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F. Rampazzi, M. Tonolla e R. Peduzzi (eds.): Biodiversita della Val Piora - Risultati e prospettive delle “Giornate della biodiversita”

La diversita microbica del Lago Cadagno
e degli endoliti della Val Piora
(Cantone Ticino, Svizzera)
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Riassunto. La conoscenza della diversita microbica nell’ambiente naturale € limitata, nonostante gli sforzi
intrapresi nell’ultimo decennio in questa direzione. Il Lago Cadagno in Val Piora, grazie al fenomeno raro
di “meromissi crenogenica”, esibisce una grande ricchezza di popolazioni batteriche e si presta quindi
molto bene per studi sulla diversita microbica, peraltro gia intrapresi nel corso degli ultimi 30 anni. Nel-
I’ambito del progetto “48 ore della biodiversita in Val Piora” abbiamo raggruppato tutti i dati raccolti finora
sui batteri provenienti da cinque ambienti: lo strato acquoso superiore (mixolimnion) del lago, quello in-
termedio (chemoclino) e quello inferiore (monimolimnion); i sedimenti del lago; la comunita di batteri en-
doliti che vivono in strati situati nelle rocce dolomitiche della Val Piora. Abbiamo analizzato la diversita
batterica in questi ambienti usando un approccio basato sulle librerie del gene 16S rRNA comprendenti
475 cloni. In base a questi dati la diversita piu alta & stata trovata nel chemoclino (indice Shannon di 2.3),
seguito dal monimolimnion (2.2). Le sequenze affiliate al phylum Proteobacteria sono le pili frequente-
mente trovate nel chemoclino, nel monimolimnion e nei sedimenti, seguito dai Bateroidetes. Il mixolimnion
ospita principalmente batteri del phylum Actinobacteria, mentre gli endoliti sono composti in maggioranza
da cianobatteri. All'interno dei Proteobacteria, la classe dei Deltaproteobacteria (anaerobici) predomina
nei sedimenti e nel monimolimnion. Il chemoclino & invece dominato dalla classe dei Gammaproteobac-
teria, che comprendono la famiglia delle Chromatiaceae.

Microbial diversity of Lake Cadagno and of the endoliths in the Piora Valley (Canton Ticino, Switzerland)

Abstract. Our knowledge of microbial diversity in the natural environment is limited, despite the efforts
undertaken in this direction during the last decade. The Lake Cadagno in the Piora Valley (Switzerland),
thanks to its rare phenomenon of “crenogenic meromixis”, exhibits a great richness of bacterial populations
and is therefore very suitable for studies on microbial diversity, studies already undertaken in the last 30
years. Within the framework of the project “48 hours of biodiversity in Piora Valley” we grouped all data
collected until now on the bacteria from five habitat types: the upper water layer (mixolimnion) of the lake,
the intermediate layer (chemocline) and the lower layer (monimolimnion); the lake sediments; the bacterial
community living in the internal layers of the dolomite rocks of the Piora Valley, i.e., endoliths. We analyzed
the bacterial diversity in these habitats using a 16S rRNA gene library approach comparing 475 clones.
Based on this data the highest diversity was found in the chemocline (Shannon values of 2.3), followed by
the monimolimnion (2.2). The sequences affiliated to the Proteobacteria phylum were the most frequently
found in the chemocline, the monimolimnion, and the lake’s sediments, followed by Bacteroidetes. The
mixolimnion harbors bacteria mainly belong to the Actinobacteria phylum, while the endoliths are mainly
composed by Cyanobacteria. In the Proteobacteria, the Deltaproteobacteria class (anaerobic bacteria) pre-
vails in the sediments and in the monimolimnion. The chemocline is instead dominated by the Gammapro-
teobacteria class, which includes the Chromatiaceae family.

