdilia morfologia caratterizzante il
ceppo wild type mediante I'aggiunta di molecole redgprodotte dacsal (nel caso di
mutanti inphzl e csal) o I'introduzionein transdi vettori aventi un genesaRfunzionale,
per quanto concerne i mutanti nel gertgaR Tali dati lasciano supporre che questo
sistema regolatorio sia legato alle funzioni detlambrana cellulare, e che pertanto |l
batterio possa controllare alcune proprieta dediatitizione cellulare sulla base della
propria densita cellulare (Zhang e Pierson 2001).

9. Il fattore RpeA

Wisthler e Pierson nel 2003 hanno caratterizzato ceppo mutante diP.
aureofaciensg30-84 capace di produrre una quantita maggioremiine rispetto il ceppo
wild type sia su terreni di coltura complessi chieimi. E stato verificato che il livello di
molecole segnali prodotto in tale ceppo over prmdatdi fenazine non differiva dalla
quantita prodotta nel wild type

Il fenotipo caratterizzato da Wisthler e Piersoh2@93, deriva da un inserzione di
un trasposone in un gene codificante per unamstidhinasi che presenta una omologia di
sequenza del 34% con il prodotto proteico del gesiB in E. coli. Il gene diP.
aureofaciens30-84 € stato denominatpeA acronimo di “epressor of_lpenazine
expression_A. La regione a monte del gempeA presenta similarita corstA, che con
rstB, fanno parte di un sistema a due componenti dhnonié stata ancora caratterizzata la
funzione.

Nel lavoro di Wisthler e Pierson del 2003 é stateato un doppio mutante
mancante sia di PhzR sia di RpeA. Tale ceppo eadaydi produrre le fenazine lasciando
ipotizzare che l'attivita repressoria di RpeA siplecata attraverso un meccanismo di

regolazione che esula dal sistema di quorum sensing
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10. Il sistema a due componenti GacS/GacA

In diverse specie di pseudomonadi fluorescengpfessione di geni coinvolti nella
biosintesi di metaboliti secondari ed enzimi exttldari € controllata positivamente dal
sistema a due componenti GacS/GacA. Tale sisteg@aterio consiste di un enzima
legato alla membrana con attivita chinasica (GaeSpa una proteina regolatoria
citoplasmatica (GacA) (Heeb e Haas, 2001). L'elevgtado di conservazione della
sequenza nucleotidica del gega&cA all'interno del gruppdseudomonassensustricto’
lo ha reso un marker genetico utile nella diaguibsali batteri, permettendone anche una
distinzione filogenetica da generi batterici premg#eémente afferenti al genere
Pseudomonaxome ad esempianthomona® Burkholderia(de Souzaet al,2003).

Per quanto concerne il funzionamento di tale siateegolatorio € stato proposto
che GacS sia in grado di riconoscere uno spedtioaolo ambientale, tuttora sconosciuto,
ed in seguito a tale riconoscimento GacS € in gdidattivare, mediante fosforilazione,
I'enzima GacA, che a sua volta & deputato all’'esgpiome di determinati geni. (Appleey
al.,1996; Heeb e Haas, 2001; Pernesthgl,2001).

Il genegacS(detto anchéemA) codificante per una istidina chinasi é stato d#ec
per la prima volta inP. syringaepv. syringaein cui tale gene e responsabile per la
formazione di lesioni su foglie d¥haseolus vulgarig. (Willis et al, 1990;Williset al,
1994), ed anche della produzione della tossinagamicina e dell’attivita proteasica
(Hrabaket al.,1993).

In diversi studi riguardantP. syringaeé stato verificato che la funzione della
proteina GacS o LemA sembra essere patovar spec#abbene il gengacS(lemA sia
fisicamente conservato all'interno della speciddrata. Come detto in precedenza GacS é
necessario per la formazione di lesioniRn syringaepv. syringae in P. syringaepv.
coronofaciensesso € indispensabile per la produzione della sabsta ma non per la
formazione di lesioni, mentre iR. syringaepv. phaseolicolanon e richiesta per la
produzione di faseolotossina e per la formazionesioni (Williset al, 1990; Barteet al.,
1992; Richet al,1994).

La proteina regolatoria GacA_[@bal activator of /anide and antibiotic
production) & stata identificata per la prima vel& ceppo di biocontroll®. fluorescens
CHAO dove é richiesta per la produzione di compostitimicrobici quali 2,4-

diacetilfluoroglucinolo, pioluteorina, pioverdinad acido cianidrico, e di enzimi quali la
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fosfolipasi C ed esoproteasi (Oberhansil e Defd@81; Lavilleet al,1992; Sacherest
al., 1994; Lavilleet al.,1998; Schnider-Keadt d., 2000; Maurhofeet al, 2001).

E stato ipotizzato che GacA, una volta attivatdG@&S, sia in grado di regolare la
trascrizione di determinati geni mediante l'int@oae diretta con dominn cis, in virtu
del dominio “helix-turn-helix” presente nella sustremita carbossiterminale (Laville et
al.,1992).

Il sistema GacS/GacA, nonostante che i geni cdatrala GacA non sono stati
ancora identificati, esercita un effetto positivoissistemi di regolazione genica mediata
dai segnali N-acil omoserina lattone in tre spebigtteriche afferenti al genere
Pseudomonas cioéP. aeruginosaP. syringaee, quindi,P. aureofaciengReimmannet
al., 1997; Kittenet al,1998; Chancegt al,, 1999).

Nel ceppoP. aureofacien80-84 sono stati isolati due mutanti incapaci rdidoirre
proteasi, acido cianidrico e fenazine. Chancey.€t899) hanno provato che tali mutanti
non sono in grado di produrre nuovamente i comgestazinici mediante I'introduzione
transdi geni funzionalphzl, phzRo l'intero operone delle fenazine. Una delle miataze
stata complementata mediante l'introduzidnetrans di una regione genomica dH.
aureofaciens 30-84 codificante per GacA, mentre la seconda nwta € stata
complementata mediante lintroduziona trans di un gene omologogacS di P.
fluorescensTali mutanti hanno presentato livelli normalilddlascrizione dphzRma allo
stesso momento hanno presentato una espressiotta deél gen@hzl Tali risultati hanno
indicato che GacS/GacA esplicano il proprio comdradulla produzione di fenazine
attraverso la trascrizione ghzl ma, nonostante cio, é stato dimostrato che iicappanti
esaminati non erano in grado di produrre fenazimehe@ quando allevate su substrati
addizionati con molecole segnali esogene.

In diversi lavori é stata evidenziata l'interaziated sistema GacS/GacA su i fattori

RpoS e sul sistema regolatorio RsiwsfviZ.

11. Il fattore sigma S (RpoS)

Uno dei metodi maggiormente utilizzati dai batger operare un cambiamento nel
metabolismo cellulare consiste nell'indirizzarespeessione genica mediante l'uso di
fattori sigma (RpoD, RpoS, RpoN, ecc) che alternspecificita della RNA polimerasi

nel riconoscimento dei promotori (Ishihama, 2000).

24



Il fattore sigma della fase stazionaria, codificatal generpoS indicato in
letteratura comes®, s oppure RpoS & stato descritto per la prima vait&.i coli. Il
termine fase stazionaria indica uno stadio fisimogn cui la popolazione batterica riduce
la propria crescita rallentando la velocita di giohe cellulare. IrE. coli RpoS controlla
piu di 100 geni coinvolti nella resistenza a divéigs di stress e nella virulenzagewen et
al., 1998; Ishishama, 2000). Fr colii livelli di RpoS sono controllati attentamenteaa
che la concentrazione di tale subunita sigma deltargo raggiungere un valore pari al
30% della concentrazione del fattore costitutivioBp s’° affinché possa determinare
I'espressione del pool genico (definito regul®T® responsabile del passaggio alla fase
stazionaria (Jishage al, 1996).

Il fattore RpoS € stato identificato e caratteriazén diverse pseudomonadi
fluorescenti (Sarniguedt al, 1995; Ramos-Gonzales e Molin, 1998; &tulal, 1998). In
P. aeruginosaRpoS € coinvolta nella produzione di alginatoesdtossina A (Suht al,
1999), mentre iP. fluoresceng coinvolta nella produzione di antibiotici (Sawunéget al,
1995).

Negli anni sono stati identificati differenti patawdi controllo del fattore sigma S
ed inP. fluorescendf5 & stato evidenziato il controllo positivo detema GacS/GacA
sulla trascrizione del gempoS (Whistler et al, 1998). Nei mutantgacA e gacSdi tale
ceppo € stato evidenziato che il costrutto repapesS::lacZ presentava una riduzione
nella produzione di attivita galattosidasica par2@% del livello di attivita prodotta dal
ceppo wild type. InAzotobacter vinelandiispecie batterica afferente alla famiglia delle
Pseudomonacee molto prossima filogeneticamente al genBseudomongsé stata
verificata I'assenza dellmRNA drpoS durante la fase stazionaria in mutagacA
(Castanedat al., 2001). Non e stato tuttora chiarificato se il ma@volto dal sistema
GacS/GacA sia diretto o indiretto.

E stato ipotizzato che il fenomeno del quorum sepspossa influenzare
I'espressione del gengoS dato che GacS/GacA € legato alla produzione dinfeni.
Tale ipotesi e stata valutata fh aeruginosan cui sono presenti due sistemi di quorum
sensing ovvero Lasl/LasR e Rhll/RhIR.

| lavori presentati da Latitet al, (1996) e Whithleyet al.{2000) hanno prodotto
risultati contraddittori. Nel lavoro di Latifi etl.a difatti, & stato dimostrato Iattivita
regolatoria positiva del fattore trascrizionale RHull’'espressione della fusione genica

rpoS::lacZriportata su di un vettore . coli, nel momento in cui tale ceppo reporter
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veniva allevato su substrati contenenti il feromgredotto da Rhll. Contrariamente
Whitlhey et al. (2000), hanno dimostrat®. aeruginosamancante di un genepoS
funzionale ha la capacita di produrre un maggioangtativo di piocianine, la cui

produzione é regolata dal sistema Rhll/RhIR.
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Fig. 1.7 Ipotetico meccanismo di controllo dipoSin Pseudomonas aeruginoganodificato da Venturi, 2001).

Kojic e Venturi, nel 2001 hanno identificato e d¢eeazzato il fattore di trascrizione
PsrA (Beudomonasigma regulator_A in P. putidae P. aeruginosafattore coinvolto
nella trascrizione drpoS Mutanti psrA deficienti, difatti, in entrambe le specie hanno
esibito una riduzione del 90% dell’attivita del protore dirpoSed una riduzione del 50%
nei livelli del fattore sigma S (Kojic e Venturip@1l).

Una sequenza di 25 nucleotidi e stata carattedanagtudi riguardanti I'interazione
del fattore PsrA e il promotore dpoS In tale regione, altamente conservataPn
aeruginosae P. putidg é stata evidenziata una regione palindromicaaé@d\y-4 gttg/c)
che é stata proposta come la regiomeis (“psrA box”) riconosciuta dal dominio deputato
al legame del DNA presente all’estremita amminoteate del fattore PsrA (Fig. 1.7).

Il gene codificante per RpoS e stato clonato nppoe30-84 dP. aureofaciengd e
stato studiato il coinvolgimento di tale fattorgrsia nella produzione di fenazine. E stato
verificato che RpoS é richiesto per la produzioneamposti di fenazinici in substrati
minimi. Il ceppo mutante 30-84 S, mancante di uneggoS funzionale, produce una

quantita inferiore di fenazine rispetto il ceppddatype, nel momento in cui € allevato in
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substrati minimi, mentre si ha l'effetto inversoagdo il ceppo mutante e allevato su
substrati complessi (Blachere e Pierson dati ndsblpeati). | dati alquanto contrastanti
suggeriscono che la regolazione delle fenazine ateedia RpoS fa parte di un sistema piu
complesso in cui debbano essere considerati attdrf quali GacS/GacA, Phzl/PhzR ed il

sistema RsmAsmZ
12. Meccanismo di controllo post-trascrizionalenfRérsmZ

Nella sottospecieErwinia carotovora subsp. arotovora la produzione di
esoenzimi e fattori di virulenza sono controllatimodalita post-trascrizionale mediante
I'attivita della proteina RsmA (Chatterjee et d1995). Tale fattore proteico, omologo di
CsrA di E. coli e Salmonellaentericg € deputato al legame in regioni prossime alla
sequenza Shine e Dalgarno di RNA messaggeri ditgeget favorendone la degradazione
(Chatterjeeet al.,1995; Haa®t al.,2002). Le molecole di mRNA regolatorio RsmBHIi
carotovorae CsrB diE. coli hanno la capacita di controllare I'attivita deitfai RsmA e
CsrA, legandosi ad essi ed evitando, in tal motidegame con gli mRNA bersagli
(Chatterjeeet al., 1995;Romeo 1998;Gudapagt al, 2001). Nel ceppd. fluorescens
CHAO, RsmA é un importante regolatore negativo peicessi metabolici attivati e
controllati dal sistema regolatorio GacS/GacA (Béuet al, 1999; Blumer e Haas, 2000)
mentrersmZ € un mMRNA regolatorio capace di legare e sequesitafattore “RNA
binding” RsmA (Heelet al, 2002).

Heeb et al., (2002) hanno dimostrato che I'espressionersinZ dipende dalla
funzionalita di GacA, inoltre é stato dimostratedloverespressione di tale molecola di
RNA comporta la soppressione di mutazione nei ganAe gac§ ed infine I'espressione
di rsmZé stimolata da una molecola segnale prodotta. ifluorescensCHAO avente un
sistema GacS/GacA funzionale. Tale segnale noraté sincora identificato, ma non é
riconducibile alla famiglia delle N-acil omoseritztoni (Heebet al.,2002).

Un gene omologo asmA e stato identificato inP. aureofaciens30-84 e la
distruzione di tale gene nel ceppo 30-84 W (GacAN (phzB::lacjd ha comportato il
ripristino di un livello di trascrizione dell’opene delle fenazine comparabile con il grado
di espressione del ceppo 30-84 ZN (Lee e Piersopuinblicazione). Una sequenza
nucleotidica posizionata a valle del gene codifiegrer RpoS (Blachere e Pierson dati non
pubblicati) ha presentato un’omologia del 94,5% dogene codificante persmZin P.

fluorescen<CHAO. Tale gene é stato clonato in un plasmidalke i un promotore
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costitutivo (Ric9 ed é stato verificato che la sua overespressibrremZ ha la
capacita di sopprimere l'effetto negativo di unataaione ingacAo gacS inoltre & stato
dimostrato che il fattore GacA e in qualche modoadato all’attivita del promotore di
rsmZ(Lee e Pierson in pubblicazione).

La produzione dei tre composti fenazinici costitgisin elevato costo metabolico
che Pseudomonas aureofaciel®®-84 tende a regolare mediante la funzione derdiv
meccanismi molecolari. Al momento non é del tuti@m quali siano le modalita con cui i
sistemi finora descritti si intrecciano tra loranen sono stati ancora descritti i pathway
regolatori attivati da RpeA, come del resto sontota sconosciuti i geni direttamente
regolati da GacA. Il tutto rende la biosintesi ddiénazine un ottimo modello per poter
elucidare processi evoluzionistici che hanno portdta selezione di processi metabolici
tanto delicati e perfetti da garantire alla speegudomonas aureofaciens vantaggio

nell’lambito della selezione naturale.

13. Scopo della tesi

La prima parte del presente lavoro di tesi ha avotme scopo |l
monitoraggio della biodiversita presente in alcagioecosistemi e l'identificazione,
all'interno di un consistente numero di isolati, glielli afferenti al gruppo degli
pseudomonadi fluorescenti in modo da poter ricerta essi dei potenziali agenti di
biocontrollo. Conclusa questa prima fase si € ¢cerdacomprendere quali fossero i
meccanismi che rendevano attivi questi batterircoifunghi fitopatogeni saggiaith
vitro; particolare interesse € stato attribuito allatamento della produzione di
metaboliti secondari implicati nel biocontrollo.dttivita di antibiosi, dimostratan
vitro, e stata poi saggiata ancle vivo per verificare I'eventuale possibilita
d’'impiego reale di questi batteri come biofitofacnaaturali.

Una seconda parte del nostro lavoro si € centrdiia studio dei meccanismi
molecolari che regolano la biosintesi delle fenazimel ceppo di biocontrollo
Pseudomonas aureofacieB8-84. La regione intergenica localizzata treethgphzR
e I'operone delle fenazine é stata caratterizzatappter identificare la regione del
promotore dell’operone delle fenazine e le divexsmponentin cis che vanno ad
influenzare l'attivita del suddetto promotore. Ultémiore parte del lavoro ha

interessato la caratterizzazione di una regioneméea deiP. aureofacien80-84

28



con la successiva identificazione dei vari genilogalizzati e caratterizzazione dei

ruoli svolti dai geni all'interno della biosintedelle fenazine.
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Capitolo |l

Materiali e Metodi

1. Ceppi batterici e Plasmidi

| ceppi batterici ed i plasmidi utilizzati in questtudio sono riportati nelle tabelle
2.1 e 2.2. Tutti i ceppi descherichia colisono stati incubati a 37°C mentre i ceppi di
Pseudomonas aureofacien80-84, i relativi ceppi mutanti e tutti gli isdlgbatterici
identificati durante tale lavoro sono stati incutza28°C. Tubi di vetro 18x180 mm sono
stati utilizzati per tutte le colture batterichenceolumi inferiori ai 10 ml, mentre beute
Erlenmeyer da 50 or 125 or 250 ml sono state métz per colture batteriche allevate in
volumi superiori ai 10 ml. Tutte le colture liquid®no state insemenzate partendo da
colture su substrato solido insemenzate con ceblatteriche provenienti da sospensioni in
stock di
glicerolo.

2. Substrati e Soluzioni

Tutti i substrati colturali utilizzati nel corso ldevoro sono stati riportati nella
tabella 2.3. Il substrato LB liquido ed agarizzatstato utilizzato sia per i ceppi i coli
che per i ceppi dP. aureofaciensmentre NAG (Nitrient Agar Qucose)é stato utilizzato
per la crescita degli isolati batterici collezianda diversi siti della regione Campania
(Italia). Il substrato PDA_(Btato Dextrose Agar) € stato utilizzato per la caratterizzazione
di isolati batterici afferenti al gruppo delle pdemonadi fluorescenti. Gli antibiotici e le
sostanze reporter sono stati utilizzati alle sejumncentrazioni: rifampicina 100 mg/L,
kanamicina 50 mg/L and X-Gal 2%. La tetraciclinst@ta utilizzata ad una concentrazione
di 25mg/L per i ceppi dE. colie 50 mg /L per i ceppi derivanti dallo studio suPd
aureofaciens30-84, mentre il cloramfenicolo & stato utilizzatita concentrazione di 60

mg/L perE. colie 400 mg/L per
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Ceppi ed Isolati Caratteristiche importanti Riferimento

Wild type PhZRifR Pierson et al., 1994
PhzphzB::lacz Pierson et al., 1994

P. aureofaciens30-84
P.aureofaciens30-84 Z

P.aureofaciens30-84 Ice PhzphzB::inaz Wood et al., 1997
P.aureofaciens30-84 W PhzgacA Wood et al., 1997
P.aureofaciens30-84 | Phzphzl- Wood et al., 1996
P.aureofaciens30-84 R PhzphzR Wood et al., 1996
P.aureofaciens30-84 RpeA- PhzrpeA Whistler e Pierson 2001
P.aureofaciens30-84 RpeA- Z PHzrpeA™ phzB:lacZ Whistler e Pierson 2002

P.aureofaciens30-84 S PhZ rpoS Blachere e Pierson non pubblicato
E. coli DH5a F recA” endA hsdR Gibco-BRL
SupE44 thi gyrA96
relAl D(argF lacZYA) 1169
f80acZ DM15
E. coli HB101 F hsdS20(fy'my") supE44 Gibco-BRL
recAl ara 14 proA2
lacY1 galK2 rpsL20 xy5 mtl'5
E. coli MC1061 F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) Gibco-BRL
f80lacZ LM15 LlacX74 deoR recAl
araL£139 [ (ara-leu)7697 galU
galK rpsL endAl nupG

Mipaf 9 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 17 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 19 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 20 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 22 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 24 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 26 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 45 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 49 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 50 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 51 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 52 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 54 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 62 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 71 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 72 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 73 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 80 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 88 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 109 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 114 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 115 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 116 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 117 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 118 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 119 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 120 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 121 pseudomonade fluorescente Questo studio
Mipaf 122 pseudomonade fluorescente Questo studio
AF1 pseudomonade fluorescente Questo studio

P. fluorescensiovar |
P. fluorescensiovar il
P. fluorescensiovar V

Strain LMG 5916
Strain LMG 14674
Strain LMG 5833

Laboratorium Microbiologic Universiteit GerBelgium
Laboratorium Microbiologic Universiteit&ht, Belgium
Laboratorium Microbiologic Universiteit GerBelgium

Strain LMG 14681 P. putida Laboratorium Microbiologic Universiteit Gent, Balgn
Strain LMG 2352 P. viridiflava Laboratorium Microbiologic Universiteit Gent, Balgn
Strain LMG 2339 P. tolaasii Laboratorium Microbiologic Universiteit Gent, Balgn

Tab. 2.1: Ceppi ed isolati batterici
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Vetior plasidic

Caratteristiche rilevanti

Riferi mento

pLAFR3
pLAF15-25
pLAF24-47
pLAF13-6
pLAF-RA000
pLAF-R5000
pLAF-RH3000
pLAF-RHL700
pLAR-RHB00
PLAF-pSrA
PLAF-psrA-Cter
pLAF-mMIp
pKT2