Keywords: microbial communities, bacterioplankton, meromictic lake, endoliths, 16S rRNA

INTRODUZIONE

Con il suo eccezionale patrimonio idrico la
regione di Piora ha contribuito allo sviluppo
della limnologia (lo studio delle acque dolci)
in Europa, servendo come base per lavori di
ricerca sulla limnobatteriologia (DUGGELI
1919), la fauna acquatica (BORNER 1928) e la
dinamica del plancton (BorNER 1920). Il Lago
Cadagno in particolare costituisce un sistema

raro e complesso che ne ha fatto I'oggetto di
maggior richiamo scientifico della regione.
Esso presenta un fenomeno unico su tutto
I'arco alpino, definito “meromissi crenogeni-
ca” (fig. 1): lo strato inferiore dell’acqua del
lago (monimolimnion), privo di ossigeno, &
ricco di sali disciolti provenienti da sorgenti
solforose sottolacustri ed & separato da quello
superiore (mixolimnion), normalmente ossi-
genato e povero di sali minerali. Tra le due
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Fig. 1 — La meromissi nel
Lago Cadagno.

Fig. 2 —Alcuni dei maggiori
morfotipi batterici trovati nel
chemoclino del Lago Cada-

gno (foto M. Tonolla).

parti, che sono come due laghi sovrapposti,
si creano le condizioni ideali per lo sviluppo
massiccio di batteri fotosintetici anaerobici ad
una profondita di circa 12 m, nello strato
chiamato chemoclino. Questi batteri contri-
buiscono significativamente alla produzione
primaria del lago approfittando della luce pe-
netrante attraverso lo strato superiore del
lago, cosi come di molti composti chimici
quali solfuro, magnesio, carbonato, solfato,
ammonio, fosfato e ferro disciolto, che si dif-
fondono verso l'alto dallo strato acquoso
anossico (TONOLLA et al. 1988, Pepuzzi 1990,
Pepuzzi 1993, TONOLLA et al. 1998, DeL DoN
et al. 2001). Inoltre essi costituiscono un fil-
tro, impedendo all’idrogeno solforato tossico
proveniente dallo strato acquoso inferiore, di
risalire nello strato ossigenato superiore.
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Con la sua ricchezza di popolazioni batteri-
che il Lago Cadagno si presta molto bene per
studi sulla biodiversita microbica, una com-
ponente degli ecosistemi naturali ancora lar-
gamente inesplorata (D’AURIA et al. 2010).
'elevata biodiversita microbica funge da mo-
dello ideale per la comprensione del ruolo
dei microorganismi nei cicli biogeochimici
globali, importanti nello studio dell’evoluzio-
ne della Terra (HAM et al. 2009, Dahl et al.
2010). La biodiversita microbica del Lago
Cadagno e stata oggetto di numerosi studi nel
corso degli ultimi tre decenni (v. Appendice).
A causa delle difficolta di messa in coltura
dei microrganismi ambientali, lo studio delle
popolazioni batteriche si e focalizzato, gia a
partire dal 1992, su delle osservazioni in situ

a - -

Chromatium okenii

Morfotipo R

&

Fototrofi di piccola taglia

con, da una parte, metodi di colorazione to-
tale degli acidi nucleici (DAPI e arancio di
acridina) e dall’altra I’applicazione di tecni-
che molecolari come la filogenia basata sulle
sequenze degli RNA ribosomici (DEMARTA et
al. 1998, ToNOLLA et al. 1998). Questo ap-
proccio ha permesso di osservare le distribu-
zioni nella colonna d’acqua di diverse popo-
lazioni batteriche in diversi periodi
dell’anno. In piu ha permesso di stabilire la
distribuzione di morfotipi caratteristici e ben
discernibili come Chromatium okenii e il
morfotipo R (BENSADOUN et al. 1998, TONOLLA
etal. 1998) (fig. 2). Libridazione cellulare in
situ (applicazione di sonde oligonucleiche
che si ibridano con gli RNA ribosomici 165
e 23S dei batteri) ha aperto la possibilita di
una detezione che va dai grandi gruppi siste-
matici alle specie e sotto specie. Le analisi si
sono focalizzate su diversi ambienti del lago,
come lo strato acquoso superiore aerobico
(GREGERSEN et al. 2009), lo strato acquoso in-
feriore anossico (TONOLLA et al. 2005b, GRE-
GERSEN et al. 2009), il chemoclino (TONOLLA
et al. 1999, BossHARD et al. 2000a, TONOLLA
et al. 2000, 2005a, 2005b, GREGERSEN et al.
2009, HALM et al. 2009) e i sedimenti (BoTTI-
NELLI risultati non pubblicati, BOTTINELLI 2008,
SCHUBERT et al. 2011). Sono anche state de-
terminate di recente alcune nuove specie di
batteri, che portano il nome del lago (Thio-
cystis chemoclinalis e Thiocystis cadagno-
nensis) (Pepuzzi et al. 2010). L'impiego di
tecniche molecolari ha infine consentito
I’analisi dei resti di batteri fossili estratti dal
sedimento profondo del lago (fino a 9 m di
profondita) per tracciare |"evoluzione tempo-
rale dei popolamenti microbici sull’arco di
tutta la storia del lago (Ravasi et al. 2012).