PKT24acz
PKT2-0.9
PKT2-0.9acZ

PKT2-F1RllacZ
PKT2-F1RAacZ
PKT2-F3R1 lacZ
PKT2-FLR2-TcRacZ
PKT2-0.9-tida-catlacZ

PKT2-F1RMida-cat-lacZ
PKT2-F1R2tida-catdacZ

pKT2::RsmZHlacZz
pPR510
510-R5000
510-RS3000
510-RS1700
510-RS500
510psrA
510psrA-Crer
510lexA
510mtnp
pWivi4
pHP45-Tc

cosrix* Teff IncP1
pLAFR3 withP.a. 30-84 genorric regon tEcoR! site
pLAFR3 withP.a. 30-84 genorric regon tEcoR! site
PLAFR3 with 9 KiiP.a. 30-84 genorric region EEcoRI site
pLAF13-6 derivative
pLAF13-6 derivative
pLAFR3 with 3 Kb pLAFRS000 insertiticorRI-Hindlll sites
PLAFR3 with 1.7 Kb pLAFRS000 insert iodfRI-HNdIl sites
pLAFR3 with 0.5 Kb pLAFRS000 insert irdER-HNdll sites
PLAFR3 withpsrA doned inEcorRIl andBamH sites
PLAFR3 withpsrA Ctermrinal region cloned ecorRI andBamH sites
PLAFR3 with mtnP doned in EcorRl and BanrH sites
Kn®, contains pronoteriess GFP
KnT contains pronoterless GAP land
PKT2 containing 0.9 KinzR-phzXhtergenic region
pKT24acZ containing 0.9 KphzR-phzXtergenic region
pKT2dacZ with 356 bp pronoter insert drivilagZ
pKT24acZ with 245 bp pronoter insert drivifagZ
pKT2acZ with 147 bp pronoter insert drivifagZ
pKT24acZ with 245 bp prorroter insert drivilagZ, Tef?
pKT24acZ with 900 bp prorroter insert drivilagZ anduidA; On'f
pKT24acZ with 356 bp prormoter insert drivilagZ ancuidA; Ot
pKT24acZ with 245 bp prorroter insert drivilagZ anduidA; On'f
pKT24acZ containing a 4.7 Keindll-EcoRI overdrivindacZ
Ch
pPR510 containing 5 Kb pLAF13-6 insert
PPR510 with 3 Kb pLAFRS000 insdioorRI-Sallsites
pPR510 with 1.7 Kb pLAFRS000 insdfomRI-Sallsites
pPR510 with0.5 Kb pLAFRS000 insdfiiorR-Sallsites
pPR510 wittpsrA doned irEcorRl andBamH sites
pPR510 witlpsrA Ctemrinal region cloned eoorRI andBamH sites
pPR510 witlexAdoned irfcorRl andBamH sites
pPR510 witimnPdoned in EcorRI and BanH sites
uidA-camcartridge
interposon Tatartridge

Staskawowicz et al., 1987

Quigey e Reedey, 198

Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
esfustudio
Miller et al., 2000

Questo studio
Questo studio
Questo studio

Questo studio

Questo studio

Questo studio

Questo studio
Questo studio
Questo studio

Questo studio
Lee e Pierson non pub.

esstudio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Questo studio
Metcalf e Wanner, 199

Feliayet al., 1987

Tabella 2.2: Plasmidi utilizzati nel corso del lavo
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Substrato Ingredienti Substrato Ingredienti
Luria Bertani (LB) broth/agar ~ 10g Bacto Tryptone Ree Minimal Medium 9 50 ml 20X M9 Salts
59 Yeast extract (M9) broth/agar 2 ml 1M MgS0O4 x@H
5g NaCl 10 ml 20% Glucose
1000 ml ddHO 100m 1M CacCl,
15¢g agar 2 ml 1 mg/ml thiamine
LB Paba 1.6g PABA Sodium Salt 2 ml 1mg/ml biotine
59 Yeast extract 15 agar
5g NaCl 940 ml ddHO
1000 ml ddHO pH7.4
159 agar Skim Milk agar 80g Skim Milk powder
Pigment Producing Media 20g Proteose Peptone N°3 ada0HO
(PPMD) broth/agar 5g NaCl 159 agar
1g KNG, Nutrient Agar Glucose  8g Nutrient broth
10 ml Glycerol (NAG) broth/agar 2.5g Glucose
1000 ml ddHO 18g agar
159 agar 1000 ml ddHO
pH 7.2 pH 7
King's Medium B 20g Proteose Peptone N°3 Potato DegtAgar 39.5¢g Potato Dextrose Ag
(KMB) agar 1.5 g KHPO, (PDA) 1000 ml ddHO
1.5gMgSQx 7HO
10 ml Glycerol
1000 ml ddHO
159 agar
Tabella 2.3: Substrati
Soluzioni Ingredienti Soluzioni Ingredienti
20X M9 Salts 60g NaHPO, T,oE; 1.25 2 M Tris (pH 8.0)
30g KH,PO, 0.5 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
10g NH,CI 248.25 ml ddHO
59 NacCl T50E50NaC| 25 ml 3M NacCl
400 ml ddHO 2.6 ml 3 M Tris (pH 8.0)
Birnie | 4.5 ml 20% Glucose 11 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
2ml0.5M EDTA (pH 8.0) 61.4 ml dd}O
1.25 ml 2 M Tris (pH 8.0) TsoNAOACoE; 6.25 2 M Tris (pH 8.0)
92.25 ml ddHO 8.3 m 3 M NaCHCOO
Birnie Il 1 ml10% SDS 0.5ml0.5M EDTA (pH 8.0)
1 pellet NaOH 234.92 ml ddHO
9 ml ddH,0 Z Solution 16.1g NsHP O, x 7H,0
Birnie Il

80% Glycerol
X-Gal Stop Solution

Gus Assay Buffer

81.6g Na CHCOO
70 ml Glacial Acetic Acid
50 ml ddH,0

pH 4.8

80ml Glycerol

20 ml ddH,0

10.6g N& O,

100 ml ddHO

50 ml 0.1 M NaPO
10 ml 50 mM DTT
100m 0.5 M EDTA
625 100 mM PNPG
39 ml ddH,0

Gus Stop Solution

0.1 M NaPO4

5.5g NaHPO, x H,0
0.75g KCI
0.2469g MgSQ
2.7 ml B-mercaeptanolo
1000 ml ddHO
pH 7
4.24g N&O,
100 ml ddHO
57.7 ml 1M Na2HPO4
42.3 ml 1M NaH2PO4
800 ml ddH,O
pH 7
Volume finale 1000 ml

Tabelle 2.4: Soluzioni
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P. aureofacien80-84 e i ceppi mutanti da esso derivati. Tutepi diE. colie P.
aureofaciens sono stati crioconservati in una swspee di glicerolo all'80% a —80°C,
mentre gli isolati batterici identificati durantecorso del lavoro sono stati conservati in
una sospensione di glicerolo al 30% a —20°C. Lezsohi utilizzate nel prosieguo del

lavoro sono riportate nella tabella 2.4.
3. Isolamenti batterici
Gli isolati batterici identificati durante il corsdel lavoro sono derivati da

isolamenti effettuati da diversi aereali della oegg Campania e da diverse origini, come

riportato nella seguente tabella (Tab. 2.5):

Anno | Luoghi | Origini

2001 Portici (NA) carpoforo diAlnicola solecina
2001 Portici (NA) carpoforo diAuricularia auricularia
2001 Portici (NA) rizosfera diBrassica rapasubsp sylvestris
2001 Portici (NA) rizosfera di Rosmarinus officinalis
2001 Pontecagnano (SA) rizosfera di Lycopersicon esculentum
2001 Pontecagnano (SA) Suolo indisturbato

2001 Pontecagnano (SA) rizosfera diPhaseolus vulgaris
2002 Grottaminarda (BN) rizosfera diNicotiana tabacum
2002 Cava De Tirreni (SA) Paglia

2002 Napoli Anticrittogamico biologico commerciale

Tab. 2.5 Campioni utilizzati per isolamenti batterii

Il protocollo d'isolamento e stato differenziatosaconda della tipologia di
campioni. Al fine di ottenere isolati batterici drigine rizosferica, le radici sono
state preventivamente ripulite dal terreno in esgasediante scuotimento o leggera
spazzolatura; sono stati pesati 5 grammi di radédio stesso campione che sono
stati sminuzzati e posti in agitazione in 45 mladgua sterile per circa un’ora. La
sospensione é stata diluita serialmente e aligsot® state strisciate sul substrato
agarizzato non selettivo NAG con un’ansa sterilemindo da ottenere colonie
batteriche isolate.

La stessa procedura € stata seguita anche paolglimenti dai carpofori dei
funghi spontanei e dalla paglia utilizzata comessiatbo di crescita per I'allevamento

di Pleurotus
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L’anticrittogamico biologico commerciale, in fornaib polverulento, & stato prima
solubilizzato, secondo le indicazioni riportate Isutonfezione, e quindi diluito
scalarmente ed insemenzato su substrati solidi.

Le capsule Petri sono state poste in termostat8°&€ per 24/48 ore. Le
colonie batteriche sono state selezionate in bdaen®rfologia e singolarmente
trasferite su nuove piastre di NAG per la purificae. Nel caso di colonie miste,
queste sono state nuovamente purificate, sospeoldend 5 ml di soluzione

fisiologica e poste in agitazione per circa un'erstrisciate su NAG.

4. ldentificazione degli isolati batterici

4A. Caratterizzazione preliminare

Di tutti gli isolati ottenuti sono stati osservatregistrati i caratteri fenotipici:
forma, consistenza, colore, regolarita delle caonpermettono un’analisi
morfologica completa (Foto 2.1). In seguito, ogulato & stato sottoposto al test del
KOH (Suslowet al. 1982). Il metodo puo sostituire la tecnica di caione Gram e
ha il vantaggio di essere piu rapido e altrettaati@ndibile. Tramite un’ansa si
preleva un’aliquota della colonia batterica; lss@mpera, con movimento rapido e
circolare, in una goccia di KOH, concentrato al 3¢gsta su un vetrino,
preventivamente sgrassato. Se sollevando I'ansataila formazione di un sottile
filamento mucoso si ritiene il test positivo e dtterio € considerato Gram negativo;
nel caso di assenza di filamento, il test € negagivl batterio Gram positivo. Tultti
gli isolati risultati negativi al test, e percio &n positivi, sono stati esclusi dalle
analisi successive dato che lo scopo di questardasidtesi era quello di reperire
batteri appartenenti al gendPseudomonas

Altro saggio preliminare e fondamentale nell’idéntizione di specie
batteriche &€ quello che permette I'accertamentta gebduzione di ossidasi. Poche
gocce di un colorante, L'NNN (N-tetrametilfenileadiina diidrocloroidrata) all’1%,
sono state poste su carta da filtro, tramite papstierile. Una colonia batterica e stata
prelevata e strisciata sulla carta da filtro imtailgon il reagente. L’'NNN, incolore
allo stato ridotto, viene, nel giro di 10-20 secdgmdsidato virando al viola intenso
nelle specie ossidasi-positive; la reazione e memgak la colonia rimane incolore o

del suo colore originario (Scortichini,1995). lintmllo positivo utilizzato e stato
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Pseudomonas fluoresceh®var | biotipo A, ceppo LMG 5916. Gli pseudomonadi

fluorescenti oggetto di questo studio sono tusidessi positive.

Foto 2.1Fenatipi differenti osservati su piaster di NAG.rdlmgia Serratialike sulla sinistra
dellimmagine mentre sulla destra &€ mostrata uméplogia Pseudomonadike right.

4B. Test biochimici classici

Il “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriologguggerisce una serie di
prove, i cui risultati congiuntamente permettonaitiibuire agli isolati batterici una
prima collocazione tassonomica. | test che soni jgtasi in considerazione sono:
riduzione dei nitrati, produzione di arginina deidsi, idrolisi della gelatina,
assimilazione di glucosio, arabinosio, mannosionmitalo, maltosio, gluconato,
caprato, adirato, malato, citrato e fenil-acetato.

4C. Sistema API 20 NE

L’API (Analytical Profile Index) 20 NE (Foto 2.2) eun sistema
standardizzato che unisce 8 test convenzionali ate$? di assimilazione, per
I'identificazione di batteri Gram-. Esso € composlio20 “microtubi” contenenti
terreni o substrati disidratati. | test convenzibsano stati insemenzati con una
sospensione batterica in soluzione fisiologica,neveD.D.= 0,125, pari a 3x10

cfu/ml.
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Fotc 2.2 API 20 NI. 1:Pseudomonas viridiflas LMG 2352: 2: Mipaf 54; 3: Mipaf 7

Le reazioni metaboliche prodotte durante le 18/&4d incubazione a 30°C,
sono state evidenziate tramite variazioni di colspontanee o rilevabili dopo
'aggiunta di reattivi. 1 “microtubi” dei test disaimilazione, invece, sono stati
insemenzati con quantita minima di APl Aux Mediwddizionato con 200l della
sospensione batterica. In questo caso lintorbidamelella sospensione € indice
dell'utilizzazione del substrato, da parte degiiasi batterici.

L'identificazione pud essere ottenuta con lo spexifAnalytical Profile
Index per il 20 NE, codificando I'insieme delle zemi ottenute, ossia il profilo
biochimico, in un profilo numerico. Sulla schedarégistrazione dei risultati, i test
sono separati in gruppi di 3 ed un numero 1, 22drtlicato su ogni test. La raccolta,
nellambito di ciascuna terna, della somma dei natorrispondenti alle reazioni
positive, fornira un profilo numerico di 7 cifre €hpermettera di risalire
all'identificazione mediante confronto con il ddiase del sistema.

4D. Test Biolog
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I metodo Biolog (Foto 2.3) permette lidentificane delle specie
microbiche attraverso la definizione di un profiiatrizionale. Il test consiste nel
saggiare contemporaneamente per ogni isolato lattéa capacita di utilizzare
un’ampia gamma di composti organici come fonteagbonio. Il sistema é costituito
da una piastra a 96 pozzetti di cui 95 contengafierenti fonti di carbonio e uno

e SR e e Yy

Foto 2.3 Piastra Biolog Test inoculata

Gli isolati sono stati incubati per 24 ore a 28N incubatore termostatato
Su mezzo agarizzato BUG (Biolog Universal Growth)isespesi in tubi di vetro
contenenti “GN/GP Inoculating fluid”.

La concentrazione batterica € stata poi corratia di raggiungere una densita
ottica, letta a 560 nanometri, di 0.12 corrisporiden3x18 cfu/ml.

| singoli pozzetti sono stati insemenzati con 168i sospensione del batterio
da identificare. Le piastre BIOLOG sono poi stateubate a 28°C per 24 ore. La
prima lettura delle piastre é stata eseguita dopoe4ddall'inoculazione e la lettura
definitiva dopo 24 ore. Il metodo & colorimetridtassimilazione del composto
provoca un aumento del tasso di respirazione ahgcei I'indicatore (tetrazolio)
presente nel pozzetto, facendolo virare al porplomatensita di colorazione e stata
comparata con il pozzetto A1 che funge da contradigativo.

Tutti i pozzetti con colorazione simile a quella gezzetto A1 sono stati
considerati negativi, mentre quelli con evidentdo@zione porpora sono stati
valutati come risultati positivi. | pozzetti conlotazione poco marcata o con grumi
di precipitato, sono stati ritenuti intermedi (+/-)
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5. Protocolli per I'estrazione di plasmidi

Il kit Promega SV miniprep € stato utilizzato pa&sstrazione plasmidica con il fine di
ottenere una maggiore resa ed una maggiore gragmrézza del DNA destinato al
sequenziamento. Nel corso del lavoro sono statkzazatii due differenti protocolli
d’estrazione (5A e 5B) per verificare la presenegacostrutti plasmidici in ceppi d&. coli
Il kit Promega SV miniprep € stato utilizzato pestrazione d&. aureofacien80-84, ma
sono stati aggiunti diversi passaggi per poterneti® una maggiore purezza del DNA
estratto. I Quiagen DnedsyTissue Kit & stato utilizzato per I'estrazione dENA
genomico dagli isolate batterici pseudomonadir#égoenti. Di seguito sono riportati i

protocolli d’estrazione utilizzati:

5A. 100 ml Birnie Prep

Allevare i batteri in 100 ml di LB addizionato cdiantibiotico specifico per
garantire il mantenimento del plasmide, per 16-068 in agitatore termostatato a
37°C.

Riportare le colture batteriche in contenitori @80 ml e successivamente
centrifugare ad una velocita di 6000 rpm a tempesaambiente per 8 minuti.
Lasciare asciugare il precipitato

Risospendere il pellet utilizzando 4 ml della saue Birniel e trasferire il tutto in
tubi da 50 ml e riporre su ghiaccio per 30 minuti.

Aggiungere 8 ml della soluzione Birnie 2. Miscelagentiimente e lasciare su
ghiaccio per 10 minuti.

Aggiungere 6 ml della soluzione Birnie 3. Agitarubi e riporre su ghiaccio per
30-60 minuti.

Centrifugare a 12000 rpm a 4°C per 20 minuti. Vierdlasupernatante in nuovi tubi
da 50ml utilizzando imbuti e carta da filtro alleopo di separare eventual
impurita.

Aggiungere un eguale volume d’isopropanolo e lascs ghiaccio da 20 minuti
ad alcune ore.

Centrifugare a 7000 rpm a 4°C per 10 minuti.
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Risospendere il precipitato in 2 ml digTE;OAC100 € trasferire in tubi di 10ml
PP2059.

Aggiungere 201 di Rnase e tenere a 37° C per 30 minuti.

Aggiungere 2 ml di fenolo e lasciare in agitazipee 20 minuti.

Aggiungere 2 ml di cloroformio e lasciare in agita®e per 20 minuti.
Centrifugare alla massima velocita per 5 minuti.

Trasferire la fase acquosa in un nuovo tubo eduaggre 2 ml di cloroformio e
agitare per 20 minuti e centrifugare a massimaci&i@er 5 minuti.

Trasferire la fase acquosa in un nuovo tubo eduaggire 2001 di 3M NaOAc e
2 ml di isopropanolo e lasciare su ghiaccio pemfuti.

Centrifugare a 7000 rpm a 4°C per 5 minuti.

Lasciare asciugare il precipitato e risospendergliam di T,0E; e trasferire in un
eppendorf da 1.5 ml.

Lasciare per 10 minuti ad una temperatura di 65° C.

Conservare il prodotto d’estrazione ad una tempeaati 4°C.

5B. 5 ml Birnie Prep

Allevare i batteri in 5 0 10 ml di LB addizionatmn I'antibiotico specifico per
garantire il mantenimento del plasmide, per 16-6 io agitatore termostatato a
37°C.

Centrifugare per 5 minuti a 4000 rpm utilizzand@ entrifuga da banco.
Lasciare asciugare il precipitato batterico e sssis@amente risospendere in 260
di Birnie 1 freddo.

Trasferire la miscela in un eppendorf da 1.5 nalseilare su ghiaccio per 20 minuti.
Aggiungere 400m di Birnie 2, miscelare gentilmente per 5 voltdasciare su
ghiaccio per 10 minuti

Aggiungere 300t di Birnie 3, miscelare bruscamente e lasciargtgaccio per 30
minuti

Centrifugare a 13000 rpm a temperatura ambiente 1Peminuti e riportare il
supernatante in un nuovo eppendorf da 1.5 ml.

Aggiungere 6001 di isopropanolo e lasciare su ghiaccio da 20 mniad alcune

ore.
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Centrifugare a 13000 rpm a temperatura ambiente Jfemminuti e lasciare
asciugare il precipitato per alcuni minuti.

Risospendere il precipitato in 3081 di Tsp NaOAcoo ed esporre ad una
temperatura di 70°C per 5 minuti.

Lasciare in agitazione per 20 minuti ad una tentpeaadi 37° C.

Aggiungere 1ml d’etanolo 95% e lasciare su ghiapeio20 minuti.

Centrifugare a 13000 rpm a temperatura ambienté@erinuti.

Lasciare asciugare il precipitato per alcuni mirutisospenderlo in 36k di T10E;
Esporre ad una temperatura di 65° per 10 minuti

Conservare il prodotto d’estrazione ad una tempeaati 4° C.

5C. Pseudomonas Plasmid Prep

Allevare i batteri in 5 0 10 ml di LB addizionatmn I'antibiotico specifico per
garantire il mantenimento del plasmide, per 16-08 in agitatore termostatato a
°28° C.

Centrifugare per 5 minuti ad una velocita di 409 wtilizzando una centrifuga da
banco.

Eliminare il surnatante e risospendere il precipita 1ml di TsogEsoNaCl. Agitare

su vortex per pochi secondi.

Centrifugare per 5 minuti ad una velocita di 1300® ed eliminare il surnatante.
Eliminare il surnantante e risospendere il preatpiin 1ml di FoEsoNaCl. Agitare
su vortex per pochi secondi.

Centrifugare per 5 minuti ad una velocita di 1309® ed eliminare il surnatante.
Usare il kit SV mininprep della promega partendbpdessaggio n°2

Al momento del passaggio di eluizione previstokieSV miniprep (Promega)
utilizzare un volume di 108 di acqua distillata sterile per eluire il DNA tal
colonna.

Aggiustare il volume ad uno finale di 2@Qutilizzando acqua distillata pura ed
aggiungere 20 di 3M NaCHCOO e quindi, 22@1i di isopropanolo.

Lasciare su ghiaccio per 20 minuti o a —20°C peata notte.

Centrifugare i tubi eppendorf per 15 minuti ad uebocita di 13000 rpm ed
eliminare il surnatante.

Lasciare asciugare i tubi a temperatura ambientaga Kimwipe.
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Risospendere il DNA precipitato in un volume @id. 351 di Ti0E; a seconda
della concentrazione finale desiderata.

Conservare il DNA ottenuto a 4°C.

6. Manipolazione del DNA

6A. Enzimi

Nel corso del lavoro sono stati utilizzati diversnzimi prodotti dalle ditte

Invitrogen e Fermentas ed il loro uso ha seguitindiégcazioni fornite dalle rispettive case

produttrici. Il EZ-Tn5TM <Kan-2>Insertion Kit, pradto dall’ Epicentre, e stato utilizzato

per la mutagenesi di una regione genomicaPdiaureofaciens30-84, seguendo le

indicazioni fornite dalla suddetta casa produttrice

6B. Trasformazione ceppi batterici

Il trasferimento di vettori ifescherichia colDH5a é stato effettuato mediante

I'uso della seguente procedura:

1.

© N o 00 bk WD

Aggiungere 100 o 2061 di cellule competenti in un eppendorf da 1.5 ml.
Aggiungere miscela di ligazione contenenti DNA esumda trasferire.

Lasciare su ghiaccio per 60 minuti.

Tenere per 90 secondi a 42° C.

Inoculare 1 ml di LB liquido con il contenuto di singolo eppendorf.

Lasciare in agitazione a 37°C per un’ora.

Riportare in eppendorf e centrifugare per un minuto

Eliminare il surnatante e risospendere in un voluin&00m di H,O bidistillata
(ddH,0O) ed insemenzare le piastre contenenti I'antibtosipecifico per garantire la

selezione delle colonie trasformate.

6C. Trasformazione di P. aureofaciens 30-84

Nel momento in cui i plasmidi sono stati trasfenei ceppi diPseudomonas

aureofaciens3084, si € eseguita la procedura denominata Emypar Mating che consiste

in:
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Primo Giorno
InoculareE. coli DH5a con il vettore e linserto da essere mobilizzatepfmw

donatore) 3 ml di LB addizionati con I'antibiotispecifico.
Inoculare 3 ml LB+ Kn?® conE. coliHB101 (ceppo helper).
Inoculare 3 ml LB conP. aureofaciens30-84 o suoi ceppi derivati (ceppo
ricevente).
| batteri sono stati allevati per 16-18 ore in afgite termostatato alle T° specifiche per

le diverse specie.

Secondo Giorno
Lasciar asciugare le piastre Petri di LB senzabaiico sotto cappa a flusso

laminare.

Trasferire filtri di nitrocellulosa sterile sulleigstre asciutte utilizzando pinze
sterili.

Trasferire 1 ml di coltura batterica in eppendoaf 15 ml e centrifugare per 1
minuto a 13000 rpm in una centrifuga da banco.

Eliminare il supernatante e risospendere i peite2)0n di LB.

Inoculare i filtri con 2@ del ceppo donatore, ricevente ed helper comstitiio
nella figura 2.1. E’ consigliabile utilizzare il Isstrato LB+PABA nel momento in
cui il ceppoP. aureofaciens30-84 o un ceppo mutante produttore di fenazine
costituisce il ceppo ricevente.

Incubare le piastre a 28°C per 24-48 ore

Terzo Giorno
Trasferire i filtri di nitrocellulosa in tubi di teo sterili e contrassegnati con la

rispettiva sigla.

Aggiungere 2 ml di ddbD sterile e agitare su vortex per pochi secondi per
risospendere le cellule dai filtri.

Insemenzare 100 in piastre di LB agar con il rispettivo antibicti ed incubare a

28°C. La visualizzazione delle prime colonie pudhiedere dalle 24 alle 72 ore. Le
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piastre insemenzate con i filtri “Solo Ricevente *Solo Donatore” non devono

presentare crescita di colonie.

Helpe!
Donatore
Ricevente

Helpel Solo
Donatore Donatore

Ricevente

Solo
Ricevente

Fig.2.1 Triparental Mating. Disposizione dei filst piastra di LB

7. Reazioni di amplificazione

LB agar

Tutti 1 primer utilizzati nel corso del lavoro somiportati nella tabella 2.6. Tutti i
primers forward utilizzati durante il lavoro posgego un sitdEcoRI(GAATTC) alla loro
estremita 5' mentre tutti i primers reverse pogseg un sito di taglio per I'enzinBamHI

(GGATCQ all'estremita 5'. L’aggiunta di tali siti di taglha facilitato la clonazione degli

ampliconi che sono stati prodotti nel corso dekprae studio.

PphzR1 5-CGG GAT CCC TTA GTT GGG GGT GAT AGT GTT3G-
PphzR2 5-CGG GAT CCC TGA GTG GGT GTT GTT TAT ACA TG’
PphzF2 5-CGA ATT CAG CCA GCC CGC TCATGC-3'
PphzF3 5-CGA ATT CTC TGG TAG TTC CAC CCC CAAG-3'
lexAf 5-CGG AAT TCA TCG AGA ATG CGT TCA ACG-3'
lexAr 5'-CGG GAT CCC TCA GTT CCC TGA GGA TGG-3'
psrAf 5-CGG AAT TCA CAAGTG TTT GTC AGG CGG-3'
psrAr 5-CGG GAT CCC TAG CTT AGC GGA TGT AAG CTG-3'

Sigla | Sequenza nucleotidica Ref.
fPs 5-GGT CTG AGA GGA TGA TCA GT-3' 14
rPs 5-TTAGCT CCA CCT CGC GGC-3' 14
fD1 5-CCG AAT TCG TCG ACA ACA AGA GTT TGA TCC TGG CTBG-3' 15
rD1 5-CCC GGG ATC CAA GCT TAA GGA GGT GAT CCA AGC CC-3 15
PphzF1 5-CGA ATT CCA TAG ACG GCT TCG CGC TA-3' Questudio

Questo studid
Questo studid
Quedadn
€xio studio
Queststudio
Questudio
Quesstudio
u@sto studio

Tab. 2.6 Inneschi utilizzati nel corso del lavoro
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7A. Primers Ps

La coppia di primers denominata Ps, disegnata ahmafiet al, 1998, rende
possibile discriminare I'appartenenza al grupseudomonas“sensu strictohediante
I'amplificazione di un frammento d®90 bp della regione genomica codificante per la
subunita 16 ribosomale di tutte le specie afferaingiruppo batterico sopracitato. Tale
coppia di inneschi é stata utilizzata per una ifieazione degli isolati batterici aventi una
morfologia riconducibile al gruppo delle pseudomdirfuorescenti.

Le reazioni d’'amplificazione sono state eseguntan volume finale di 5@,

utilizzando la miscela di reazione qui riportatalfT2.7):

Reagenti | Concentrazione finale
PCR Buffer (10X) 1X
MgCl, (15 mM) 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 20 M ciascun nucleotide
rPs (10 mM) 0.1 M
fPs (10 mM) 0.1 M
Taq polimerase (5U/ml) 2.5 U
ddH,0O Giungere a volume

Tab. 2.7 Miscela di reazione con primer Ps.

| cicli termici secondo cui si € svolta la reazidrano previsto un’iniziale
denaturazione del DNA a 95°C per Seguita dalla ripetizione di 35 cicli a 94°C per
1 (denaturazione), 58°C per(appaiamento), 72°C per(Bstensione) e quindi,
un’estensione finale a 72°C per Bprodotti d’amplificazione sono stati visualizzati un
gel d’agarosio all'1% colorati con una soluziondrbhmuro d’etidio 1mg/ml. Invitrogen
1Kb plus e stato utilizzato quale marcatore di pestecolare durante le corse

elettroforetiche.

7B. Primers D1

| ceppi risultati afferenti al gruppo degli pseudmmadi fluorescenti sulla base di
almeno uno dei due test fenotipici (API o Biologklee sono risultati positivi alla PCR
Pseudomonaspecifica, sono stati successivamente analizzetiiante PCR-RFLP della
regione 16S dell'r-DNA allo scopo di verificareamnite analisi molecolare, I'attendibilita

dei risultati ottenuti. La PCR e stata impiegaga @ttenere I'amplificazione di una regione
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di dimensioni pari a 1550 bp, altamente conservatatti i batteri Gram-, utilizzando gli
inneschi D1 designati da Weisbueg. al 1991. L'amplificazione é stata ottenuta in un

volume finale di 50 |, utilizzando la miscela di reazione con la sege@omposizione:

Reagenti Concentrazione finale
PCR Buffer (10X) 1X
MgCl, (15 mV) 1.5mM
dNTPs (10 mM) 20M ciascun nucleotide
rD1 (10 mV) 0.1M
fD1 (10 mV) 0.1 M
Taq polimerase GUM) 25U
ddHO Giungere a \olume

Tab. 2.8 Miscela di reazione con primer D1.

| cicli termici secondo cui si € svolta la reazidmmno previsto un’iniziale
denaturazione del DNA a 95°C per 8eguita dalla ripetizione di 35 cicli a 94°C per
1 (denaturazione), 55°C per (&ppaiamento), 72°C per (Bstensione) e quindi,
un’estensione finale a 72°C pe(1%). Il profilo termico é stato affinato aumentand
la temperatura d’appaiamento a 60°C al fine di aggein condizioni di maggiore
stringenza. Le amplificazioni sono state compiutdizaando I'apparecchiatura
MASTERCYCLER personal della Eppendorf.

| risultati sono stati visualizzati tramite cordat&oforetica orizzontale su gel
d’agarosio all’1.5% (wt/vol.) addizionato con ur@uzione d’etidio bromuro 1 mg/l.
Per ogni pozzetto sono stati caricatil®’amplificato. Il marker utilizzato e stato il 1
Kb Plus (Invitrogen). La corsa é stata eseguit@ adt per 45 minuti e il gel é stato
immediatamente fotografato, esponendolo ad unaestegli raggi UV, su Polaroid
tipo 665.

Dieci microlitri degli amplificati corrispondentialla dimensione della

sequenza di 1550 bp sono stati digeriti, per unioran volume finale di 251 in un
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bagnetto termostatato a 37°C. Per la digestion® state utilizzate 5 U delle

endonucleasi considerati piu discriminanti nell'amklel generdPseudomonag¢lLa

guerreet al,1994). Gli enzimi impiegati sono stafilu I, Hae lll, Hinf | Msel ed

Rsal. | frammenti di restrizione sono stati sepaméidiante elettroforesi orizzontale

a 80 v per 3 ore e fotografati. Per la determinazidelle dimensioni dei frammenti &
stato usato il marker 123 bp (Invitrogen).

| diversi profili di restrizione sono stati confriati visivamente con quelli ottenuti dai
ceppi di riferimento per un’accurata determinaziodella specie e/o biovar di

Pseudomonas.

7C. Primers Pphz

Gli inneschi contraddistinti con I'acronimo Pphascstati disegnati per subclonare
diverse regioni del potenziale promotore delloperalelle fenazine. Gli inneschi Pphz
F1R1 e F1R2 sono stati disegnati utilizzando ibsie dell’Invitrogen ed il loro uso ha
permesso l'ottenimento dell’amplificazione di dueamimenti di 356 e 245 bp
rispettivamente.

L’amplificazione dei suddetti prodotti di amplificimne e stata ottenuta utilizzando
la miscela di reazione ed i profili di termici ripati nella seguente tabella (Tab. 2.9):

Reagenti | Concentrazione finale] Cicli PCR
PCR Buffer (10X) 1X Denaturazione iniziale 94°C 4 min
MgCl, (15 mM) 1.5mM
dNTPs (10 mM) 0.2mM Denaturazione 94°C 30 sec
PphzF1 (10 mM) 0.2 mM
PphzR1 (10 mM) 0.2mM Appaiamento e allungamento  72°@irl
Taq Polymerase (5U/ml) 15U
ddH,0 Allungamento finale 72°C 5 min
Reagenti | Concentrazione finalg Cicli PCR
PCR Buffer (10X) 1X Denaturazione iniziale 94°C 4 min
MgCl, (15 mM) 1.5mM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM Denaturazione 94°C 30 sec
PphzF1 (10 mM) 0.2mM
PphzR2 (10 mM) 0.2mM Appaiamento e allungamento  72°@irnl
Taq Polymerase (5U/ml) 15U
ddH,0 Allungamento finale 72°C 5 min

Tab. 2.9 Miscela di reazione e profili termici utilzzati con le combinazioni di primers
PphzF1/R1 e PphzF1/R2
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| passaggi di denaturazione, di appaiamento etdns®ne sono stati ripetuti per
trenta volte. Date le temperature di fusione deipitimers utilizzati, i cicli di annealing ed
estensione sono stati accorpati in una unica edpasia 72°C in entrambe le reazioni di
amplificazione. Tutte le PCR sono state effettuailéezzando I'apparecchiatura Eppendorf
Mastercycler Gradient Thermocycler.

Tre microlitri dei prodotti di amplificazione sorstati caricati e lasciati migrare su
gel di agarosio all'1.3%, onde verificare la dimieng dei prodotti; in seguito i prodotti di
amplificazioni sono stati eluiti e purificati daklgutilizzando il Quiagen’s QIAQuick Gel
Ectraction Kit, eseguendo i passaggi indicati daiésa produttrice. || DNA ottenuto
dall’eluizione e stato digerito con gli enzifgcoRI/BamHIper poter trasferire i diversi
frammenti di DNA nei sitEcoRI/BamHIdel plasmide reporter pKT2-lacZ.

Le coppie di primers Pphz F2R1 e F3R2 sono stategdate usando il website
della Invitrogen, ed il loro uso ha permesso lafigdzione di due frammenti
rispettivamente di 184 e 164 bp. La miscela diimaz ed i cicli termici, riportati nella
tabella seguente (Tab. 2.10), hanno consentitéetiohento delle amplificazioni delle

regioni desiderate:

Reagenti | Concentrazione finale Cicli PCR
PCR Buffer (10X) 1X Denaturazione iniziale 94°C 4 min
MgCl, (15 mM) 1.5mM
dNTPs (10 mM) 0.2mM Denaturazione 94°C 30 sec
PphzF1 (10 mM) 0.2mM Appaiamento 66°C 1 min
PphzR2 (10 mM) 0.2mM Allungamento 72°C 2 min
Taq Polymerase (5U/ml) 15U
ddH,0 Allungamento finale 72°C 5 min

Tab. 2.10Miscela di reazione e cicli utilizzati con le copgi di primer PphzF2/R1 e
PphzF3/R1

7D. Inneschi lexA e psrA

Le coppie di primers psrA e lexA presentavano teadpee di fusione simili,
pertanto e stato possibile effettuare reazionindpldicazioni aventi le stesse miscele di
reazione e gli stessi profili termici (Tab. 2.1Tutte le reazioni di amplificazioni sono
state effettuate utilizzando il termociclatore BEpgef Mastercycler Gradient

Thermocycler.
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Reagenti | Concentrazione finalegj Cicli PCR
PCR Buffer (10X) 1X Denaturazione iniziale 94°C 4 min
MgCl, (15 mM) 1.5 mM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM Denaturazione 94°C 30 sec
Primer forward (10 mM) 0.2 mM Appaiamento 66°C 1 min
Primer reverse (10 mM) 0.2 mM Allungamento 72°C 1 min
Taq Polymerase (5U/ml) 15U
ddH,0 Allungamento finale 72°C 5 min

Tab. 2.11 Miscela di reazione utilizzata con i prirar lexA e psrA.

| prodotti di amplificazione (848bp per psrA e 1000 per lexA) sono stati
visualizzati su gel di agarosio allo 0.7%. Le basdno state eluite e purificate utilizzando
il Quiagen’s QIAQuick Gel Ectraction Kit, ed il DNé stato successivamente digerito
con gli enzimi EcoRIl/BamHI onde permettere il trasferimento di tali prododfi

amplificazione nei vettori pPR510 e pLAFR3 digerdn gli stessi enzimi di restrizione.

8. Sequenziamento ed analisi del DNA

Tutti | prodotti di amplificazione riportati nei pgrafi 7.C e 7.D e tutti | frammenti
di DNA derivanti dall’analisi di una regione genaraidiP. aureofacien80-84 sono stati
inviati al DNA Sequencing Facility dell’Universitgf Arizona (Tucson, AZ) dove sono
stati sequenziati mediante 'uso dell’Applied Biesgms 777 Automated DNA Sequencer.
| risultati dei diversi sequenziamenti svolti satati elaborati attraverso I'uso del software
di pubblico accessdttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/NCBI nucleotide-nucleotide
BLAST

9. Saggio della B-galattosidasi

1. Insemenzare il ceppo da saggiare in 3 ml di LB Addato dell’antibiotico
specifico e lasciare in agitazione per 16-18 a28°C.

Rilevare il valore della OD620 della coltura battar

Prelevare 5001 della coltura batterica e riportare in un nuowbd di vetro.

Aggiungere 5001 della soluzione Z (Tab.2.4).

a kb w0 N

Aggiungere 2 gocce di cloroformio per ogni tubojtaig@ su vortex e lasciare

decantare per 5 minuti a temperatura ambiente.
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6. Aggiungere 200M di ONPG (4mg/ml) e annotare il tempo di inizielld reazione.

7. Aggiungere 500m di una soluzione 1 M di N&O; nel momento in cui si
raggiunge il punto di viraggio (la soluzione padsaun colore bianco ad un giallo
intenso).

8. Agitare su vortex per 10 secondi e rilevare il temp cui € stato aggiunto un
volume di una soluzione 1 M di carbonato di sodio.

9. Rilevare i valori di OD415 ed OD540.

10.Calcolare il valore delle unita di B-galottosid@sodotte, utilizzando la seguente

formula.
1000 x [(OD415-1.75 x OD540)}V x OD620)]

in cui t indica il periodo di tempo che va dall'aggiuntall@esoluzione Z
all'aggiunta del volume della soluzione 1 M di &3, mentre V indica il volume

della coltura batterica utilizzata durante il saggi

10. Saggio GUS

| saggi per valutare lattivita del gene repori@dA sono stati
effettuati utilizzando un protocollo derivante daauriformulazione della

procedura messa a punto da Gallagher et al, (1592

1. Per quanto concerne i ceppi mutanti e lo stess@acepild type diP.
aureofaciens30-84, inoculare 3ml di LB addizionato con anttlmo per
permettere il mantenimento del plasmide reportéaseiare in agitazione per
16-18 ore a 28°C.

2. Inoculare 3ml di LB addizionato con antibiotico c@® m della coltura
batterica

3. Incubare a 28°C finché la sospensione battericaraggiunga una densita pari
ad un valore OD620 che si attesti tra lo 0.4 e%o O

4. Durante la crescita batterica & opportuno preparargibo di vetro contenente
800m del Gus Assay Buffer ed un tubo di vetro contéee00m di Gus Stop

Solution per ogni campione saggiato.
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5. Trasferire 1.5 ml della coltura batterica in tulpipendorf sterili da 2 ml e
centrifugare per un minuto alla massima velocitpiedi raccogliere le cellule.
Eliminare immediatamente il surnatante.

6. Risospendere le cellule in 1 ml di LB con l'antitiw@ e centrifugare di nuovo
per un minuto a 13000 rpm. Ripetere due volte queassaggio.

7. Valutare 'OD620. Le cellule possono essere corsera —70°C se non sono
immediatamente saggiate.

8. Riscaldare i tubi contenenti il Gus Assay Bufferuim bagnetto termostatato a
37°C.

9. Rendere permeabili le cellule contenute nel tubpeapdorf aggiungendo due
gocce di cloroformio ed agitare immediatamente@tex per 10 secondi.

10. Aggiungere un volume di 20 della sospensione batterica ai tubi contenenti il
Gus Assay Buffer, ed agitare su vortex per pochoseéi. Riporre i tubi nel
bagnetto termostatato a 37°C.

11.Rimuovere 100 della reazione ed aggiungerlo ai tubi conten&00 ni di
Gus Stop Solution nel momento in cui il Gus Assayff& assume una
colorazione giallo intenso.

12. Misurare il valore OD405 e calcolare I'attivitaugbronidasica, altrimenti detta

GUS, utilizzando la seguente formula:

GUS activity= OD405/ (OD620) (V)X (0.02)

Il valore t indica il periodo di tempo intercorso tra i paggat0Q ed 11, mentre il

valore V indica il volume della coltura battericdilimzata per valutare [Iattivita

glucoronidasica.

11. Estrazione delle fenazine

Le estrazioni delle fenazine sono state esegugeeselo i passaggi descritti da

Pierson et al (1992):

1.

Insemenzare 10 ml di substrato liquido (LB, M9 dviE® con il ceppo da saggiare
e lasciare in agitazione per 16-18 ore.

Riportare la coltura batterica in un falcon da S0ensentrifugare per 10 minuti ad
una velocita di 10.000 rpm a temperatura ambiente

Aggiungere 2 gocce di una soluzione 12N HCI edaagibrevemente su vortex
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4. Aggiungere un volume di 10 ml di benzene

5. Lasciare in agitazione a temperatura ambiente perafe ad una velocita di 50
rpm.

Centrifugare per 5 minuti ad una velocita di 500 ra temperatura ambiente
Trasferire il supernatante in tubi di polipropilene

Lasciare evaporare a temperatura ambiente sotfacapmica (24-48h)

© © N o

Aggiungere 1 ml di 0.1N NaOH e risospendere il jmiéato

10. Lasciare in agitazione per 20 minuti a temperatumbdiente

11. Misurare il valore OD367 come indice della produsdotale di fenazine

12.Lo spettro UV-visibile deve essere valutato attrage'wavelength scanning” per
verificare | valori raggiunti a 367 e 484 nm, rigp@amente, valori indicativi degli

anelli caratterizzanti le fenazine e del gruppsidrie della 2-idrossifenazina

(20HPCA).

12. Prove di antagonisman vitro

Trenta isolati afferenti al gruppo degli pseudontrsono stati saggiati per
verificarne lattivitd di antibiosin vitro nei confronti di alcuni funghi fitopatogeni
terricoli, quali Phytium ultimum Rhizoctonia solani Fusarium oxysporunf. s.
lycopersicj e contraBotrytis cinereapatogeno ubiquitario e altamente polifago.

Cento | di una sospensione batterica con concentrazianiea8x18 cfu/ml
sSono stati insemenzati in piastre contenenti ilsgalo agarizzato PDA e sono state
incubate per 24 ore a 28°C. Al termine di questgope, sulla stessa piastra Petri,
sono stati adagiati dei dischetti di agar, di b di diametro, prelevati al margine
delle colonie fungine allevate su PDA. Sokusarium, che ha un indice di
accrescimento in piastra piu ridotto rispetto adfiii miceti, & stato insemenzato in
piastra contemporaneamente ai batteri. La provate seplicata 3 volte, saggiando 2
isolati batterici per ogni piastra. Gli aloni dibizione di accrescimento del micelio

fungino sono stati visualizzati dopo 2-3 giorni.

13. Produzione di siderofori

Per evidenziare in maniera piu netta I'effetto agtiroduzione di queste

molecole, sono stati utilizzati 2 diversi protocoll
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13.a Protocollo A

| substrati utilizzati sono stati il King’s B adtbhnato o meno con Fe£l10 mM.
Per ciascuna piastra sono stati saggiati 4 isbédterici insemenzati in modo da ottenere
delle macrocolonie. Sul substrato King's B, la canga di un alone fluorescente intorno
alle macrocolonie, evidenziabile ai raggi UV, iralia la produzione di siderofori.

Poiché i siderofori sono prodotti in carenza diiiBe**, I'assenza di fluorescenza
sul substrato addizionato con FgQonferma la sintesi di questo tipo do sostanzpanite
degli isolati batterici. Come controllo positivo stato utilizzato il ceppo LMG 5916,

Pseudomonas fluoresceb®mvar I.

13.b Protocollo B

Si e ritenuto opportuno verificare i risultati ottei applicando protocollo
precedente avvalendosi anche di una seconda tedsitzacomunemente del doppio
strato. | substrati utilizzati sono stati gli siedsscritti per il protocollo A. Sono state
preparate delle sospensioni batteriche a concéomei 1x168 cfu/ml e, per ogni
isolato, sono stati insemenzati 50 in modo da ottenere delle macrocolonie. Le
capsule Petri sono state poste ad incubare pereZd 23°C.

Trascorso questo periodo di incubazione, le matooee sono state
devitalizzate utilizzando dischetti di carta bibusabevuti di cloroformio, adagiati
nel coperchio della piastra. Esse sono state chasmvolte e, dopo un’ora, sono
state aperte e lasciate arieggiare, per circa hdtmsotto cappa a flusso laminare.

Ceppi di Erwinia carotovora subsp. carotovora, Rhodococcus fascians
Xantomonas campestresl Agrobacterium tumefaciensono stati allevati, per 48 ore
a 28°C, in tubi contenenti LB (Liquid Broth). Leltge sono state miscelate con 4
ml di tampone fosfato all’1%, agarizzato, precedsrgnte disciolto, e versate sulle
piastre contenenti gli isolati, devitalizzati Bseudomonasda saggiare. Il secondo
strato di agar € stato lasciato solidificare e sssivamente le capsule sono state
incubate per 24-48 ore a 28°C e osservate.