Nonostante le analisi molecolari abbiano
permesso la raccolta e il sequenziamento del
gene 16S rRNA di oltre 500 ceppi batterici
provenienti dal lago, solo una piccola parte
di essi ha potuto essere classificata con pre-
cisione, ai livelli tassonomici di famiglia e ge-
nere (TONOLLA et al. 1999, 2005a, HALM et al.
2009). Per la maggior parte dei ceppi sequen-
ziati si e riusciti ad identificare unicamente il
gruppo di appartenenza al livello tassonomi-
co di classe. Questo e dovuto all’assenza di
banche dati batteriche ben fornite al momen-
to in cui questi studi venivano completati.
Avendo oggi a disposizione banche dati piu
aggiornate per la costruzione di alberi filoge-
netici, abbiamo considerato opportuno rag-
gruppare i dati ricavati dagli studi citati e di
usarli per la costruzione di un albero filoge-
netico che possa darci maggiori informazioni
riguardo I'identita dei batteri isolati dal lago
e non ancora classificati. Il nostro lavoro non
si basa quindi sull’identificazione di specie
nell’ambito del progetto “48 ore della biodi-
versita in Val Piora” ma sulla sintesi di dati
gia raccolti in studi precedenti, necessaria per
completare il lavoro svolto finora. In effetti,
considerando i costi e i lunghi tempi neces-
sari all’analisi molecolare (raccolta campioni,
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estrazione DNA dai batteri, sequenziamento
dei geni, analisi delle sequenze) sarebbe stato
impossibile ricavare una quantita consistente
di dati in sole 48 ore. Gli obiettivi di questo
progetto sono dunque di descrivere la diver-
sita microbica presente nel Lago Cadagno e
negli endoliti usando il gene 16S rRNA come
marcatore molecolare; abbiamo raccolto i
dati delle librerie di cloni esistenti in un’uni-
ca banca dati, per cinque componenti am-
bientali: mixolimnion, chemoclino, monimo-
limnion, sedimenti e endoliti.

MATERIALI E METODI

Area di studio e raccolta dei dati

Il Lago Cadagno é stato originato dall’erosio-
ne glaciale dell’ultimo periodo di glaciazione
e ha un’eta stimata tra gli 8'000 e i 10'000
anni (KRIGE 1918, BOUCHERLE & ZULLIG 1988,
StapFER 1991, DEL DoN et al. 2001). Il piccolo
lago alpino (lunghezza: 830 m, larghezza:
420 m, area di superficie: 0.26 km2, profon-
dita massima: 21 m) & situato nella parte Sud
delle Alpi svizzere a 1921 m slm, nella Val
Piora (latitudine: 46°33’N; longitudine:
08°43’E). Il Lago Cadagno presenta il fenome-
no, ormai unico in tutto I'arco alpino, della
meromissi crenogenica (fig. 1). Il mixolimnion
ha un volume di ca. 2.5 x 106 m3, mentre il
monimolimnion ¢ piu di dieci volte piu pic-
colo, ca. 0.2 x 106 m3. Il chemoclino si svi-
luppa a una profondita di ca. 8-14 m ed e ca-
ratterizzato da gradienti marcati nella
concentrazione di componenti chimici (HAN-
SELMANN & HUTTER 1998, PepuzzI et al. 1998,
DeL DoN et al. 2001).