Gli isolati produttori di siderofori evidenziavaria formazione di aloni di

inibizione nei confronti delle diverse specie battee fitopatogene saggiate.
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14. Attivita chitinolitica

La chitina & una dei componenti fondamentali dpdeete cellulare fungina;
uno dei meccanismi di antibiosi messo in atto ddtdsi antagonisti consiste nella
degradazione della chitina per opera di enzimcilipecifici, quali le chitinasi.
Quattro isolati batterici per piastra sono staiisstati su capsule Petri contenenti il
substrato agarizzato MM (Minimal Medium) addiziamaton chitina purificata, in
modo da formare delle macrocolonie. Le piastre siate poste ad incubare a 28°C
per 24 ore.

L’'MM e un substrato salino per cui gli isolati prdtbri di chitinasi erano in
grado di utilizzare la chitina come fonte nutritiddavvenuta degradazione e stata
visualizzata con la formazione di un alone di dfiGazione del substrato,
normalmente di colore bianco opaco, intorno allachmeolonia. Un ceppo di
Serratia marcesceng uno diBacillus cereusproduttori di chitinasi sono stati

utilizzati come controlli positivi.

15. Produzione di acido cianidrico ed attivita pasica.

L’attivita proteasica e stata valutata medianteoliulazione di piastre di Skim Milk
agar con 100m di una sospensione batterica di densita pari #01xfu/ml ed una
successiva incubazione a 28°C per 24-48 Breaureofaciens30-84 wild type e stato
utilizzato come controllo positivo mentre il ceppautante P. aureofaciens30-84 W,
mancante della proteina GacA funzionale ed incapaale produrre proteasi, e stato
utilizzato quale controllo negativo.

L’indicatore Cyantesmo cyanide prodotto dalla MaegeNagel (Germania) é stato
utilizzato per poter valutare la produzione di acidanidrico. Striscie di 8 cm del
sopracitato indicatore € stato fissato all'intedsdle piastre Petri inoculate con i batteri da
testare. La valutazione della produzione di HCNataseffettuata mediante la valutazione
del viraggio di colore dell'indicatore da verdeatu a blu intenso, dopo una incubazione a
28° overnight.
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16. Prove di antagonisman vivo

Sono stati saggiati in prove di biocontrollo “invei gli isolati MIPAF 9
(Enterobacter aerogengs MIPAF 26 Pseudomonas fluorescénshe sono risultati
tra gli antagonisti piu attivin vitro. Nelle prove e stato incluso anche per il ceppo
MIPAF 13, un batterio Gram positivo, ossidasi negat con morfologia delle
colonie tipica del generdacillus, identificato al BIOLOG test comdacillus
mycoides.| batteri prescelti sono stati testati conffasarium oxysporunt. sp.
lycopersici su piantine di circa 2 settimane dliycopersicon esculentunav.
Marmande e contr&Rhizoctonia solansu piantine di circa 1 mese Hiicotiana
tabacumvar. Barley. Le piantine sono state batterizzagzliante annaffiatura con
sospensioni batteriche di 1X1Gcfu/ml, dopo una settimana si & proceduto
all'inoculazione con le sospensioni dei patogenil(® frammenti di ife/ml). Gli
antagonisti sono stati impiegati da soli o asspa@i#lb scopo di individuare eventuali
combinazioni sinergiche, secondo lo schema seguente

1) P=P. fluorescendlipaf 26

2) B=B. cereudMipaf 13

3) E=E. aerogeneMipaf 18

4) P+B

5) P+E

6) E+B

7) P+B+E

8) Pt non batterizzate

9) Batterio non antagonist& ( coli)
La prova €& stata condotta secondo uno schema a&odbl@ndomizzato con tre
replicazioni. | rilievi sono stati effettuati dueoite: il primo a distanza di 7 e |l

secondo a distanza di 15 giorni dall’inoculazioeemhtogeni.
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Capitolo Il

Risultati-Parte |

1. ldentificazione degli isolati batterici

Gli isolamenti effettuati da diverse matrici hancensentito di

ottenere una

collezione di 112 isolati batterici. Nella tabel®1.1 e riportato il numero

complessivo di isolati ottenuto da ciascun tipcanpione.

Campione d'origine Luogo  N°lIsolati
carpoforo ¢ Alnicola solecine Napoli 9
carpoforo diAuricularia auricularia Napoli 1C
rizosfera ¢ Brassica rap subspsylvestris Napoli 14
rizosfera di Rosmarinus officinal Napoli 13
rizosfera d Lycopersicon esculenti Napoli 3
Suolo indisturbato Salerno 21
rizosfera diPhaseolus vulgaris Salerno 22
rizosfera d Nicotiana tabacun Benevent 15
Paglia Salerno 1
Anticrittogamico biologico commerciale Napoli 4
Totale 112

Tab. 3.1.1. Origine e ripartizione degli isolattteaci

| caratteri morfologici delle colonie sono statsesvati e regist

dei gruppi in cui tali parametri potessero esseresitlerati omogenei.

riportati in tabella 3.1.2.

rati cosi da costituire

| risultati sono

| Nurrero di isolati Foma Corsisterza Colore

2 Cdlonie drcolari, a margine intero, Mucose Bianco perfa

legpermrente rileve
3 Cdlonie imegolari, anargne  Conrpatta. Le cdlonie di alcuni giomi passono Bianco
\ariarrente frastagjiato, pi fomrare pellicole opac
1) Colonie drcdlari, a margine intero, Conrpatta Variabile dal bianco, al padiiering,
trasparenti, piat allarancione, al bl
2 Cdlonie drcolari, a margine intero, Mucose Rosso rubino
rilevete

Tab. 3.1.2 Descrizione delle colonie isolate
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| 75 isolati del terzo gruppo, che sono risultatirfologicamente assimilabili al
gruppo degli pseudomonadi, sono stati successiviensettoposti al test del KOH (test

sostitutivo della reazione di Gram) e a quelld’dssidasi ( Tab. 3.1.3):

KOH e test dell'ossidasi
Isolati batterici Quantita
Gram +/ Ossidasi + 3
Gram -/Ossidasi - 6
Gram +/ Ossidasi - 6
Gram -/Ossidasi + 60
Totale 75

Tab. 3.1.3 Suddivisione degli isolati in gruppbiase ai risultati ottenuti dal
test dell'ossidasi e del KOH

Un gruppo rappresentativo di 30 isolati dei 60 omrfologiaPseudomonas
simile, Gram negativi e ossidasi positivi sonoisteglti e saggiati ai test APl 20 NE
e BIOLOG per lidentificazione. Inoltre una collaane tassonomica € stata
attribuita anche facendo ricorso ai test classmortati nel “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” ( 1995). | risultatitetuti con i tre metodi sono messi a
confronto nella tabella 3.1. 4.

Il profilo biochimico, ottenuto dall’analisi APl 20NE, e quello
d’assimilazione, registrato con il sistema BIOLOBNo stati elaborati in modo da
permettere un confronto delle differenze tra i noslati. E' possibile, infatti,
esprimere numericamente le distanze tassonomiahglitorganismi basandosi sul
numero di caratteri comuni rispetto al totale deatteri esaminati.

Il coefficiente di similarita, che tiene conto sodelle coppie positive di
caratteri dei due organismi e non di quelle negatévfondamentale per questo tipo

d’analisi. Esso e calcolato nel seguente modo:
S=ala+b+c

dove
a= numero di caratteri positivi per entrambi i ceppi
b= numero di caratteri positivi nel ceppo 1 e nagaiel ceppo 2

c= numero di caratteri positivi nel ceppo 2 e nagaiel ceppo 1
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Sigla Isolato] BIOLOG API20NE | Bergey's Manual
AF1 Pseudomonas fluorescebi' A P. fluorescend? P. fluorescens |
MIPAF 9 Pseudomonagroup I P. fluorescens llI P. fluorescens lIl
MIPAF 17 Pseudomonas fluoresceb® G P. fluorescens | P. fluorescens |
MIPAF 19 Pseudomonas fluoresceho G P. fluorescens | P. fluorescens llI
MIPAF 20 Pseudomonas tolaasii P. fluorescens | P. fluorestens
MIPAF 22 Pseudomonas putida P. fluorescens | P. fluorescens
MIPAF 24 Pseudomonas fluoresceho G P. fluorescens | P. fluorescens |
MIPAF 26 Pseudomonas fluoresceb F P. fluorescens | P. fluorescens |
MIPAF 45 Pseudomonas fluorescebs F P. fluorescens | P. fluorescens |l

MIPAF 49 Pseudomonas tolaasii No ID P. fluorescens Il
MIPAF 50 Pseudomonas tolaasii P. fluorescens | P. fluorestiens
MIPAF 51 Pseudomonas tolaasii No ID P. fluorescens Il
MIPAF 52 Pseudomonas tolaasii No ID P. fluorescens Il
MIPAF 54 Pseudomonas tolaasii No ID P. fluorescens Il
MIPAF 62 Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosg
MIPAF 71 Pseudomonas aureofaciens No ID P. aureofaciens
MIPAF 72 Pseudomonas aeruginosa P. aeruginosa P. aeruginosg
MIPAF 73 Pseudomonas aureofaciens No ID P. aureofaciens
MIPAF 80 Pseudomonas fluorescebs F P. fluorescens | P. fluorescens V
MIPAF 88 Pseudomonas fulva No ID P. fulva

MIPAF 109 Pseudomonas fluorescens No ID P. fluorescens V
MIPAF 114 Pseudomonas synxantha P. fluorescens | P. fluorescens
MIPAF 115 Pseudomonas viridilivida P. testosteroni P. putida
MIPAF 116 Pseudomonas fluorescens P. fluorescens | P. fluoredce
MIPAF 117 Pseudomonas fluoresceho G No ID P. fluorescens |
MIPAF 118 Pseudomonas fluorescens P. fluorescens | P. fluaredce
MIPAF 119 Pseudomonas tolaasii P. fluorescens | P. fluoresbéns
MIPAF 120 Pseudomonas fluorescens P. fluorescens | P. fluaredbe
MIPAF 121 Pseudomonas fluorescebm A P. fluorescens | P. fluorescens IV
MIPAF 122 Pseudomonas synxantha P. fluorescens | P. fluore$dens
LMG 5916 Pseudomonas fluoresceho A P. fluorescens | P. fluorescens |
LMG 14674  Pseudomonas fluorescebs C P. fluorescens | P. fluorescens llI
LMG 5833 Pseudomonas fluorescens P. fluorescens | P. fluaredve
LMG 14681 Pseudomonas putida bio B P. putida | P. putida
LMG 2352 Pseudomonas viridiflava No ID P. viridiflava

LMG 2339 Pseudomonas tolaasii No ID P. tolaasii

!

Tab. 3.1.4 Identificazione delle diverse speciéoedr batteriche per mezzo dei test biochimicisefogici.
'=pio indica biotipo?=i numeri romani indicano la biovar.
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Per eseguire questo tipo d'analisi &€ stato utitzz& programma Syntax.
L’analisi & stata condotta su matrici binarie ctemeenti caratteristici 1 e 0. Nel caso
dell’API 20 NE, il valore O é stato attribuito ad esito negativo della reazione e 1
nel caso di reazione positiva. Il confronto trasultati & stato visualizzato su un

dendrogramma. (Figura 3.1.1)
m m m m

e b W I+
| | | |
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i :I—'_
P.f. bio Il
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M51No id|
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Fig. 3.1.1 Raggruppamenti degli isolati in bas&alilisi statistica dei dati fornita dal test AF) RIE. |
ceppi di riferimento sono indicati in rosso. In tdono riportate le identificazioni ottenute cosigtema:
P.f.1=P. fluorescendiovar I; P.test=P.alcaligenes/testostergi.aeru.P. aeruginosgNo id= Batterio
non identificato.
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| raggruppamenti evidenziati da questo tipo diighpermettono di formulare una

serie di considerazioni:

Il sistema API 20 NE é preciso nell'identificaziodelle specie.

I metodo non permette di distinguere tra le dieebsovar o biotipi diP.

fluorescens

E’ un sistema molto rapido, relativamente economi&odi semplice

attuazione.

Nel caso del metodo BIOLOG, la matrice binariaadsselaborata sulla base della

lettura di 2 piastre per ogni ceppo batterico sdodhseguente schema:

Lettura 1 Lettura 2
+ +
+ +/-
+/- +/-
Lettura 1 Lettura 2
- +/-
- +

La lettura risultante & stata ritenuta positivg e
nella matrice le & stato attribuito il valore 1.

La lettura risultante é stata ritenuta negativa e
nella matrice le & stato attribuito il valore (

Il dendrogramma ottenuto con questa seconda matritseguente (Figura _

3.1.2):

[ L
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P. tolasii-M20 :
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I

P. f.bio FM45
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P. viridil.-M 115,

| |7

Fig 3.1.2Raggruppamenti degli isolati in base aHlgsi statistica dei dati forniti dal metodo BIOBO
| ceppi di riferimento sono indicati in rosso.
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| risultati, che possono essere letti con una ceiffecolta sul dendrogramma
precedente, permettono di considerare che:

| batteri non sono stati separati in cluster divierfase alla specie o alla biovar e

quindi I'analisi numerica, in questo caso, non giado di fornire indicazioni

sull’'afferenza dei ceppi dPseudomonaslella nostra collezione a determinate

specie o biovar.

La nomenclatura utilizzata dal metodo BIOLOG per gkuppo degli

pseudomonadi fluorescenti non & univoca in quaataiferimento a diversi

sistemi tassonomici.

Tale sistema, in confronto al metodo API 20 NE,i# gostoso e richiede una

maggiore esperienza nella lettura dei risultati.

Esso & comunque un metodo molto rapido e di seepfiecuzione.

Oltre ai metodi biochimici e fisiologici & stataropiuta I'analisi della
regione DNA codificante per la subunita 16S riboatemallo scopo di ottenere una
piu precisa collocazione tassonomica delle spetiesame. La lettura dei diversi
profili di restrizione (Foto 3.1.2) ha permessadmpilare una matrice con elementi
caratteristici 1 e 0, in base alla presenza o assdnun determinato frammento di

restrizione.

Foto 3.1.2 Profilo di restrizione ottenuto digerendgh frammento della regione 16-NA con gli
enzimiAlu | (gruppo di sinistra) e Rsa | (gruppo di destiaP. fluorescendiovar 1; 2. fluorescens
biovar IlI; 3=P.fluorescenshiovar V; 4-P. putidg 5=P. viridiflava; 6=P. tolaasii 7=M109; 8=M80

NA_nAAr
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Il dendrogramma riportato nella figura 3.1.3 é ctattenuto mediante
I'elaborazione dei risultati della PCR-RFLP con software Syntax. Tale
dendrogramma in generale conferma i raggrupparnegitenziati con il metodo API
20 NE. Alcune divergenze sono inevitabili consitierche nell’analisi dei frammenti
di restrizione il numero di variabili consideraterénore di quelle analizzate con il
test APl 20 NE.

P. pulich
PfHVI2
PfHVI4
PfHVI7
NDicHVLL7

PtesML15
P. fluorescens bv
M florescensbv |
PfHVBL
PfHVER2
PfM114
P.fHVI119
P.fIML2D
Pf V121
Pfl-M122
PfIML18
Pfl-ML16
P. fHv&HA4
P.fI-M0

P.f.I-M49

P.f.I-M45

PfI-AfL

P. fuorescens byl

P.fHMO
Pf.1-M26
Pf.1-ML9
PfNMBO
P.fl14V®
P. vrdifava
NoicHMLO9
No iGive3
NoidM71
Noid M73
P.aer-MR2
P.aeu.- M2
P. tdassii

Figura 3.1.3: raggruppamenti degli isolati in balkanalisi statistica dei dati forniti dai profidi restrizione
| ceppi di riferimento sono indicati in rosso. Renfronto sono state inserite le identificazionnite dal
sistema API 20 NE, indicate in blu:P.fB=fluorescen®iovar I;
P.test.®.alcaligenes/testostergRi.aeru.®. aeruginosaNo id= Batterio non identificato
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Tutti i 30 isolati analizzati sono inoltre risultagbsitivi alla PCR specifica per
il generePseudomonag questo ci ha permesso di attribuire con certézitagli

isolati al gruppo dell®seudomona%sensu stricto” (Foto3. 1.3).

Foto3.1.3 :Prodotto di amplificazione ottenuto iggito a PCR dellintero
DNA genomico di alcuni ceppi considerati. 1=Mipd&; £2=Mipaf 49; 3=Mipaf
50; 4=Mipaf 51;5=Mipaf 52; 6=Mipaf ¢

2. Risultati saggin vitro

Trenta ceppi, rappresentativi del gruppo degli agsobkfferenti al genere
Pseudomonassono stati saggiaiin vitro per verificarne l'attivita di antibiosi nei
confronti di 4 funghi fitopatogeniBotrytis cinerea, Fusarium oxysporum sp.
lycopersici, , Rhizoctonia solani, Pythium ultimuhsaggi sono stati replicati tre
volte per ogni isolato e per ogni fungo.

L’attivita & stata espressa in funzione del nunasite replicazioni nelle quali il
batterio ha dimostrato attivita antagonistica (Tak5 ). Quando sono stati utilizzati come
antagonisti i ceppi d?’seudomonas aeruginos@seudomonas aureofaciemsniceti
hanno presentato accrescimento pionnotico, osaraaproduzione di micelio aereo

associato a collasso delle ife e perdita dellaradpigmentazione.
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Foto 3.1.4 Antibiosi dei ceppi saggiati in piastoatro il fungo fitopatogenBythium ultimum
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Ceppo Batterico | Botrytis | Fusarium | Rhizoctonia | Pythium
Mipaf 9 +--
Mipaf 17
Mipaf 19 +++ o+
Mipaf 20 +--
Mipaf 22 ++- - ++- —_—
Mipaf 24 +++ — +4- —
Mipaf 26 ++- 4+
Mipaf 45
Mipaf 49
Mipaf 50
Mipaf 51
Mipaf 52
Mipaf 54
Mipaf 62 +++ +++ +++ 4+
Mipaf 71 +++ +++ +4++ +4+
Mipaf 72 +++ +++ +++ 4+
Mipaf 73 +++ +++ +4++ +4+
Mipaf 80 --- +++ - +++
Mipaf 88 +++
Mipaf 109
Mipaf 114 --- ++- +4-
Mipaf 115 --- ++- - 4om
Mipaf 116 --- ++- +4-
Mipaf 117 --- ++- - +4-
Mipaf 118 --- ++- +--
Mipaf 119 --- +++ - +4-
Mipaf 120 --- +++ - +++
Mipaf 121 --- +++ -—- +++
Mipaf 122 --- +++ - +++
AF1 +++ - +++ —

Tab. 3.1.5:Attivitd mostrata dai diversi ceppi nenfronti dei 4 funghi fitopatogeni testdtsegni
positivi 0 negativi indicano la presenza o assetedkn formazione di alone di inibizione. Piu sepaositivi
0 negativi indicano quante ripetizioni sul totanho fatto registrare lo stesso risultato.




Soltanto 23 dei 30 ceppi testati vitro si sono mostrati attivi nei confronti
dei funghi saggiati. Sette ceppi non hanno intédeninimamente con la crescita dei
miceti, mentre otto hanno mostrato scarsa attiviaconfronti di uno o due funghi.
Sono stati scelti, quindi, i rimanenti 15 ceppi p=eguire studi su alcuni dei
metaboliti da essi prodotti e coinvolti nell’atti&i di inibizione. La produzione di
fluorescenza su King’s B (Protocollo A) e indicdl'éffettiva produzione di queste
molecole trasportatrici degli ioni ferro e taleufiato € ulteriormente confermato
quando l'alone fluorescente non risulti evidenzmtsu King's B addizionato con
FeCb.

Nel caso del protocollo B (Materiali e Metodi p&b) invece linibizione
della crescita del batterio contenuto nel doppratstdi agar e indicativo della
produzione di siderofori soltanto se esso si fonrmeondizioni di mancanza di ferro
(King’s B). L'assenza del detto alone, sul mezzads B addizionato con il ferro,
conferma che I'attivita di antibiosi & da imputaiéa produzione dei siderofori. Nel
nostro caso la formazione di aloni di inibizionecla® sul substrato arricchito con
ferro ci permette di ipotizzare che i ceppi esamnipppducano anche altre sostanze
inibitrici della crescita, probabilmente antibiotic

Foto 3.1.9-ormazione di aloni di inibizione nei confrontiRhodococcus fasciamsputabili alla
produzione di siderofori da parte dei ceppi téstat
Nessuno dei ceppi saggiati ha evidenziato prodez@rchitinasi, in quanto

nessuno di essi e riuscito a degradare la chibngeauta nel “Minimal Medium”.
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3. Risultati delle provén vivo

L’attivita antagonista mostrata dai ceppi battepii reattiviin vitro e stata

valutata anche con una prova di antagonigmdvo. Soltanto un rappresentante del

gruppo dei batteri caratterizzati &€ stato saggiatmnfrontato con altri isolati della
collezione raccolta durante questo studio, ma rifaremti al generd>’seudomonas
In particolare sono stati selezionati i ceacillus spp Mipaf 13, Enterobacter

aerogenesMipaf 18 e Pseudomonas fluorescemdipaf 26 (Materiali e Metodi

par.16). | risultati di tali prove sono riportati tabella 3.1.6

R.solani F. 0. lycopersici
Trattamento| %* Trattamento %*

B 13.1a P+B 29.1a
P+B 12.0a F. o. lycopersici  27.7ab
E. coli 12.0a P+E 16.6abc
R.solani 10.9a E. coli 12.0abc
P+E 8.9ab P+B+E 7.6bc
P+B+E  7.0ab E+B 7.4bc
E+B 4.7ab P 3.3c
E 4.1ab E 3.0ab
P Ob B Oc

H,O Ob H,O Oc

Tab 3.1.6 Esiti delle prove di biocontrolilo vivo. *Incidenza di malattia calcolata cor
percentuale di piante infette. | valori seguitilddere uguali non sono significativame

differenti al Test di Duncan (P=0.05)

B= Bacillus cereusMipaf 13; E=Enterobacter aerogeneslipaf 18, P=Pseudomona

fluorescendMipaf 26

| risultati dei tesin vivo contro laRhizoctonia solanindicano che l'incidenza

della malattia non e significativamente differegteando oltre al patogeno vengono

inoculati anche iBacillus, I' Enterobactey o miscele dei tre batteri.
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Capitolo Il

Risultati-Parte Il

1. Regione intergenica t@hzR-phzX

La regione localizzata frahzRe phzXé stata analizzata nel corso di questo
lavoro. Tale regione intergenica consta di circ@ B caratterizzate da diversi siti di

restrizione, come riportato nella figura 3.2.1:
EcoRV
GAATT(ATCGATAT(GCTGCACCCAGTCCTCGGGATAATTGCCATACATATA/

GGGCCGCATGAACGGAG GCTGCACATGCCGTAGCGAAAAAAATCAAACCGT

Ncol
GCGCAAGGCCCTCAACGCGACAGCCGTAAACTCC TCCATGTTCGCGCAAAG.

RBS
ACTATAAAAGTACGCATCCCATCCCAACTGCTGCCCCT E: I|I CCAGTAGGACC

PhzR ORF
AAGTTGAAAACAGGCCGTTAGACTAGACCAACCTGAACCTCTGTCAABAAGA

ACGTCATAGACGGCTT( ﬁ f?-I;AG ACTAGATTCATTGTGCCTAATCCAACTAACT.
e

AGAACATTGCAT(GGGCGATGTTAGTAAGCCATTACCGTCTCTCAGCCGACGAATGAA

= Pstl

CCGCCTCTTCACAATAATGCAACAGTTCATCCGICTFGCAGCAGCCCGCTCATGE

C
Bglll - 357 -10?

CCTAATCACI A(AGATC'GGT%}WGAAATGCAWTAAACAACA

C
+17?
CCA(TCAGCACCGCCACGCAGGAACAATAGTTAAACGCTGTTCACCCAT TCAC

RBS
TTAACTAAATATTTACTTTCAACACTM&DAACTAAGGAGW

PhzX ORF
TGCTTCGCTTTCCCCTAGCGGCTTTAATGATCACCTTGAACTT CGRAMIEAFCC

Sall BamHlI
CACGGTCGAACAGTACATGCGCACTAACGGCAAAGATCGTCEALGC |
C ATCCTAA
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L’'analisi della sequenza nucleotidica componenterdgione sopraccitata ha
permesso di identificare diverse caratteristiche phissono essere potenzialmente correlate
all'attivazione dell’operone delle fenazine. Duegiomi palindromiche sono state
identificate a monte di una probabile posizione {8 TCCA). La prima regione,
denominate “Pstl box” € centrata nel sito di resrie di Pstl
(GCGGXTGCAGCCAGCCCGC) nella posizione —93 dalla posizione €l gene
phzX mentre la seconda € centrata nel sito di taglie d Bglll
( CACTACAAGATCT GGTAGT) in posizione —60. La seconda regione, denata
“Bglll box”, presenta un elevato grado di omologitan una regione palindromica
caratterizzante alcuni promotori di geni controltl fenomeno del quorum sensing come

illustrato nella tabella seguente (Tab. 3.2.1).

Specie batterica Gene Sequenza nucleotidica
Pseudomonas aureofaciens phzl CCCTACCAGATCTTGCAGGT
Pseudomonas aeruginosa lasBACCTGCCAGTTCTGGCAGG-T
Pseudomonas fluorescens phzl CACTACAAGATCTGGTAGTT
Vibrio fischeri luxl AGCTGTAGGATGGTACAGG-T
Agrobacterium tumefaciens tral AGGGTGCA-AATC-TGCACG-T

Tab. 3.2.1 Omologia tra promotori di geni contrbltéial fenomeno del quorum sensing.

La regione nucleotidica frapposta tra due ripetiziodella sequenza

CACCCCCAAGA localizzata tra la posizione —-33 e la posizione94, presenta

un’interessante alto contenuto di purine. E dalawggre che tale regione ricca in AT non
e presente nella regione promotore del gghel in Pseudomonas aureofacie§-84,
gene anch’esso regolato dal quorum sensing, méalieregione € presente a monte

dell'operone delle fenazine nel ceppofluoresceng-79.
2. Caratterizzazione della regione intergenica.

La regione intergenica e stata introdotta nel pldenpLAF3, utilizzando diverse
combinazioni di enzimi di restrizione onde poterdewziare regionin cis che possano
svolgere un ruolo nell'attivazione dell’operondleldenazine. | differenti frammenti di

restrizione ed i plasmidi derivanti da essi soremedti nella figura 3.2.2.
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Intergenicregion ﬁ

EcoRV Pstl Sall EcoRI

*pLAF-1.2
*pLAF-0.9
*pLAF-0.3
*pLAF-550
*pLAF-660
*pLAF-PS300 E—

Fig. 3.2.2 Frammenti di restrizione derivanti daligedtione della regione intergenica frapposta tra

phzRe phzX

| diversi vettori sono stati trasferiti in transl meppo competente E. coli DH5 e
quindi di seguito, sono stati mobilizzati nel ceppporte P. aureofaciens 30-84 ZN
(phzB::lacZ) mediante il metodo del triparental imgt Successivamente sono stati
effettuati test della B-galattosidasi per evidereiéinfluenza dei frammenti della regione
intergenica su I'attivita del gene phzB.

La regione intergenica, clonata nel cosmide pLARB®mide pLAF0.9) non ha
presentato alcuna influenza negativa sulla esmnessidel gene reporter lacZ, dato
evidenziatosi anche nel caso in cui la regionetéegh gene phzR, compresa tra i siti di
restrizione EcorV / Pstl, € stata riportata in sraxel ceppo reporter P. aureofaciens 30-84
ZN.

La regione di 600 bp compresa tra i siti di regtne riconosciuti dagli enzimi Pstl
ed EcoRI ha influenzato in modo negativo I'esp@ssidi phzB:lacZ; pertanto, alla luce di
tale dato (Tab. 3.2.2), sono state effettuate iolieanalisi per evidenziare la regione
adibita ad essere il promotore dell’'operone deteatine.
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700 ~
600

500

400
300
200~
100
0 w \ \ \ ‘ ‘

3084 ZN 3084 ZN pLAF-3084 ZN pLAF-3084 ZN pLAF-3084 ZN pLAF-3084 ZN pLAF-

Unita Miller

pLAFR3 PS 300 3000.3 550 600 0.9
Trattamenti
Trattamenti | Unita Miller |Errore Standard
3084 ZN pLAFR3 570 87
3084 ZN pLAF-PS 300 225 17
3084 ZN pLAF-300 0.3 445 20
3084 ZN pLAF-550 525 36
3084 ZN pLAF-600 254 24
3084 ZN pLAF-0.9 416 19

Tab. 3.2.2 Risultati dei test della B-galattosigaei la valutazione di diversi frammenti di
restrizione della regione intergenica tra i getmzRe phzX.

3. Prodotti di amplificazione

Un gene lacZ mancante di un proprio promotore t stasferito nel plasmide ad
ampio spettro d’ospite pKT2, utilizzando il sitordstrizione Hindlll, dando come risultato
il vettore reporter pKT2-lacZ. Tale vettore, ripata nella figura 3.2.3, € stato utilizzato per
valutare lattivita di diversi prodotti di amplifazione che sono ottenuti dall'uso di
combinazioni di quattro inneschi. Gli oligonuclettsono stati disegnati sulla sequenza
nucleotidica della regione intergenica di 900 bplazata nel corso del lavoro.

Di seguito sono riportati le caratteristiche devedsi prodotti di amplificazione

analizzati:
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BamHI
EcoRl

PKT2-lacz

19.5 Kb

Fig. 3.23 Vettore reporter pKTiacZ

Coppia di primer F1R1= Il prodotto di amplificaze® di 356 bp
localizzata fra il sito di restrizione dell’enzinfdhel e la sequenza Shine and
Dalgarno (AGGAGG) del gene phzX; tale sequenza cenge le regioni
palindromiche denominate “Pstl box” e “Bglll box®& la regione con alto
contenuto di purine compresa tra le due sequepezéute.

Coppia di primer F1R2= Il prodotto di amplificazee di 245 bp ed
e localizzato fra il sito Nhel e la posizione +lel dene phzX. Tale prodotto di
amplificazione e mancante della regione ricca in &d€Tomprende i “Pstl box” e
“Bglll box” ed una delle due sequenze ripetute.

Coppia di primer F2R1= Il prodotto di amplificazee dil84 bp ed
e localizzato fra il sito di restrizione di Pstlaeesequenza di Shine e Dalgarno del
gene phzX. Tale sequenza comprende un “Pstl badnmpleto ed un “Bglll box”
integro, ed infine la regione con alto contenutopdrine compresa tra le due
sequenze ripetute.

Coppia di primer F3R1= Il prodotto di amplificazer® di 164 bp
localizzata fra il sito di restrizione Bglll e laguenza di Shine e Dalgarno del gene
phzX. Tale sequenza € mancante del "Pstl box”, gmtas un “Bglll box”
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incompleto e quindi la regione con alto contenuit@uline compresa tra le due
sequenze ripetute.
Nella figura 3.2.4 é riportata una mappa fisicaladelegione intergenica

analizzata.

EcoRV Nhel Pstl Bglll Sall EcoRI
0.9 kb
F1R2 F1R1
F2R1
ECORV F3R1

GAATT(AT(GATAT(GCTGCACCCAGTCCTCGGGATAATTGCCATACATATA/

GGGCCGCATGAACGGAGTCACGCTGCACATGCCGTAGCGAAAALASTALAA!

Ncol
GCGCAAGGCCCTCAACGCGACAGCCGTAA/GCATI TCCATGTTCGCGCAAAG,

RBS
ACTATAAAAGTACGCATCCCATCCCAACTGCTGCCCCT E: I|I CCAGTRICACC,

PhzR ORF

AAGTTGAAAACAGGCCGTTAGACTAGACCAACCTGAACCTCTGTCAABAKRGA
PphzF1

S CG'%\%Tgﬁﬁgﬁgg88??%%3%@%\CTAGATTCATTGTGCCTAATCCAACTAACT,

AGAACATTGCAT(GGGCGATGTTAGTAAGCCATTACCGTCTCTCAGCCGACGAATGA

c Pstl

CCGCCTCTTCACAATAATGCAACAGTTCAECII(Z@PGCA'&/&AGC—CC\SCTCATGCP h
| 350 5'-CGAATTIAGECAGCCCGCTCA -3 P
Bglll -

o A AT AR AT GCAGGTGTATAAACAACA

+1?
CCA(TCAGCACCGCCACGCAGGAACAATAGTTAAACGCTGTAAATATTC, TCAC
GGTGAGTCTAGGES

PphzR2 RBS
TTAA TAAATATTACTTTCAACACTmCTAAGGAGGATGC

PhzX ORF
TGCTTCGCTTTCCCCTAGCGGCTTTAATGATCACCTTGAACTT CGRAMIEAFCC

Sall BamHlI

CACGGTCGAACAGTACATGCGCACTAACGGCAAAGATCGICTBBLG( |
C ATCCTAA
Fig. 3.2.3 Mappa fisica della regione intergenicaliamata dove sono riportati i primers utilizzagln
corso del lavoro.
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| prodotti di amplificazione sono stati eluiti e rgicati dal gel di agarosio e
successivamente sono stati digeriti con gli enzlimestrizione EcoRI e BamHI in modo
tale da poter trasferire i diversi frammenti nelteee reporter pKT2-lacz a sua volta
digerito con gli stessi EcoRI BamHI , producendeguenti vettori:

1. pKT2 F1R1-lacZ
2. pKT2 F1R2-lacZ.
3. pKT2 F2R1-lacZ
4, pKT2 F3R1-lacz
La regione intergenica di 900 bp e stata introdotth vettore reporter ed in un
vettore pKT2 mancante del gene lacZ, producenddtoxi controllo:
1. pKT2 0.9-lacZ
2. pKT2 0.9
Nel seguito del lavoro, i vettori pKT2 0.9 e pKT&E sono stati utilizzati quali

controlli negativi.
4. Valutazione dei prodotti di amplificazione

Tutti i vettori sono stati utilizzati per trasforneaE. coli DH5 producendo dei
ceppi mutanti esibenti un fenotipo blu su piasireRt Xgal(2%), soltanto nel momento in

cui il gene lacZ é controllato dai prodotti di anfiphzine come mostrato nella foto 3.2.1.

Foto 3.2.1 Ceppi dt. coli DH5a trasformati con plasmidi contenenti prodotti di difigazione a monte del
genelacZ.
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L’attivita galattosidasica e stata valutata mediatest della -galattosidasi (Tab.

3.2.3).

Unita Miller

Tab. 3.2.3 Risultati ottenuti da test della B-dalsidasi effettuati su ceppi mutantikli coli DH5a.

120

100 -

80

60 -

40 -

20

1 2 3 4 5
Trattamenti

N° | Trattamenti Unita Miller |Errore Standard
1 DHb5a pKT2-lacz 3 0

2 DHb5a pKT2-0.9 3 0

3 DHb5a pKT2-0.9-lacz 41 12

4 DH5a pKT2 F1R1-lacz 89 3

5 DHb5a pKT2 F1R2-lacZz 90 11

| due vettori controllo, pKT2 0.9 e pKT2-lacZ, ntbvanno esibito alcuna attivita

galattosidasica, mentre i vettori in cui il genedae sotto il controllo della regione

intergenica di 900 bp compresa tra phzR e phzXeidrdmmenti di amplificazione suoi

derivati, hanno esibito una modesta attivita engitaa Tale dato e la prima evidenza

attestante la funzionalitd del promotore dell'aper delle fenazine in E. coli in assenza

del fattore trascrizionale PhzR.
| vettori prodotti sono stati trasferiti nel cepp®. aureofaciens 30-84 Ice

(phzB:inaZ) mediante triparental mating, e suceessente € stata valutata l'attivita

galattosidasica. Come é riportato dalla tabella43i2due vettori controllo pKT2 0.9 e

pKT2-lacZ non hanno prodotto alcuna attivita galsitlasica, mentre tale attivita

raggiunge valori cento volte maggiori a quelli atig in E. colinel momento in cui il gene
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lacZ e controllato dalla regione intergenica di BI9 dalle regioni di 356 bp (F1R1) ed
infine dalla regione di 245bp(F1R2).

3000+
2500+
2000
ks
= i
< 1500
c
)
1000+
500
0 =]
1 2 3 4 5 6
Trattamenti
N | Trattamenti [Unita Miller [Errore Standard
1 3084 Ice pKT2-lacz 4 2
2 3084 Ice pKT2-0.9 3 2
3 3084 Ice pKT2 0.9-lacz 448 110
4 3084 Ice pKT2 F1R1-lacZz 2250 353
5 3084 Ice pKT2 F1R2-lacZz 1849 296
6 3084 Ice pKT2 F3R1-lacZz 67 31

Tab. 3.2.4 Risultati dei test della B-galattosiddfsttuati su ceppi mutanti &. aureofaciens
30-84 Ice

Dai dati ottenuti dai test della B-galattosidasit&to possibile attestare che non vi
una differenza statisticamente significativa nelnmeato in cui il gene della galattosidasi
(lacZz) é controllato dai frammenti di amplificaze®1R1 o F1R2.

II plasmide pKT2 F3R1-lacZ non esibiva una rile\ardttivita galottosidasica
indicando che il “Bglll box” possa rappresentare 8o in cis essenziale per la

funzionalita del promotore dell'operone delle feinaz
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Nel corso del lavoro non ¢ stato possibile verifickattivita del frammento di 184
bp prodotto utilizzando la coppia di primer F2Rdfaiti, nhonostante |'ottenimento dei
prodotti di amplificazione, e risultato impossibilasferire tale prodotto di amplificazione

nel plasmide reporter pKT2-lacZ digerito con glzeni di restrizione EcoRI-BamHlI.

5. Attivazione del promotore in diversi ceppi mutan

5.1 Ceppi mancanti di geni Phzl e PhzR

Pphz oo mHi

BamHI

lacZ

pPKT2 F;ghz-uidA

9 Kb

indlll

Fig. 3.2.5 Vettore reporter pKT2 Pphz-uidA in cypibmotore delle fenazine controlla I'espression
del gene reporter della glucoronidasi.

La cassetta di espressione uidA-cat del vettore gWAMstata escissa da tale
plasmide mediante digestione con BamHI e successnte trasferita nei plasmidi pKT2
0.9-lacZ, pKT2 F1R1-lacZ e pKT2 F1R2-lacZ, per prod nuovi vettori reporter in cui il

gene uidA (gene della glucoronidasi) &€ controll@@bpromotore delle fenazine (Fig. 3.25).
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I nuovi costrutti plasmidici sono stati mobilizzahei ceppi Pseudomonas
aureofaciens 30-84 Ice, 30-84 R and 30-84 | e sisocamente sono stati effettuati saggi

per valutare I'attivita glucoronidasica (Tab. 3)2.5

40 -
35 -
30 -
(©
= 25-
c
) 20
15 -
10 -
5
0 e
1 2 3 4 5 6
Trattamenti
N ° [Trattamenti [Unita [Errore Standard
1 3084 Ice F1IR1-uidA 35 2
2 3084 Ice F1R2 -uidA 32 3
3 3084 IF1R1-uidA 1 0
4 3084 I F1R2-uidA 0 0
5 3084 R F1IR1-uidA 0 0
6 3084 R F1IR2-uidA 0 0

Tab. 3.2.5 Saqai Gus effettuati su ceppi mutarP. aureofacien3C-84.

| risultati ottenuti durante queste prove hanndfeonato che I'attivazione del

promotore necessita di proteine PhzR o Phzl furaion
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5.2 Ceppi mancanti di geni rpeA e gacA funzionali

Il vettore pKT2 F1R2-lacZ é stato modificato medéil trasferimento del gene
conferente resistenza alla tetraciclina (TcR) darig dal vettore pHPX8I'c. Tale gene é
stato trasferito nel sito di restrizione HindlllIdeettore pKT2 F1R2-lacZ generando il
vettore denominato pKT2 F1R2-lacZ-TcR (Fig. 3.ZB¢ di seguito é stato trasferito nei
ceppi mutanti Pseudomonas aureofaciens 30-84 WAGac30-84 RpeA-.

F1R2

BamHl

Hindlll

TC
Hindlll

1.5 Kb
pKT2F1R2-lacZ-Tc"
21.5Kb

Km

Fig. 3.2.6 Plasmide reporter pKT2-lacZ"Tittilizzato per determinare la funzionalita delmpaiore ir
ceppi mancanti dei geni GacA e di RpeA.

Non é stata rilevata alcuna attivita del gene laeZ momento in cui il costrutto
descritto precedentemente e stato mobilizzatoemb@ P. aureofaciens 30-84 W mancante
di un gene GacA funzionale e pertanto deficientBespressione delle fenazine, in quanto

incapace della attivazione dei geni phzl and phziati sono riportati nella tabella 3.2.6.
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Unita Miller

Unita Miller

2500+

2000
1500
1000+
500
0 I
1 2 3
Trattamenti
N | Trattamenti [Unita Miller [Errore Standard
1 3084 W 2 0
2 3084 W pKT2 F1R2-lacZz 109 3
3 3084 Ice pKT2 F1R2-lacZz 1888 253

Tab. 3.2.6 Risultati test della B-galattosidasortpti nel ceppd. aureofacien80-84 W
pKT2 F1R2-lacZ-TE.

3000
2500 —
2000 —
1500 —
1000 —
500 -
0 -
1 2 3
Trattamenti
Ne | Trattamenti | Unita Miller |Errore Standard
1 3084 Rpea 54 3
2 3084 RpeApKT2 F1R2-lacz 2796 47
3 3084 Ice pKT2 F1R2-lacZ 1888 253
Tab. 3.2.7 Risultati test della B-galattosidasortpti nel ceppd. aureofacien80-84 RpeA

pKT2 F1R2-lacZ-TE.
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Come ¢ evidenziabile nella tabella 3.2.7 la perdébgene rpeA ha comportato un
incremento della attivita galattosidasica nel ceppoaureofaciens 30-84 RpeA- pKT2
F1R2-lacZ-TcR in confronto del controllo P. aurexéms 30-84 Ice pKT2 F1R2-lacZ-
TcR.

Il vettore pKT2 F1R2-uidA-cat-lacZ e stato introttotin trans in Pseudomonas
aureofaciens 3084 RpeA- ZN, ceppo incapace nel yoredfenazine, dato che la
pigmentazione giallo arancio dovuta alla produzidintli antibiotici puo in qualche modo
andare ad inficiare la lettura spettrofotometricguendi pud produrre errori di valutazione
delle unita Miller. Alla luce di tutto cio e statveato il ceppo P. aureofaciens 3084 RpeA-
ZN pKT2 F1R2-uidA, mancante dei geni rpeA e phzBizionali. La valutazione
dell'attivita glucoronidasica in suddetto ceppo fielato un incremento 5 volte nella
attivita del gene uidA (Tab. 3.2.8).

200 -
150
r-.(E
= 100 -
)
50 -
0 1
1 2 3
Trattament
N Trattarmenti Unita |[Errore Standard
1 3084 Rpe/ ZN 0 C
2 3084 Ice pKT2 F1R2-uidA 35 5
3 3084 RpeAZN pKT2 FIR2-UidA 154 3

Tab. 3.2.8 Saggi Gus effettuati su ceppi mutanti dt. aureofaciens30-84.

81



Capitolo Il

Risultati-Parte llI

1. Analisi del cosmide pLAF 13-6

Il genoma del ceppo di biocontrollBseudomonas aureofacie®®-84 e stato
suddiviso in una libreria genomica. Tre cosmidiale libreria sono stati oggetto di analisi
nel corso del lavoro di tesi. | cosmidi pLAF 13f,AF 15-25 e pLAF 24-47 sono stati
mobilizzati nel ceppo reportét. aureofacien80-84 ZN phzB::lac3, con il fine di poter
valutare linfluenza di tali frammenti di genomallaubiosintesi delle fenazine. | valori

dell’attivita galattosidasica sono riportati neitdella seguente (Tab. 3.3.1):

1200
1000 -
o 800
E 600 —
<
- 400 -
200 +
O _
1 2 3 4
Trattamenti
N | Trattamenti [unita Miller |[Errore Standard
1 3084 ZN pLAFR3 947 22
2 3084 ZN pLAF 13-6 30 2
3 3084 ZN pLAF 24-47 889 3
4 3084 ZN pLAF 15-25 1007 35

Tab. 3.3.1 Test della B-galattosidasi eseguitrewiversi cosmidi della libreria genomica di
Pseudomonas aureofaciens 30-84.
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| dati ottenuti hanno mostrato una riduzione dcastiell’attivita del gendacZ
allorquando il cosmide pLAF 13-6 e stato trasfeni& ceppo reportd?. aureofacien80-
84 ZN, mentre i cosmidi pLAF 15-25 e pLAF 24-47 nbanno avuto alcun effetto

sull’espressione del costrutto reponézB:lacZ

2. Cloni del cosmide pLAF13-6

Il cosmide pLAF 13-6 consiste di una regione germandi circa 9Kb clonata nel
sito di restrizion€ecoRIdel cosmide pLAFR3. La digestione enzimatica dApL13-6 con
EcoRI ha prodotto due frammenti di DNA rispettivartee lunghi 4000 e 5000 bp. Tali
frammenti sono stati successivamente clonati indipatemente nel cosmide pLAFR3
digerito conEcoRI generando i costrutti pLAF R4000 e pLAF R5000, ehloro volta,
sono stati mobilizzati nel ceppo reporter aureofaciens80-84 ZN per valutare la loro

influenza sulla biosintesi delle fenazine(Tab. 3).3.