I lavori su cui ci siamo basati per raccogliere
le sequenze del gene 16S rRNA da analizzare
sono elencati nella tabella 1. Le 475 sequenze
utilizzate in questo studio sono state costruite
a partire da ceppi batterici di diversi campioni
ambientali del Lago Cadagno (tab. 1), quali
I'acqua proveniente da varie profondita e i se-
dimenti raccolti dal fondo del lago. In un

unico caso (SIGLER et al. 2003) i batteri se-
quenziati non provengono dal Lago Cadagno,
ma da campioni di due diversi strati di bio-
massa (dolomite con sfumature di verde e di
rosso) estratti dalla roccia dolomitica in diver-
se ubicazioni casuali della Val Piora. Questi
batteri vivono all’interno della roccia e sono
chiamati endoliti (HORAT et al. 2006). Nella
tabella 1 vengono indicate le origini dei cam-
pioni come pure i numeri di accesso con i
quali le sequenze del gene 16S rRNA sono
state depositate nelle banche dati EMBL/Gen-
Bank. Per i metodi dettagliati delle procedure
di campionamento, estrazione di DNA, am-
plificazione del gene 16S rRNA, clonaggio e
sequenziamento rimandiamo agli articoli di
riferimento (tab. 1).

Analisi filogenetiche

Le sequenze sono state analizzate con il pac-
chetto software ARB [versione 5.2-org-6779;
O. Strunk and W. Ludwig, Technische Univer-
sitit Miinchen (http://www.arb-home.de);
LubwiG et al. 2004]. Le sequenze sono state
dapprima raggruppate in un file e poi impor-
tate in ARB e allineate con lo strumento SINA
accessibile sul web [(SILVA INcremental Ali-
gner), http://www.arb-silva.de/aligner]. Gli al-
lineamenti sono stati controllati e corretti ma-
nualmente dove necessario. Gli alberi
filogenetici sono stati creati aggiungendo le
sequenze studiate alla database LTP_s102 SSU
contenente ~ 8000 sequenze del gene 16S
rRNA (small subunit) e compilato da YArzA e
collaboratori (2008). Il database puo essere
scaricato come file ARB da http://www.arb-
silva.de/projects/living-tree/. Una volta inserite
le sequenze nel database LTP_s102, gli alberi
filogenetici sono stati creati usando I’analisi di
parsimonia in ARB, che permette |’aggiunta di
sequenze corte (<1,400 basi) a alberi filoge-
netici esistenti senza cambiare la topologia
globale degli alberi (LubwiG et al. 1998). Le
sequenze sono state controllate per la presen-
za di chimere con i seguenti programmi:
OrientationChecker [versione 1.0, ASHELFORD

Tab. 1 — Numeri di accesso,
origine e referenza delle se-
quenze del gene 165 rRNA
dei cloni che sono stati uti-
lizzati in questo studio.

Numero di accesso cloni

Origine campione

Referenza

AJ006021, AJ006057-AJ006063,
AJ223234, AJ223235

Acqua chemoclino

ToNoOLLA et al. 1999

AJ389622-A)389629

Acqua chemoclino

ToNOLLA et al. 2000

AF107316-AF107337, AF109140

Acqua chemoclino

BossHARD et al. 2000a

A)543755-A)534760

Sedimento anossico

BOTTINELLI, inedito

AY153448-AY153464

Strati di dolomite verde e dolomite rossa

SIGLER et al. 2003

A)J831742-A)831747, A)J831751,
AJ831752

Acqua chemoclino

TONOLLA et al. 2005a

AJ316020-A)316024

Acqua monimolimnion

ToNoOLLA et al. 2005b

A)J831748-A)831750, AJ831753

Acqua chemoclino

ToNoOLLA et al. 2005b

FR729043-FR729085, FR729596-
FR729667, FR733724-FR733802

Sedimento fino a 48 cm di profondita

BOTTINELLI 2008

FJ502249-F)502279

Acqua chemoclino

HALM et al. 2009

FJ546750-F)546842,

Acqua mixolimnion (10 m di profondita)

GREGERSEN et al. 2009

FJ546983-F)547019

Acqua chemoclino (11.5 m di profondita)

GREGERSEN et al. 2009

FJ547020-F)547059

Acqua monimolimnion (15 m di profondita)

GREGERSEN et al. 2009

AM851080-AM851088

Sedimento

SCHUBERT et al. 2011
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Tab. 2 — Indici di diversita
applicati all'abbondanza di

seq

uenze per unita tassono-

miche operazionali (OTUs)

di

al livello di ordine.