800
700 -
600 -
E 500 -
=
P 400 -
c
2 300
200 -
100
0,
1 2 3 4
Trattamenti
N | Trattamenti [Unitd Miller |[Errore Standard
1 3084 ZN pLAFR3 641 90
2 3084 ZN pLAF 13-6 205 8
3 3084 ZN pLAF R4000 474 88
4 3084 ZN pLAF R5000 272 5

Tab. 3.3.2 Valutazione dell'attivita in trans desmidi pLAF R5000 e pLAF R4000
Come € possibile desumere dalla Tab. 3.3.2, l'effietibitorio del cosmide pLAF

13-6 € ancora presente nella regione di 5000 paisasi mentre la regione di 4 KB
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comporta una produzione di unita Miller non diffete statisticamente dalla quantita
prodotto nel ceppo control®. aureofacien80-84 ZN pLAFR3.

3. Effetti del cosmide pLAF R5000 sul promotoreleléénazine.

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
S
2 1000 -
=
e 800
= |
5 600
400 -
200 -
Q | == — == \ T
200- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Trattamenti
N | Trattamenti [unita Miller [Errore Standard
1 3084 Ice pKT2-lacZ/pLAF R5000 24 7
2 3084 Ice pKT2- lacz 2 2
3 3084 Ice pKT2-0.9/pLAF R5000 28 2
4 3084 Ice pKT2-0.9 1 2
5 3084 Ice pKT-0.9-lacZ/pLAF R5000 510 6
6 3084 Ice pKT-0.9-lacz 444 93
7 3084 Ice pKT2 F1R1-lacZ/pLAF R5000 25 6
8 3084 Ice pKT2 F1R-lacz 1536 31
9 3084 Ice pKT2 F1R2-lacZ/ pLAF R5000 26 3
10 3084 Ice pKT2 F1R2-lacZ 1279 58

Tab.3.3.3 Effetto del cosmide pLAF R5000 sul promettell’'operone delle fenazine
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La drastica riduzione dell'attivita del geiecZ in P. aureofacien80-84 ZN ha
reso opportuno un approfondimento riguardante d@lawsvolto dalla regione genomica
clonata nel cosmide pLAF R5000 nell'attivazione gebmotore delloperone delle
fenazine. Tale cosmide & stato mobilizzato nei c@ppcedentemente creati 30-84 Ice
pKT2 0.9-lacZ, 30-84 Ice pKT2 F1R1-lacZ e 30-84 i¢€T2 F1R2-lacZ, generando nuovi
ceppi mutanti resistenti sia a kanamicina cheracdatina (Tab. 3.3.3).

Dai dati riportati in tabella 3.3.3 € assumibileedh regione 5000 bp derivante dal
cosmide pLAF 13-6 possa essere coinvolta nel cthotdell’attivazione del promotore nel
momento in cui il gendacZ & controllato dai frammenti FIR1 e F1R2 della oagi
intergenica trgphzRe phzX mentre non é stata riscontrata alcuna riduzaeik attivita
galattosidasica allorquando la suddetta regiond Qo8 9-lacZ) € collocata integralmente a

monte del gene reporter.

4. Analisi di pLAF R5000

La regione di 5000 bp é stata digerita indipendeetge con quattro diversi enzimi
di restrizione, rispettivament®amHlI, Hindlll, Pstle Sall; fra di essi 'enzimé&8amHI ha
prodotto due frammenti di restrizione (0.5 Kb e &B) mentreSall ha prodotto tre
frammenti rispettivamente di 450 bp, 3 Kb andHKIb Gli enzimi di restriziongdindlll e
Pstl non hanno presentato alcun sito di taglio alllintedella regione analizzata.

Tutti i frammenti derivati dalla digestione c&all sono stati clonati nel sitBall
del vettore pPR510, dato che il vettore pLAFR3teisa precedenza, presenta un sito di
restrizioneSall all'interno del gene di resistenza all’antibiotitetraciclina. In tal modo
sono stati creati i vettori pPR510 RS1500, pPR52008 e pPR510 RS450 che hanno
costituito dei vettori ponte per il successivo fleaisnento dei suddetti frammenti di pLAF
R5000 nel cosmide ad ampio spettro d'ospite pLARRGerito con gli enzimi di
restrizioneEcoRI e Hindlll, producendo cosi pLAF RH1500, pLAF RH3000 e pLAF
RH450. | vettori prodotti sono stati successivaraentobilizzati mediante triparental
mating nel ceppo report&. aureofacien80-84 ZN, in modo da poter valutare I' effetto

dei singoli costrutti sull'attivita galattosidasi€Bab. 3.3.4).
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| valori di unita Miller illustrati nella tabella.3.4 non hanno confermato i risultati
precedentemente ottenuti con I'analisi della regidn5000 paia di basi integra, pertanto é
stato ritenuto opportuno convalidare tali risultétasferendo i vari cosmidi sinora
esaminati (pLAF R5000, pLAF RH1500, pLAF RH3000lAF RH450) nel ceppo 30-84
wild type di P. aureofaciensandando consecutivamente a valutarne I'effettetidi sulla

produzione delle fenazine. | fenotipi prodotti solwstrati nella foto 3.3.1.

1400+
1200 -
o 1000
= 800
<
5 600~
400 -
200 -
O _|
1 2 3 4 5
Trattamenti
N | Trattamenti | uUnita Miller | Errore Standard
1 3084 ZN pLAFRS3 1047 50
2 3084 ZN pLAF R5000 23 4
3 3084 ZN pLAF RH3000 1309 23
4 3084 ZN pLAF RH1500 656 115
5 3084 ZN pLAF RH450 880 146

Tab.3.3.3 Effetto dei cosmidi pLAF RH3000, pLAF RHO5 pLAF RH450 sull'attivita
galattosidasica.

Una totale riduzione della produzione delle fenazi@ stata riscontrata nel
momento in cui il costrutto cosmidico pLAF R500Qresenten transnel ceppo wild type
30-84, mentre l'introduzionén trans dei cosmidi pLAF RH3000 e pLAF RH450 non

hanno indotto alcuna mutazione nel fenotipo depoepild type.

86



In modo inaspettato il cosmide pLAF RH1500 ha pttamlan fenotipo interessante.
Il ceppo P. aureofaciens30-84 pLAF RH1500, difatti, ha presentato una niagg
produzione di fenazine comprovata da un fenotipgs@ointenso e da un quantitativo
maggiore di fenazine ottenuto mediante estrazimrezenica dei surnatanti di tale ceppo

batterico dopo una crescita ad una temperatur8°d a8i 24 ore.

Foto 3.3.1 Fenotipi prodotti dall'introduzione dettegi pLAF R5000. pLAF RH3000 e pLAF
R1500 nel ceppo wild-type. aureofacien80-84.
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La presenzan transdella regione di 1500 paia di basi derivante @ahtide pLAF
13-6 ha presentato la caratteristica importantgotier stimolare la produzione di fenazine
anche su substrati minerali quale 'MM9, substratib quale il ceppo 30-84 wild type e
capace di produrre solo modeste quantita di feeaZiiali dati sono stati confermati da
estrazione di fenazine, nelle quali i ceppi battesaggiati sono stati allevati su MM9

liquido per 24 ore.

5.Sequenziamento di pPR510 R5000

La regione di 5000 bp derivante dal cosmide pLAF6I8stata clonata nel sito
di restrizione EcoRI del vettore PR5E@ORI site producendo pPR510 R5000, vettore
utilizzato successivamente per il sequenziamentialdiregione genomica. Mediante

'uso della coppia di primer M13 e stato possiblesequenziamento della intera

regione, come riportato nella tabella successid(B.3.4).

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651 GTCGCAA CCG GCCGACAGCG CCGCTTCGAT CCGGCTCGCG GCATCGCCCA
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701 CCACATGAGC ACCGGCCATC GACAGGTCGT CACTGAAGSRACACCGTCG

751 AACTGCAATT CACCGCGCAG GATCTCCTGC AACCAACGABIGGAGAACCC

801 GGCTGGCTGG GCATCNACCT GAGGTAGATG ACGTGGGGRIGATCACCGC

851 CGCCAGTTGC TTGC LLLAGGC GCGCGAAAAG CACCAGGTCC TTGGCGCGAA

901 TCTCGTCGAG GCTGCCCTCG TCATTGGGGA TCGCCACGUHGAATTCCCC

951 TCGGCCNANC CNTGCCCGGG AAAATGCTTG CCGTGGCCRNATGCCGGCNoRE2

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451 CCTTGCAGGC CTGTGGT AT AGCAATTCCT TAGTAACGAA GTGCGCGCAC

1501 GACACCGCAA AGGGTGCTGG CGTGGCGCGG ACGCACGBRGATTGCCGG

1551 CGGCAANGCC CGGCAAGCGA CGATCGGCGA AAGGTGTGABAGGTAGG

1601 AAACGAGAGT CGACATGGGC GGCTAGCTTA GCGGATGTBBTGCCGCGC

1651 CCACCCGGAC GGLLAGGCCT TGGCGACCGC CGGAGTCGAT TTGCTGCGTG

1701

1751

1801

1851

1901

1951
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2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

GCCCCTGGCT CTGGCTGAAG GCCAGGCCCA GAAGGCGGARAATGGAC

AGGTCGTTGC CGCTGCGAGG CTGGACCACC AAGGCCT@®GACGAGGAT

TTCCAGCAGC TCTTCGAGGC TTGGCTTACT GTCCGGCTTHCCGAACGCC

GCTCCAGCTC ACGGTCGAGG CTGATGCAGA ACGGCCCE&MAGCGCGAG

AACACCGCCT GGATCAGGGC CTTTTTGGAA CCGAAATGARTTCACCGCoRE3

CGCCAGGTTG ACCCCGGCCT TGCTGGTGAT CAGCCGCARMAGGTTTCGG

CAAAACCTTT TTCCGCGAAC AACTGCTCGG CAGCATCGARATGCGTTCA

ACGGTTTCCG ACTGGGC AT GGCTACTCCT CCTGBAAACACTTGTTTG

AACATAGSTT TCAGCCCCAG CCTTGTCAAG CCTGCCTGTC CGTTTTGCGG

CCGGTCAGTC AGCTATLLLA TCATACCTGC CGCTTCCTGT AGCCAGCCAC

GCGACACCAG GCATGCGCAG CGGCGACCCG ACCGTCCAGCGATTGGARFA

AAAANGAGGA TNGCCAANCG G ATTCACTG TATATAATTC CAGTCACTGT
ATAAAAAGAN ANANCGATCG ANATGCTNAA ANCTGACNCGKCNCCAAGCT
GAGATTCTGG CTTTTATCAA ACGCTGCCTC GAAGACAAGGCTACCCACC
GACCCGCGCG GAAATCGCCC AGGAACTGGG TTTCAAGTTGCAACGCCG
CCGAAGAACA CCTCAAGGCG CTGGCCCGCA AAGGCGCGSRA. T(CACT
CCAGGCGCCT CCCGCGGTAT TCGTATCCCG GGGTTCGARGAAGCCCGA
CGACTCCAGC CTGCCCATCA TTGGCCGGGT TGCCGCCERITCCGATTC
TCGCAGAACA GCACATCGAA GAGTCCTGCA ACATCAATA@ISCGTTCTTC
CACCCCCGTG CAGACTACCT GCTGCGGGTT CACGGCATGBATGAAGGA
CATCGGCATT TTCGATGGCG ACCTGCTGGC CGTGCATABCTCGCGAGERFS
CCCGCAACGG CCAGGTCGTC GTCGCCCGCA TTGGCGABGACACCGTG
AAACGCTTCA AGCGCGAAGG CAGCAAAGTC TGGCTGATTGGAAAACCC

TGAGTTCGCC CCTATCGAGG TCAACCTGAA AGATCAGGAIGGTGATCG

CCCTCACACA CCACAGC CACAACTGCC ACTGTTCGAA GCGTTCATGG
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3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

4451

4501

CCCAACCCCN TGGCGCCTAT CCTCAAAGAG GTCGTCGABGTCCTGGAA

1>

ORF6

CANCGAACCG GAAGCCTTCA GTGAACTGTC GTTACNCGGINCCNCCGGG

AANTGCCT NCCTGCTGG CNCCCATCCT CAGGGAACTG ANGGATCGCC

AGGACCAGGA TGCGCGCTGG CTGACATTGA TTGCCCCQRBCCAGCCTG
ACCCAGGCCT GGTTGCGGGA TGCCGGCCTG AACCGCGEEATTCTGCT

GCTGCACCCG CGCGGCGCCC AAAGCGCGCOBAMECTGCT TGCGAGGCTC
TGCGCCTGGG ACGCAGCCAC ACCGTTGTCA GCTGGCTA2@CGCTGAAC
AGCAGCGCCC GTCAACAGCT CATCAGCGCA GCCCGCAREBACGCACA
AAGCCTGAAT ATTCGTCTGG GCTGACCGCT AGAAGCGTBEBGGACACGC
TTGAATGACA CAAGGCTTCT CCAGGATTGA GAAGCCGGAHGAGGCGACG

AACGACAGCA AAAAAACCGA CAAACGGAC_AGTGAAGAA TCCGTGGCCC

GT_CAICACCC CGACCTCGCG CGGGCCCAAA CGGTTTTCTT TATTGGCCTG
ACGTTACAAA CAGGCATTTG CCATCAGAAA TTCGGCCTEAATCAAAATC

TTNGNGGGGG CTTCCLLATC GGAAAACGGC GTAATGGCCT GCTTCTTGTT

ORF8
C

AGGCCAC

CAGTATCGCT GTAAGAAGGA TGAT CTGCTCCATG TCCTGCGTTC
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4551 TTTTCTTCGG TAGATTGAAA TTGTCGTCATV GCAACTCGGERAACTGGTGC

4601 AACAGCTCCA GCACCGGCCT CAGGCGCGGC ATCGTCGOIGCATCAA

4651 GCCGGCATGA AAGGCGACCG GCTCCGCAAG GCTTACCEBRGGTAGCGA MY

4701 TGCCAACCAC ATCATCATTG TTGAAGCTCA CGCATAGGCECTCTGGGAG

4751 GAAAACTCGA AACTGACGTC TTTCAGCTCC TTGGCGATGICAGCAACTT

4801 GAGCACGGTG ACCGGTGTGG CGAAAGTCGC GCAGGOCHICGTCGCGC

Tab. 3.3.4 Risultati ottenuti dal sequenziamentacdsmide pPR510 R5000.

L’analisi dei differenti open reading frames e staffettuato usufruendo del
software gratuito “ORF Finder” disponibile sul sikeb del’NCBI. L'uso di tale software
ha messo in risalto un elevato grado di omologia geni gia caratterizzati in differenti
specie batteriche afferenti al genePseudomonagquali, ad esempio, Seudomonas

chlororaphis

ORF1 ha esibito una buona omologia di sequenzal gememtnPidentificato nel

ceppo Pseudomonas fluorescendf0-1. Tale gene codifica per una
metiltioadenosina-fosforilasi, proteina coinvoltaun pathway metabolico indicato
come “Methionine Salvage”. Il substrato S-adenotionina (SAM) rappresenta
il punto di unione di tale pathway metabolico carblosintesi di omoserina lattoni

0 molecole segnali.
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Methylthioadenosine phosphorylase Pseudomonas fluorescens
PfO-1

Score = 286 bits (731), Expect = 8e-76
Identities = 133/150 (88%), Positives = 145/150 (9 6%), Gaps = 0/150 (0%)

Query 70 MTVYAIIGGTGLTRLEGLSIHQSLPLDTPYGAPSADIQK GEYAGREVLFLARHGHPHRFP
129

MTVYAIIGGTGLT+LEGLSI QSL +DTPYGAPSA++Q GEYAG+EVLFLARHGHPHRFP
Shjct 1 MTVYAIIGGTGLTQLEGLSIRQSLAVDTPYGAPSAEVQI GEYAGKEVLFLARHGHPHRFP
60

Query 130 PHQVNYRANLWALKQAGAEAILAVNAVGGIHPAMGSGEVFPHQLIDYTSGREHTYFADD
189

PH+VNYRANLWALKQAGAE+I+AVNAVGGIHPAMG+GHF CVPHQ++DYTSGREHTYFADD
Sbjct 61 PHKVNYRANLWALKQAGAESIIAVNAVGGIHPAMGTGHFCVPHQVVDYTSGREHTYFADD
120
Query 190 LEQVTHIDFSYPYSESLRQQLIAALAAEGC 219

LE VTHIDFS+PYSE LRQQLIAALAAEGC
Sbjct 121 LEHVTHIDFSFPYSEPLRQQLIAALAAEGC 150

ORF2 ha esibito una omologia del 96% con il gaagZ identificato nel ceppo
Pseudomonas chlororaphisPCL1391. Il genenagZ codifica per una B-N-
acetilglucosoamminidasi responsabile della lisiadebmponente mureinica in N-
acetilglucosamminina ed acido mureico, reazion@negentate il punto di inizio di

un pathway metabolico correlato alla continua diges e ricomposizione della

parete cellulare batterica.

beta-N-acetylglucosaminidase-like protein Pseudomon as
chlororaphis

Score = 311 bits (796), Expect = 2e-83
Identities = 158/165 (95%), Positives = 159/165 (9 6%), Gaps = 0/165 (0%)

Query 5.LQGSLMVDVAGTWLTAEDRQLLRQPEVGGLIIFARNIEHPR®ELSASIRAIRPDLLLA 64

+QGSLMVDVAGTWLTAEDRQLLRQPEVGGLIIFARNIEHPRQ VRELSASIRAIRPDLLLA
Sbjct 1 MQGSLMVDVAGTWLTAEDRQLLRQPEVGGLIIFARNIEHPRQRELSASIRAIRPDLLLA 60
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Query 65 VDQEGGRVQRLRQGFVRLPAMRAIADNPNAEYLAEQCIBAXTEVLAVGLDLSFAPVLDL
124

VDQEGGRVQRLRQGFVRLPAMRAIADNPNAEYLAEQCGW IMATEVLAVGLDLSFAPVLDL
Sbhjct 61 VDQEGGRVQRLRQGFVRLPAMRAIADNPNAEYLAEQCGWATEVLAVGLDLSFAPVLDL
120

Query 125 DHQRSAVVGTRSFEGDPERAALLAGAFIRGXNXAGMXASIFPG 169
DHQRSAVVGTRSFEGDPERAALLAGAFIRG N AGM AT FPG
Sbjct 121 DHQRSAVVGTRSFEGDPERAALLAGAFIRGMNSAGMAASKHFPG 165

ORF3 ha presentato un elevato grado di omologiailogenepsrA (pseudomonas
sigma _tegulator _A identificato nel ceppoP.chlororaphis PCL1391, gene
codificante per un fattore trascrizionale appamemealla famiglia di repressori
TetR. E stato dimostrato che la proteina PsrA @aesabile dell’espressione del
generpoS codificante per il fattore* responsabile, a sua volta, della trascrizione
di geni legati alla fase stazionaria. Il gene pérAtato identificato e caratterizzato
in Pseudomonas putigd. areuginosae, recentemente, & stato identificatoPin
chlororaphis PCL1391 ceppo di biocontrollo in cui il suddetteng sembra
influenzare in modo indiretto la produzione del @amsto fenazinico clororafina
(fenazina-1-carbossiamide)PsrA €& in grado di riconoscere una sequenza
palindromica denominatapsrA box” (G/CTTTC-N,.eGAAAG/C) e il legame a
tale sito consente l'attivazione dell’espressioeé generpoS Dati recenti hanno
dimostrato che il fattore trascrizionale PsrA épmssabile in modo negativo della
regolazione della sua stessa espressione; diflati, psrA box” sono presenti a

monte del proprio codone di inizio.

PsrA protein Pseudomonas chlororaphis
Score = 451 bits (1159), Expect = 2e-125

Identities = 234/235 (99%), Positives = 235/235 (1 00%), Gaps = 0/235
(0%)
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Query 1 MAQSETVERILDAAEQLFAEKGFAETSLRLITSKAGVNL AAVNYHFGSKKALIQAVFSRF
60

MAQSETVERILDAAEQLFAEKGFAETSLRLITSKAGVNL AAVNYHFGSKKALIQAVFSRF
Sbjct 1 MAQSETVERILDAAEQLFAEKGFAETSLRLITSKAGVNL AAVNYHFGSKKALIQAVFSRF
60

Query 61 LGPFCISLDRELERRSAKPDSKPSLEELLEILVEQALVV QPRSGNDLSIFMRLLGLAFSQ
120

LGPFC+SLDRELERRSAKPDSKPSLEELLEILVEQALVV QPRSGNDLSIFMRLLGLAFSQ
Sbjct 61 LGPFCVSLDRELERRSAKPDSKPSLEELLEILVEQALVV QPRSGNDLSIFMRLLGLAFSQ
120

Query 121 SQGHLRRYLEDMYGKVFRRYMLLVNEAAPRIPPIELFWNMRHFMLGAAAFSMSGIKALRAI
180

SQGHLRRYLEDMYGKVFRRYMLLVNEAAPRIPPIELFWR VHFMLGAAAFSMSGIKALRAI
Sbjct 121 SQGHLRRYLEDMYGKVFRRYMLLVNEAAPRIPPIELFWR/HFMLGAAAFSMSGIKALRAI
180

Query 181 AETDFGVNTSIEQVMRLMVPFLAAGMRAETGVTDDAMADLKPRSKSTPAVAKA 235
AETDFGVNTSIEQVMRLMVPFLAAGMRAETGVTDDAMAT AQLKPRSKSTPAVAKA
Sbhjct 181 AETDFGVNTSIEQVMRLMVPFLAAGMRAETGVTDDAMAQLKPRSKSTPAVAKA 235

ORF4 non ha esibito alcuna similarita con alcunegemominio proteico riportato

nel database dell’ NCBI.

ORF5 ha presentato una omologia del 100% con & g di P. chlororaphisin
Escherichia coli il prodotto genico diexA e responsabile della repressione di
diversi geni coinvolti nella risposta al danneggeto del DNA, meccanismo
denominato come”SOS Response”. Tra questo pookgeniérecA e lo stesso

genelexA

LexA repressoPseudomonas chlororaphis

Score = 290 bits (743), Expect = le-77
Identities = 145/145 (100%), Positives = 145/145 ( 100%), Gaps = 0/145
(0%)

Query 1 MTPGASRGIRIPGFEAKPDDSSLPIIGRVAAGAPILAEQHIEESCNINPAFFHPRADYLL 60

MTPGASRGIRIPGFEAKPDDSSLPIIGRVAAGAPILAEQHIE  ESCNINPAFFHPRADYLL
Sbjct 58 MTPGASRGIRIPGFEAKPDDSSLPIIGRVAAGAPILAEQHIE ESCNINPAFFHPRADYLL
117
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Query 61 RVHGMSMKDIGIFDGDLLAVHTTREARNGQVVVARIGDETVKRFKREGSKVWLIAENPE
120

RVHGMSMKDIGIFDGDLLAVHTTREARNGQVVVARIGDE VTVKRFKREGSKVWLIAENPE
Sbjct 118 RVHGMSMKDIGIFDGDLLAVHTTREARNGQVVVARIGDETVKRFKREGSKVWLIAENPE
177

Query 121 FAPIEVNLKDQDLVIEGLSVGVIRR 145
FAPIEVNLKDQDLVIEGLSVGVIRR
Sbjct 178 FAPIEVNLKDQDLVIEGLSVGVIRR 202

ORF6 non ha presentato alcuna omologia con domasemti nel database di ORF
Finder mentre ha esibito una buona omologia di eega con un gene codificante
per un inibitore di divisione cellulare identificatnel ceppoPseudomonas

fluorescen$f01.

Cell division inhibitor Pseudomonas fluorescens PfO-1

Score = 48.1 bits (113), Expect = 2e-04
Identities = 22/28 (78%), Positives = 23/28 (82%), Gaps = 0/28 (0%)

Query 14 PXAPILKEVVESSWNXEPEAFSELSLXG 41
P APILK+VVE WN EPEAFSELSL G
Sbjct 22 PLAPILKDVVERPWNTEPEAFSELSLRG 49

ORF7 ha presentato una buona omologia di sequenrara regione codificante

per un fattore proteico ipotetico identificatoRseudomonas fluoresceR&5.

Conserved hypothetical protein Pseudomonas fluorescens Pf-5

Score = 172 bits (437), Expect = 4e-42
Identities = 85/91 (93%), Positives = 90/91 (98%), Gaps = 0/91 (0%)

Query 1 MTDIIPAFRGEQTFMPTSFLEIVELPDGRIELRRAEDEGS LVTLDFSEDAKAFLQGQHVE
60

MTDIIP FRG+QTFMPTSFLEIVELPDGRIELRRAEDEGS LVTLDFSEDAKAFLQGQHVE
Shjct 1 MTDIPPFRGDQTFMPTSFLEIVELPDGRIELRRAEDEGS LVTLDFSEDAKAFLQGQHVE
60

Query 61 VAKAMLSVGVQMAGRLVEGELEKEEGPRILH 91
VAKAMLSVGVQMAGRLVEGE++KE+GPR+LH
Shjct 61 VAKAMLSVGVQMAGRLVEGEIDKEDGPRVLH 91

ORF8 ha presentato una omologia di sequenza calomrnio LemA identificato
in Pseudomonas fluoresceR§&5. LemA e un acronimo usato precedentemente per

indicare la proteina GacS , fattore proteico bescdto nel gener®seudomonas
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lemA protein Pseudomonas fluorescens Pf-5

Score = 106 bits (265), Expect = 4e-22
Identities = 51/84 (60%), Positives = 66/84 (78%), Gaps = 0/84 (0%)

Query 2 IILLTAILVAWLLWYYYNKIVGAGNRAQRAWADVLVYERQKIKVLDALEEQASSFKIYES
61

++L+ Al + L + +YNKIVGA NRAQRAW+DVL Y+RQ +IKVLD LE Q + F+ YES
Shjct 3 LLLVIAIALGVLAYVHYNKIVGAHNRAQRAWSDVLTYQRQ RIKVLDMLEPQVAGFQAYES
62

Query 62 NVLEKVVGXRSALGRLPEAASGEA 85
+LEK+VG RSA+G LP AA G+A
Sbjct 63 QLLEKIVGLRSAIGSLPSAADGDA 86

ORF9 presenta una similarita del 41% con un fagooteico ipotetico sequenziato
in Pseudomonas fluoresceR§&5, la cui funzione non e stata ancora carattat&
L’'omologia di sequenza del 43% con un dominio pootetransmembrana
identificato in Idiomarina loihiensisassume un aspetto interessante in virtu dei

risultati ottenuti dal sequenziamento dellORF8.

hypothetical protein PFL_1945 Pseudomonas fluorescens Pf-5

Score = 71.6 bits (174), Expect = 1le-11
Identities = 36/86 (41%), Positives = 56/86 (65%), Gaps = 1/86 (1%)

Query 1 MACATFATPVTVLKLLQIAKELKDVSFEFSSQSRLCVSF NNDDVVGIATSAVSLAEPVAF
60

+ACA FATP T+ LL++ + LK V+ EFSS+ LC+SF ++ +V+ + + +F
Sbjct 182 LACAKFATPTTLAFLLELRRRLKKVNLEFSSEGHLCLSF DDAEVMAYKDPG-TFDDLPSF
240

Query 61 HAGLMQGATMPRLRPVLELLHQFAEL 86

+A + QG +P L PVL L+H+ AEL
Sbjct 241 YANIEQGLPLPNLFPVLALVHELAEL 266

6. Clonaggio del gematnP

La presenza di un sito di restrizioBamHI tra i geni ORF1 e ORF2 ha reso
possible excidere la regione che ha presentato agieoldi sequenza comtnP dal
costrutto pPR510-RS1500 utilizzando la combinazidirenzimiEcoRI/BamHI.
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La regione di 519 bp é stata successivamente titasfel vettore pPR510 digerito
con gli enzimi di restrizion&ecoRIl e BamHI generando il vettore pPR5D®NP, che e
stato di seguito sequenziato mediante 'uso dengns M13. | risultati hanno confermato |l
grado di similarita precedentemente ottenuto nquseziamenti e che non vi sono stati
mutazioni nella sequenza analizzata. La mancanzad@ bp del genemtnP ha
rappresentato I'unica differenza presente conttiove pPR510-RS1500.

Foto 3.3.2 Vettore pLAFmtnP. Digestione di Foto 3.3.3 Vettore pPR510lexA. Digestione

diversi vettori per constatare la presenza de di diversi vettori per constatare la presenze

frammento di 519 bp (pozzetti 3-8). Il ladde del frammento di 1000bp (pozzetti 13). Il

utilizzato in questa corsa elettroforetica € i pozzetto 4 costituisce il controllo neativo. Il

1Kb dell'Invitrogen (pozzettol). Il pozzetto ladder utilizzato in guesta corsa

2 costituisce il controllo negativo. elettroforetica €& il 1Kb dell’Invitrogen
(pozzettob).

e stato successivamente trasferit@ircoli DH5a e nel ceppd®. aureofacien80-
84 wild type. Il fenotipo del wild type non & muiaton l'introduzione del suddetto
plasmide. La sequenza nucleotidica presente tia disrestrizione EcoRI e BamHI del
vettore pPR510ntnP é stata successivamente trasferita nel cosmidd-pLdigerito con i

medesimi enzimi di restrizione, producendo il viettpLAF mtnP(Foto 3.3.2), vettore che

7. Clonaggio del gernlexA

La coppia di primer denominata lexA é stata disegpar amplificare una regione
di 1000 paia di basi dal vettore pLAF-R5000. Iretabquenza nucleotidica € presente |l

genelexAed il suo probabile promotore. Il prodotto di aifighzione € stato eluito da gel
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e successivamente digeriEcoRl e BamHI e trasferito nei vettori pPR510 e pLAFRS3

digeriti con i medesimi enzimi. Nel corso della tesi € sggnerato un vettore denominato

pPR510 éxA (Foto 3.3.3, mentre al momento non e stato possibile genermam@ostrutto in

cui il prodotto di amplificazione fosse stato irdatto nel cosmide pLAFRS3.

8. Clonaggio del gengsrA

La coppia di primer indicate come psrA e stata ghisga per amplificare 'open

reading frame dpsrA in modo tale che il prodotto di amplificazionennaresentasse alcun

“psrAbox” nella sua sequenza nucleotidica. | prodottiplificazione (Foto 3.3.4) sono

stati digeriti con gli enzimicoRle BamHI e successivamente trasferiti in pPR510 digerito

con gli stessi enzimi, generando cosi il vettor&pFO psrA utilizzato per verificare la

sequenza del prodotto di amplificazione onde ewiwrentuali mutazioni che potessero

inficiare I'attivita del prodotto genico.

Il frammentoEcoRI-Hindlll derivante dal vettore pPR513rA é stato clonato in

pPLAFR3, generando il cosmide pLAJSIrA,che é stato trasferito B. coli DH5a mediante

trasformazione e quindi iR aureofaciens880-84 e alcuni dei suoi ceppi mutanti mediante

triparental mating, al fine di determinare I'influea della presenza di molteplici copie di

psrA sulla biosintesi delle fenazine.

Foto 3.34 Prdotti di amplificazione
utilizzando i primer psrA. Nei pozzetti 9 il
prodotto di amplificazione ottenuto usar
pPR510 R5000 come templato. | pozzetti 2
costituiscono i controlli negativi. 1l ladd
utilizzato in questa corsa elettroforetica ¢
1Kb dell’'Invitrogen (pozzettol).

Foto 3.3.5 Vettore pPR5185rA Digestione d
diversi vettori per constatare la presenza
frammento di 750 bp (pozzetti&- Il pozzettc
2 costituisce il controllo negativo. Il ladc
utilizzato in questa corsa elettoretica e il
1Kb dell'Invitrogen (pozzettol).
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9. Interazione del gemesrAcon la regolazione delle fenazine

La presenza di copie multiple del gepsrA ha influenzato la regolazione della
biosintesi delle fenazine. Quando presente nel @epifd type P. aureofaciens30-8,4,
esso ha prodotto la riduzione drastica della prmohéz degli anbtibiotici fenazinici,
mentre, I'introduzionen transdel plasmide pLAF psrA nel ceppo mutaRteaureofaciens
30-84 RpeAha comportato I'incremento della produzione di f8na come & possibile

notare nella foto seguente (Foto 3.3.6).

Foto 3.3.6 Fenotipi prodotti dall'introduzione deittori pLAF psrAnel ceppd. aureofacien80-84
wild type (A) ed il ceppo mutante. aureofacien80-84 RpeA(B).
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La produzione di fenazine & incrementata anchemm@hento in cui il costrutto
pLAF psrA e stato mobilizzato nel ceppo mutante caate di un fattore sigma 70
funzionale (poS), mentre non e stato evidenziato alcun cambiameelia produzione di
fenazine allorquando il cepp®. aureofacien30-84W @acA é stato trasformato con il
suddetto cosmide.

Tutti i ceppi mutanti prodotti all'interno di queskavoro sono stati saggiati anche
per la produzione di metaboliti secondari quakid cianidrico e le proteasi. La presenza
di copie multiple del gene psrA non ha influenZatproduzione dei metaboliti secondari

saggiati, come messo in evidenza nelle foto 3.388.

Foto 3.3.7 Attivita proteasica nei ceppb. Foto 3.3.8 Produzione di HCN nel cepp®
aureofaciens30-84 wild type ed il ceppo mutar aureofaciens30-84 wild type trasformato con
P. aureofacien80-84 W trasformati con il cosmic cosmide pLARpsrA(30-84 P).

pPLAF psrA ceppi 3084P e 308WP rispettivamente

10. Effetto di pLAFpsrAsu la trascrizione dsmZ

Nel corso del lavoro e stata verificata I'ipotesieqpsrA possa influenzare la
trascrizione del mRNA regolatorio denominattmZ dal momento che una sequenza
simile al“psrA box” e stata identificata a monte del codone diimdi rsmZ Il plasmide
reporter pKT2-PrsmZ, generato in un lavoro precezle@ stato utilizzato con il fine di

verificare I'effetto di copie multiple del cosmiggAF psrAsull’attivita del promotore di
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rsmz che nel plasmide, come illustrato in figura 3.8.%tato clonato a monte del gene
lacZ

PrsmZ Hind 11

EcoRl

3.5Kb

PKT2-PrsmZ | GFP

Fig. 3.3.1 Vettore pKT2-PrsmZ

La regione carbossiterminale dbsrA mancante del dominio adibito al
riconoscimento della regione nucleotidica, & stetglificata mediante PCR utilizzando la
coppia di primer psrAC1 e psrAC2. | prodotti di difipazione sono stati digeriti con gli
enzimi di restrizioneEcoRI e BamHI e successivamente sono stati trasferiti nei vettor
pPR510 e pLAFR3, digeriti a loro volta con i med&senzimi di restrizione.

Il vettore pLAF-psrACter € stato mobilizzato neppe P. aureofacien80-84 con
il fine di verificare 'effetto della regione carbsiterminale dipsrA sulla biosintesi delle
fenazine. Come e stato ipotizzato la regione caiteysninale di PsrA non é stato in grado
di inibire la produzione degli antibiotici fenaiin

| cosmidi pLAFpsrA e pLAF psrACter sono stati trasferiti nei ceppi reporker
aureofaciens30-84 Ice (phzB:inaZ) inP. aureofaciens30-84 W (GacA-) entrambi
trasformati con il vettore reporter pKT2-PrsmZ. Aasvolta il vettore reporter pKT2-
PrsmZ presente in trans nel ceppo BHEKT2-PrsmZ e stato mobilizzato nel ceppga
aureofaciens30-84 trasformato con il plasmide pLABrA

La presenza di copie multiple del cosmide pLASrA in trans nel ceppoP.
aureofaciens30-84 Ice pKT2-PrsmZ e nel ceppo di nuova formaeP. aureofacien80-

84 pLAF psrA /pKT2-PrsmZ ha indotto un incremento nell’attivid@l promotore di
rsmZ Allo stesso momento non e stata registrata alatihata galattosidasica allorquando

i due vettori sono stati mobilizzati nel cepBoaureofacieng80-84 W (Tab. 3.3.4), ma in
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modo interessante la presenza di psrA in transcivi un incremento nell’attivita della

proteina GFP, come evidenziato nella foto 3.3.9.

3000
2500
o 2000
= 1500
:g
S 1000 -
500 -
0
1 2 3 4 5 6 7
-500 -
Trattamenti
N | Trattamenti | unita Miller [Errore Standard
1 30-84 Ice pKT2-Prsmz 16 2
2 30-84 Ice pKT2-PrsmZ/pLAF-psrACter 18 7
3 30-84 Ice pKT2-PrsmZ/pLAF-psrA 1837 14
4 30-84 pKT2-PrsmZ/pLAF-psrA 2514 70
5 30-84 W pKT2-PrsmZ 0 1
6 30-84 W pKT2-PrsmZ/pLAF-psrACter 5 0
7 30-84 W pKT2-PrsmZ/pLAF-psrA 8 4

Tab. 3.3.4 Effetto del cosmide pLAISrAsull’attivita del promotore dismZin diversi ceppi
di P. aureofaciens

3084w
pKT2-PrsmZ
3084W 3084W
pLAF-psrA pLAF-psrA
pKT2-PrsmZ pKT2-PrsmZ

Foto 3.3.9 Attivita GFP nel cepgt aureofacien80-84 W con pLAF psrA e pKT2-Prsmz
entrambiin trans.
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11. Mutagenesi del plasmide pPR510 R5000

Durante il corso del lavoro di tesi € stato effattuun approccio di mutagenesi del
plasmide pPR510 R5000 mediante l'uso del kit E&ZTM <Kan-2>Insertion Kit, con il
fine di silenziare i diversi geni localizzati subegione di 5000 paia di basi clonata nel sito
EcoRldel vettore pPR510.

Sono state isolate diverse colonie di DH5a resisteia a cloramfenicolo che a
kanamicina, le quali hanno presentato un frammen®® Kb clonato nel sit&ccoRIdel
vettorepPR510, frutto della trasposizione del gene contereesistenza alla kanamicina

all'interno dell'inserto derivante dall’analisi debsmide pLAF 13-6 (foto 3.3.10).

Foto 3.3.10 Vettori analizzati per la presenzatdepone Tn5 <Ka@> all'interno della regione «
5Kb del vettore pPR510 R5000 (pozzett)1-l ladder utilizzato in questa corsa elettretia € il
1Kb dell’'Invitrogen (pozzetto4).

II frammento di 6000 bp é stato eluito e purificatal gel di agarosio e clonato nel
cosmide pLAFR3 digerito coBcoR| e quindi trasferito nel ceppo DH5di Escherichia

coli, generando colonie resistenti sia a kanamicinaactetraciclina. | vettori creati sono
stati mobilizzati nel ceppo reporter. aureofacien80-84 ZN e i ceppi selezionati sono

stati saggiati per determinare l'attivita galattiasica(Tab. 3.3.5).
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900 -
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© 600
= 500
T
- 300
200 -
100 -
0 _
-100- 1 2 3 4 5
Trattamenti
N | Trattamenti [Unita Miller |Errore Standard
1 30-84 ZN pLAFR3 572 86
2 30-84 ZN pLAF R5000 Tn2a 11 15
3 30-84 ZN pLAF R5000 Tn2b 738 121
4 30-84 ZN pLAF R5000 Tn4a 601 116
5 30-84 ZN pLAF R5000 Tn4b 720 113

Tab.3.3.5 Effetto della regione R5000 mutagenizraiktrasposone TnpsrAsull'attivita
galattosidasica nel ceppo reporferaureofacien80-84 ZN.

| risultati ottenuti nei ceppP. aureofaciens30-84 ZN Tn2a e Tn2b, entrambi
derivanti dalla stessa reazione di mobilizzaziored dosmidi, sono statisticamente
differenti e allo stesso tempo non possono aveeeinterpretazione corretta. La perdita
dell’attivita inibitoria registrata nei cepg?. aureofaciens30-84 ZN Tn4a e Tn4b ha
comportato il sequenziamento della regione mutdiiézaando primer forniti dal EZ-
Tn5TM <Kan-2>Insertion Kit. | risultati del sequeamento ha evidenziato che in
entrambe i ceppi batterici il trasposone si € pos&to in una regione giacente tra gli open
reading frame 9 e 8, quest'ultima, in modo molteiassante, ha presentato un’omologia
di sequenza con il dominio LemA, altrimenti dettadS, proteina facente parte di sistemi
di trasduzione del segnale responsabile dell’'atiorze e regolazione di diversi metaboliti

secondari, tra cui le fenazine
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Capitolo IV

Conclusioni

Nell'ultimo mezzo secolo la ricerca e I'attivitaragpla sono state fortemente
orientate verso il preliminare obiettivo di esadtaal massimo il livello produttivo
delle colture. In questo contesto scarsa consideraz stata attribuita a forme di
difesa fitosanitaria alternative ai metodi di lottéassici, basati sull'utilizzo dei
fitofarmaci. Tale atteggiamento negli ultimi anni rautato, sia da parte dei
ricercatori, che da parte degli operatori agricali,seguito ad un movimento di
opinione che ha attraversato diversi strati saclationsumatori sono diventati piu
attenti alla qualita dei cibi che acquistano e adutti che offrono garanzie a tal
proposito sono di gran lunga preferiti. Sistemi afjricoltura ecocompatibili
(biologico, integrato) possono risultare, quindplta utili non solo per difendere la
salubrita degli agroecosistemi, ma anche per angpéamigliorare le prospettive di
guadagno dei produttori agricoli. In questo quadcerche mirate ad individuare
nuovi sistemi o agenti di controllo biologico assum una notevole rilevanza.

La biodiversita e di importanza fondamentale inlgjasi tipo di controllo
biologico, non solo per favorire il mantenimento dquilibri acquisiti che
sopprimono naturalmente l'insorgere di malattie, anahe per selezionare ceppi di
microrganismi antagonisti. Batteri appartenenti galppo degli pseudomonadi
fluorescenti hanno ottenuto ottimi risultati quandtlizzati come biofitofarmaci
(Ching-A-Woenget al, 2003) per cui in questo lavoro di tesi si € cercdi
individuare specie o biovar potenzialmente utillalianel controllo biologico. Dei
112 isolati, 30 sono risultati afferenti al raggpamento degli pseudomonadi
fluorescenti. Il confronto e I'elaborazione deiultsi ottenuti con i diversi metodi
d’identificazione (Test classici, API 20 NE, BIOLQGanno permesso di fornire un
inquadramento tassonomico chiaro degli isolati.

Le reazioni e le assimilazioni dimostrate versoediv composti , da parte
degli isolati saggiati con i test classici, sonatstmesse in relazione con i dati
riportati nel “Bergey’s Manual of Determinative Badology”. | profili ottenuti non

in tutti i casi risultavano essere identici a gueflortati nel manuale, ma fissato un
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certo limite di variabilita, le identificazioni deanti da essi sono state ritenute
valide. Un differente comportamento nell'assimita® di un determinato glucide e
stato interpretato come la capacita dell’individiligpotersi adattare alle opportunita
ecologiche fornitegli dal’ambiente. E’ stato irtfalimostrato da molti studi come
ambienti eterogenei determinino, nellambito dehgrePseudomonad’insorgenza
di genotipi specializzati per determinate nicchemlegiche (Rainey e Travisano,
1988). Questo comportamento, insieme alla competizie ad una serie di fattori
genetici (mutazione, ricombinazione e cosi viayyos® motivi che determinano
I'evoluzione delle popolazioni batteriche. Nel caswecifico essi risultano essere
causa dell’elevata diversita riscontrabile nell’atohiel generé®>seudomonaéSpiers

et al2000). Il ricorso ai test classici ha permessotttibaiire ad ogni isolato una
propria collocazione tassonomica.

Il sistema API 20 NE permette di identificare glolati batterici in funzione
del loro profilo biochimico. | vantaggi del metodono:

- Attendibilita nella classificazione delle specidtbeche.

- Rapidita, economicita e semplicita di attuazione.

Gli svantaggi del sistema sono invece:

- Mancata identificazione di alcune specie, come npabo di
Pseudomonas aureofaciens’API 20 NE viene utilizzato prevalentemente per
effettuare diagnosi in ambito clinico per cui i filiobiochimici dei batteri non
patogeni per 'uomo non sono riportati nella suadaadati.

- Insufficienza del metodo nella discriminazione 1m differenti
biovar afferenti alla specie. fluorescens

Il dendrogramma ottenuto dall’elaborazione statgstiei dati forniti dal test
API1 20 NE permette di osservare la formazione dipgr in cui sono riuniti batteri
afferenti ad una determinata specie insieme al@@ppiferimento (es: isolati dp.
fluorescendio | appartengono allo stesso clustePdfluorescen®io | ceppo 5916).
Tali risultati confermano l'attendibilita del metod

Il sistema BIOLOG permette lidentificazione dellgpecie microbiche
attraverso la definizione di un profilo nutrizioeal vantaggi del metodo sono:

- Attendibilita nella classificazione delle specidtbache.

- Rapidita del sistema.
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- Possibilitd di tracciare un profilo nutrizionalei dgngoli individui
preciso, in gquanto vengono saggiate contemporangan@b differenti fonti di
carbonio.

Gli svantaggi del metodo sono:

- Utilizzo di un sistema di classificazione confusellambito del
raggruppamento degli pseudomonadi fluorescentdati-base del BIOLOG test,
infatti, fa riferimento a differenti criteri tassomici.

- Errata identificazione della speciegseudomonas fluorescerthe
viene spesso identificata comeseudomonas tolaasiiln questo caso si pud
ipotizzare una carenza nel numero di ceppi utitizpar la definizione dei profili
inseriti nella banca dati come riferimenti.

- La lettura dei dati necessita di operatori che aloi una certa
familiarita con il metodo.

- Il metodo & economicamente oneroso.

Il dendrogramma ottenuto dall’elaborazione stat#stdelle reazioni delle
piastre BIOLOG e molto confuso. Esso non permeitearticolare particolari
considerazioni se non che i ceppi di riferimentdledeollezioni internazionali,
inseriti per confronto, sono raggruppati allinterndello stesso cluster
completamente distaccato dai nostri isolati. Ancheesto € indice dell’'estrema
variabilita delle popolazioni degli pseudomonadifiescenti.

Il ricorso alla metodica molecolare per I'identd&ione delle specie € gia in
uso da parecchi anni e per diverse entita bateifdleisburget al, 1991). | vantaggi
della PCR-RFLP sono:

Identificazione precisa nelllambito delle specid’deudomonas

Economicita rispetto ai metodi biochimici.

Gli svantaggi della tecnica PCR-RFLP sono:

Mancata identificazione delle biovar o biotipiRli fluorescens

Laboriosita del metodo

Necessita di tecnici capaci di eseguire ed intéaped risultati del sistema.

Il dendrogramma derivato dall’elaborazione dei firdf restrizione permette
di visualizzare dei raggruppamenti assimilabili weldj ottenuti con I'elaborazione
dei risultati del’API 20 NE, fornendo buone indiani anche sulle biovar. La

tecnica della PCR-RFLP permette infatti di mettereieme i diversi ceppi della
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collezione con i riferimenti cosi da distinguerdtamente le biovar |, Ill e V dP.
fluorescens

In definitiva I'identificazione dei nostri isolaé stata possibile integrando le
classificazioni fornite da ciascun metodo e intetpndo le informazioni ottenute
mediante I'analisi dei risultati ottenuti dai digesistemi di identificazione.

| saggi in vitro hanno permesso di individuare i 14 ceppi che hanno
maggiormente evidenziato attivita di antibiosi contfitopatogeniBotrytis cinerea,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, , Rhizoaaulani, Phytium ultimum.

La caratterizzazione é stata effettuata contro tqneiseti in modo da poter
ipotizzare quali siano meccanismi che permettogqaesto gruppo di batteri di poter
esercitare attivita antagonistica. La caratteriggaz si € basata sull'accertamento
della produzione di alcuni metaboliti secondarilgs@erofori e chitinasi. L’attivita

di antibiosi dei nostri isolati puo essere riasaurgl seguente schema:

Ceppi | Produzione disiderofori [  Produzione di chitinas
Mipaf 26
Mipaf 62
Mipaf 71
Mipaf 72
Mipaf 73
Mipaf 80
Mipaf 114
Mipaf 116
Mipaf 117
Mipaf 118
Mipaf 119
Mipaf 120
Mipaf 121
Mipaf 122

+ + + 4+ + + + + + +
1

+ + +
1

Si pud supporre che alcuni batteri attivino conterapeamente piu
meccanismi per poter prevalere sui funghi fitopatogL’'M119 € I'unico ceppo che
non produce nessuno di questi metaboliti e |a ttivité di antibiosi potrebbe essere
connessa alla produzione di antibiotici o enzimtcili (glucanasi, cellulasi,
emicellulasi). L'analisi congiunta dei risultati l&e prove in vitro e della
caratterizzazione metabolica indica che i ceppi atiivi sono quelli produttori di
fenazine.

La produzione delle fenazine é stata finora caiattata in diversi ceppi

batterici, quali Pseudomonas fluorescen2-79 (Thomashow etal., 1989)
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Pseudomonas chlororaphBCL1391 (Bloemberg edl., ) ed infinePseudomonas
aureofacies30-84 (Pierson e Thomashow, 1992). Gli studi afédt su quest’ultimo
ceppo batterico hanno permesso di evidenziare haplassita dei meccanismi
molecolari tesi alla regolazione della produzionei @omposti fenazinici. La
caratterizzazione di tali meccanismi ha lo scopmttimizzare I'impiego di ceppi
batterici afferenti alla speci®. aureofaciensnel controllo biologico di funghi
fitopatogeni.

La produzione di fenazine € la risultante di unmugbicazione intraspecifica
mediata attraverso la sintesi di piccole molec@gnsli che nel caso del ceppo
aureofaciens30-84 sono esanoil omoserina lattoni. Tali molecgggnali una volta
raggiunta una concentrazione soglia o quorum, portdl'attivazione di un fattore
trascrizionale responsabile dell’attivazione dettascrizione dell’operone delle
fenazine PhzXYFABCD (Piersonet al, 1994; Piersoret al, 1995; Woodet al,
1997).

Parte dello studio ha avuto come obiettivo la ¢araizazione della regione
intergenica compresa tra il gepbzRed il genephzX andando ad evidenziare quali
regioniin cis siano coinvolte nella trascrizione del suddetterope. La regione di
circa 800 paia di basi e stata suddivisa mediad@B B digestioni enzimatiche in
differenti frammenti, che sono stati inseriti inéiglentemente a monte di un gene
reporter [acZ o uidA) per constatare quale di queste consentiva larizasne di tali
geni.

Nella prossimita del codone di inizio del ggtezXsono state identificate le
pill comuni sequenze consenso necessarie per taiziase, quali la posizione — 35
il TATAA Box riconosciute dalla subunita sigma @gelRNA polimerasi, ed anche |l
dominio Shine e Dalgarno necessario per il ricomeento della molecola
ribonucleotidica nascente da parte dei ribosomii Jequenze consenso non sono
state riscontrate nella parte di regione genomioagama al codone di inizio ghzR

Dal lavoro svolto e stato verificato che I'attivitascrittoria dei geni reporter
aumenta in modo sensibile allorquando la regionelizzata € mancante delle
sequenze nucleotidiche appartenenti all'open reaftaame diphzR | frammenti di
amplificazione F1R1 e F1R2, che includono soltgrdde della regione prossima a
phzX,inducono un incremento delle unita di betagalatass prodotte pari a 5 volte
le unita prodotte nel momento in cui la regioneeiigénica intera e stata clonata a

monte del gene reportdacZ Cido pud essere dovuto o alla eliminazione nei
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frammenti FIR1 e F1R2 di una sequenpa cis riconosciuta da un fattore
trascrizionale che va ad influenzare negativamémnieonoscimento del promotore
da parte di PhzR oppure alla assunzione di unardetata struttura della regione
intergenica che non consente il legame di PhzRsallmenza consenso.

Nel lavoro svolto e stato possibile individuare $&quenza consenso
riconosciuta da PhzR mediante I'analisi del frammneR3R1. Tale sequenza é
mancante della meta di una regione palindromicdraennel sito di restrizione di
Bglll e che va a sovrapporsi alla regione —35 deputdémame con il fattore sigma
della RNA polimerasi. La mancanza di tale sequexmraporta la drastica riduzione
della produzione di unita Miller allorquando il franento F3R1 & posizionato a
monte del gendacZ. Le unita prodotte sono di gran lunga inferiori afjaantita
prodotta nel caso in cui il suddetto gene repogterontrollato dall'intera regione
intergenica. | dati fanno supporre che la regiomaiazata sia riconosciuta da PhzR e
quindi che sia di fondamentale importanza nellasdrzione dell’operone delle
fenazine. In base a tali risultati la regione catatr in posizione -60
(CACTACAAGATCT GGTAGT) € stata denominata “phz box”.

Nel frammento F2R1 é stata distrutta una second@me palindromica
(GCGGRTGCAGCCAGCCCGC)centrata nel sito di restrizione di Pstl localizzan
posizione —93 dahzX onde poterne valutare I'effetto sulla trascrigatell’operone
delle fenazine. Durante il lavoro di tesi non etestpossibile costruire un vettore
reporter in cui il suddetto frammento fosse posiaio a monte del gene lacZ,
sebbene il prodotto di amplificazione sia statemito senza problemi di sorta. La
caratterizzazione di questo frammento nucleotididateressante in quanto sarebbe
possibile ridurre ulteriormente la regione nucldioth deputata all’attivazione della
trascrizione dell’operone delle fenazine.

La differenza minima nella produzione di unita Miltra i frammenti F1R1 e
F1R2 lascia ipotizzare che la regione localizzedda posizione —33 e la posizione +
94, caratterizzata da un alto contenuto puriniaeli@a e timina), non giochi un
ruolo importante nella trascrizione dell’operondleléenazine. Una ulteriore prova
che tale regione non sia coinvolta in una regolazidella trascrizione potrebbe
derivare dallo studio dell'attivita di un promotorestitutivo seguito da tale regione

ad alto contenuto purinico.
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phz| phzR phzXYFABCD

-93 -60 -35 -10 +1

[ T v | ! l
: | TATAAA ! .
- phzR i l i phzX
| | Pstl box GTTCCA g | |
| | i o
| ! phz box ! I .
i : CACTACAAGATCT GGTAGT : : |
: | : i : Unita Miller
= i
¥ 0.8Kb I : ; ¥ 448 +/- 110
FIR1 ¥ ; :
: : i 2250 +/- 353
F1R2 + . y 1849 +/- 296
F3R1 \ 67 +/- 31
F2R1 2777

Fig. 4.1 Attivazione del gendacZ in presenza di diversi frammenti derivanti dalla regione nucleotidica
presente traphzRe phzX.
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L'importanza del fenomeno del quorum sensing € astdimostrata
introducendo vettori reporter in cui il genelA era governato dal frammento F1R1 o
F1R2 in trans nei ceppi P. aureofaciens30-841 e P. aureofaciens30-84R,
rispettivamente mancanti @hzl e phzR In entrambi i casi non & stata riscontrata
alcuna attivita del gene reporter pertanto € pdestioncludere che I'attivazione del
promotore dell'operone delle fenazine € strettamdegata alla presenza di fattori
proteici Phzl e PhzR entrambi funzionali.

La biosintesi delle fenazine ed il fenomeno del rgoo sensing sono
controllati da due sistemi di trasduzione del ségmaali il ben noto GacS/GacA
(Chanceyet al,1999) e il sistema di cui fa parte RpeA (Whisdeal,2003).

Il ceppo P. aureofaciens30-84 W e mancante di un sistema GacS/GacA
funzionale e pertanto non é capace di produrrezfepala mobilizzazione in tale
ceppo mutante del vettore reporter pKT2 F1R2-lac? Ha permesso di evidenziare
come la mancanza del fattore GacS/GacA possaanditi attivazione del promotore
dell'operone delle fenazine. La mancanza del fattGacA e traducibile in una
riduzione di circa venti volte nella produzioneudiita Miller; questa drastica
diminuzione sarebbe ascrivibile alla riduzione agalintesi di molecole segnale come
dimostrato da Chancest al, (1999) oppure ad una interazione diretta di GagA il
promotore dell’operonphzXYFABCD

Il vettore pKT2 F1R2-lacZ Tté stato introdottan trans anche nel ceppo
mutanteP. aureofacien80-84 RpeA, in cui il genepeA e stato distrutto mediante
ricombinazione omologa. Tale ceppo mutante produice maggior quantita di
fenazine ed ha la capacita di produrre tali mokecahtibiotiche anche quando
allevato su substrati poveri laddove il ceppo wijghe € incapace di produrne.
L’attivita betagalattosidasica é risultata maggioed ceppo 30-84 RpeA che nel
ceppo 30-84 Ice phzB::inad confermando che RpeA sia responsabile di un
controllo negativo della espressione delle fenafilkistler et al, 2003). Tali dati
sono stati confermati anche utilizzando il vettm@porter pKT2 F1R24dA-cat-lacZ
mobilizzato nel ceppo mutanfa aureofacien80-84 RpeA ZN ghzB::lacd in cui
I'attivita glucoronidasica ha raggiunto valori mémg di cinque volte a quelli
ottenuti nel ceppo 30-84 Ice addizionato con lestevettore.

La produzione di fenazine é regolata da altri fatjoali RpoS e il sistema di

regolazione posttrascrizionale RsmghZ ma sono presenti diverse regioni
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genomiche dPseudomonas aureofacie86-84 che sebbene inducano cambiamenti
nella regolazione della biosinteisi delle fenazim& sono state ancora caratterizzate.
Una di queste regioni e stata clonata nel cosmidd-pl3-6 ed e stata caratterizzata
nel corso del presente studio.

La successione di diverse reazioni di restrizioelecdsmide pLAF 13-6 e la
successiva analisi dei frammenti ottenuti ha porédifidentificazione di una regione
genomica di 5000 paia di basi aventi un’attivitabitoria sulla produzione di
fenazine. L’introduzione di tale regione trans mediante 'uso del cosmide pLAF
R5000 produceva una riduzione nellattivita galsilasica nel ceppoP.
aureofaciens30-84 ZN ed una mancata produzione di fenazinerapagnata da una
riduzione nell’accrescimento nel ceppo wild type.

La successiva analisi della suddetta regione gereomiediante analisi di
restrizione ha comportato la suddivisione di ess8 frammenti di 450, 1500 e 3000
galattosidasica nel ceppo 30-84 ZN. | tre frammadntiestrizione sono stati prodotti
mediane digestione con I'enzingall, pertanto e stato ipotizzato che un sito di taglio
fosse presente nel gene responsabile della inf@zdella trascrizione del costrutto
genicophzB::lacZ

Uno dei due siti di taglio dball € presente tra gli open reading frames 8 e 9
che presentavano rispettivamente una omologia eomA_(GacS) e con un dominio
proteico transmembrana. L’ipotesi che la distrueioih un gene avente omologia di
sequenza cogacSpossa aver annullato I'attivita negativa del casrpLAF R5000
e stata verificata mediante I'analisi di trasforiaz effettuate utilizzando il EZ-
Tn5TM <Kan-2>Insertion Kit.

L’inserzione del trasposone Tn5 in una regione aesgtra i ORFs 8 e 9
ha prodotto risultati simili a quelli ottenuti céa semplice digestione del frammento
di 5000 bp con I'enzim&all. E molto probabile che ORF8 e ORF9 codifichino per
una proteina avente funzioni simili a GacS e ,guitad sua presenza possa in un
modo indiretto alterare i pathway metabolici delppe 30-84 riducendo la
produzione di fenazine. Per poter verificare ledmitk ipotesi sara clonata via PCR
la regione identificata come ORF8 e ORF9 e trasfen trans sia nel ceppd.
aureofaciens30-84 ZN sia nel ceppo wild type onde verificaoene e se queste due

regioni sono in grado di modificare I'espressioed’dperone delle fenazine.

114



Come detto precedentemente, nessuno dei tre frathdenvanti da pLAF
R5000 produceva riduzione nella attivita galattasida nel ceppo reporter 30-84 ZN
anzi, in modo sorprendente, il frammento di 150@& gk basi clonato nel cosmide
pLAF RH1500 induceva un aumento nella produziontkazine quando introdotto
in trans nel ceppo wild type. Il ceppo wild type recantgieomultiple del suddetto
costrutto presentava la capacita di produrre feragu substrati poveri, quali 'M9 a
differenza del ceppo wild type.

Il sequenziamento ha portato all'identificazioneddie open reading frames
aventi entrambi una funzione di razionalizzaziomd’ehergia metabolica. Infatti
ORF1 codificava per una nucleoside fosforilasi ggdlatterizzata irP. aeruginosa
nel lavoro di Sekowska Aet al, (2004). Tale gene appartiene ad un pathway
metabolico interessato nella metabolizzazione defietionina, denominato
“Methionine Salvage”. La riutilizzazione della nm@tina comporta un incremento
della S- adenosil metionina altrimenti detta SAMe cappresenta il substrato da cui
prende inizio la sintesi delle molecole segnalierave N- acil-omoserina lattoni. Un
incremento nella produzione di molecole segnalirgidie ridurre il tempo di
riconoscimento del fattore trascrizionale PhzR egoto ridurre il tempo necessario
per I'inizio della sintesi delle fenazine.

Per quanto concerne ORF2 esso codifica per unaehl-gtucosamminidasi
denominata NagZ, che dal lavoro di Patlkal, (2001) é stato ricondotto al pathway
metabolico collegato alla riutilizzazione dei compati della parete cellulare (Cell
Wall Recycling). E’ stato ipotizzato che il rispaom energetico dovuto
all'introduzione di tale enzima associato al rispar energetico derivante dalla
riutilizzazione della metionina conferisce allalakl batterica una maggiore capacita
energetica tale da garantire la produzione di utabmita secondario Il frammento
genico compreso tra i siti di taglibcoRl e BamHI del cosmide pLAF RH1500 e
stato reintrodotto nel cosmide pLARtnp e quindi e stato mobilizzation trans nel
ceppo wild type. Il frammento genico, sebbene rapgntasse la quasi totalita del
gene codificante per una purina fosforilasi, nonripaodotto un fenotipo simile a
guello esibito dal cosmide pLAF RH1500. Tale dabirgbbe essere dovuto al fatto
che il gene introdotton trans non fosse integro pertanto pud essere utile céonar
entrambi i geni mediante PCR. Trasferirli distinearte in vettori specifici per le
pseudomonadi fluorescenti e studiare la propriduémza sulla produzione di

fenazine.
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Nella regione di 3000 paia di basi clonata nel ddenpLAF RH3000 e stato
identificato un gene codificante per il fattorestazionale PsrA, identificato da
Kojic e Venturiet al, (2001). Tale regolatore genico € coinvolto nedgolazione
della trascrizione del genpoS codificante per il fattore sigma 38 o altrimedéitto
sigma S responsabile della trascrizione di tuttgani caratterizzanti la fase
stazionaria. Sempre Kojiet al, nel 2002 hanno dimostrato che PsrA si va a éegar
direttamente al promotore del gerpoS ad una sequenza palindromica denominata
per tale motivgpsrA box In Pseudomonas chlororaphi®CL1391 e stato dimostrato
che tale fattore trascrizionale e collegato alladpzione del composto fenazinico
PCN (Fenazina 1- carboxammide).

Chin-A Woenget al, 2005 difatti hanno dimostrato che la distruziated
gene psrA induce un incremento nella produzione delle femazin piu € stato
verificato che il ceppo PCL1391 mancante di psrih grado di produrre fenazine
anche in assenza del fattore trascrizionlare PlseBbene nel ceppo wild type la
presenza di PhzR sia essenziale per la produzidR€N. Tale dato riconduce a dati
precedentemente ottenuti da Whistler e Pierson3 2@#)lo studio condotto sulla
proteina RpeA. Il ceppd. aureofaciens30-84 mancante di un fattore RpeA
funzionale e capace di produrre fenazine ancheolsldenisse distrutto il gene
codificante per PhzR, lasciando ipotizzare pBeA e rpeA appartengono a sistemi di
controllo delle fenazine che esulano dal sisteniguaerum sensing.

Durante il nostro lavoro il genpsra di Pseudomonas aureofaciegsstato
identificato e clonato in cosmidi specifici pergeeudomonadi. La introduzione di
copie multiple di tale genen trans nel ceppo wild type ha comportato la totale
riduzione della produzione delle fenazine mentrimeoduzione del cosmide pLAF-
psrA quando presenia transnel ceppo over produttore di fenaziPeaureofaciens
30-84 RpeA, ha determinato un ulteriore incremergtla produzione di fenazine.
Tale risultato lascia ipotizzare che il fattore R srecessita dell’attivita di RpeA per
poter espletare il proprio controllo negativo stiiasintesi delle fenazine.

Il ceppo wild type con copie multiple di pLABSrAin transé stato saggiato
anche per altri metaboliti secondari quali I'acidanidrico e le proteasi. Il suddetto
ceppo era capace di produrre entrambi i metals®itondari su menzionati e cido ha
portato ad ipotizzare che il fattore PsrA potesssere responsabile dell’attivazione
di fattori legati alla produzione di altri metalioBecondari come ad esempio l'acido

cianidrico. Nel ceppo 30-84 a valle del germS é stato identificato un gene
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codificante per la molecola di RNA non codificamemZ che nel ceppo di
biocontrollo Pseudomonas fluorescensCHAO ¢é legato alla regolazione
dell’'espressione postrascrizionale dell’'operdrwaAB responsabile della biosintesi
dell’acido cianidrico.

A tale proposito é stata esaminata la regione aendel gene codificante per
rsmZed & stata identificata una regione riconducibileia psrA box. E stato quindi
studiato il ruolo di psrA sulla espressione deldattb RNA regolatore. Un ceppo
reporterP. aureofacien80-84 ICE phzB::inaj é stato trasformato con il costrutto
pKT2 PrsmZ-lacZ,in cui il promotore dirsmZé stato clonato a monte del gene
reporterlacZ mancante per I'appunto di un promotore. Un incnetmedell’attivita
galattosidasica e stato registrato quando il ctistplLAF-psrA e stato mobilizzato
nel suddetto ceppo attestando la capacita delréaRerA di attivare il promotore di
rsmZ

| due vettori elencati precedentemente sono stakiilimzati anche nel ceppo
P. aureofaciens30-84 W, ceppo mancante di un fattore GacA furadienIn
Pseudomonas fluoresce@$1A0 é stato dimostrato clismZeé trascritto soltanto nel
momento in cui il ceppo batterico presenta il sigtea due componenti GacS/GacA
integro e funzionale (Haas e Heeb, 2001). PsrA aom grado di attivare Il
promotore drsmZquando presente nel ceppo 30-84W, tale dato irdfiiedl sistema
GacS/GacA esplica la propria azione regolatoritaduhscrizione dismZ mediante
I'azione di PsrA. E stato notato che & possibilprapzare una sensibile differenza
nell’attivita del gene GFP del vettore pKT2shZ-lacZquando nel ceppo 30-84 W
tale plasmide coabita con il cosmide pLABFA La maggiore emissione di
luminescenza e un dato interessante data la mamchnma differenza sostanziale
nell’attivita galattosidasica.

Dato che PsrA controlla la trascrizionerdmZ e RpoS, e siccomesmZ e
implicato nel controllo posttrascrizionale di Rp@Spotizzabile che il contenuto del
trascritto dirpoS subisca un incremento nel ceppo aureofaciens30-84 quando
presenta extra copie di pLABSrA tale da inibire la produzione di fenazine
determinando la trascrizione di geni collegati &lse stazionaria. E ipotizzabile tra
I'altro anche un controllo diretto di PsrA sul fag PhzR, il tutto mediato dal
sistema a due componenti di cui fa parte RpeA.

Il legame di PsrA con i fattori GacS/GacA, RpeA,o8persmZ tutti legati

alla produzione di fenazine, indica la necessitardilizzare i meccanismi molecolari
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che sottendono alla interazione dei diversi fattoai di loro. Cido consentira di
chiarire ulteriormente il processo di biosintesilel fenazine e quindi poter elaborare
nuove strategie che possano essere utilizzate preliorare la “fitness”
dell’antagonista nel’ambiente e quindi la sua c&tiia nel controllo di patogeni

vegetali.
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