Fig. 3 — Distribuzione dei
cloni ai livelli tassonomici
phylum e classe. Le barre
sono suddivise secondo
I'origine dei campioni.

Mixolimnion Chemoclino Monimolimnion Sedimenti
Sequenze 77 90 25 90
Ricchezza (S) 11 17 12 12
Dominanza (D) 0.30 0.15 0.14 0.16
Shannon (H) 1.7 2.3 2.2 2.0
Equita (J) 0.72 0.80 0.89 0.82

et al. 2006, http://www.cardiff.ac.uk/biosi/re-
search/biosoft/], Clustal W [versione 1.83,
THOMPSON et al. 1994, http://www.bioinfor-
matics-toolkit.org/Help/Topics/clustalw.html]
e Mallard [versione 1.02, ASHELFORD et al.
2006,  http://www.cardiff.ac.uk/biosi/rese-
arch/biosoft/]. Due sequenze sono risultate es-
sere delle chimere e sono quindi state elimi-
nate dalle analisi.

Il software PAST [PAleontological STatistics
versione 2.07; HAMMER et al. 2001;
(http://folk.uio.no/ohammer/past/)] & stato uti-
lizzato per calcolare gli indici di diversita Do-
minanza, Shannon e Equita a livello tassono-
mico di ordine. l'indice di Dominanza e stato
calcolato come D = ¥, (ni/n)2 dove ni & il nu-
mero di individui del taxon i e n il numero to-
tale di individui. Uindice di informazione
Shannon e stato calcolato come H = -3, ni/n
In(ni/n) (SHANNON & WEAVER 1963) e l'indice
di Equita e stato calcolato come | = H/Hmax
dove H e I'indice di informazione Shannon e
Hmax = In (S), dove S & la ricchezza o il numero
di taxa.

RISULTATI

Indici di diversita e rarefazione

La diversita microbica ospitata dalle quattro
componenti ambientali del Lago Cadagno con-
siderate risulta essere abbastanza alta. Secondo
il livello tassonomico di ‘ordine’, 11, 17, 12 e
12 taxa sono stati identificati per, rispettivamen-
te, gli ambienti mixolimnion, chemoclino, mo-
nimolimnion e sedimenti (tab. 2). In generale, i
valori di dominanza sono abbastanza bassi per
tutti gli ambienti, cio che indica grande diver-
sita. Secondo l'indice Shannon, il chemoclino

ospita la comunita microbica piti diversa, se-
guito da monimolimnion, sedimenti e mixolim-
nion, ma la comunita & pil equamente distri-
buita nel monimolimnion (J = 0.89).

Distribuzione della diversita

Il numero di sequenze raccolte e analizzate
varia a seconda del tipo di ambiente campio-
nato. Una grande parte delle sequenze (205
su un totale di 473 sequenze) appartiene a
ceppi provenienti dai sedimenti del lago.
Un’altra buona parte di sequenze proviene
dallo strato acquoso del chemoclino e dallo
strato acquoso superiore del mixolimnion (ri-
spettivamente 114 e 92 sequenze). Il numero
di ceppi campionati e sequenziati dallo strato
acquoso inferiore del monimolimnion & piu
basso (45 cloni), cosi come nel caso degli en-
doliti (17 cloni). Di questo bisogna tenere
conto quando si analizza la diversita dei
ceppi. Nella distribuzione ai livelli tassonomi-
ci di phylum e classe (fig. 3) si puo osservare
che la maggior parte dei cloni appartiene al
phylum Proteobacteria: 58, 50 e 43% dei
campioni provenienti rispettivamente da che-
moclino, monimolimnion e sedimenti. Diver-
samente, la maggior parte dei cloni prove-
nienti dal mixolimnion (48%) appartiene al
phylum Actinobacteria, anche se i Proteobac-
teria vi sono comunque presenti (15%).

Un altro phylum presente in modo importante
nell’acqua del Lago Cadagno & quello dei Bac-
teroidetes, con 27, 18 e 18% delle sequenze di,
rispettivamente, mixolimnion, chemoclino e
monimolimnion. Gli endoliti invece apparten-
gono prevalentemente (59%) al phylum Cyano-
bacteria; il resto di questi ceppi campionati
dalle rocce dolomitiche della Val Piora non ha

Proteobacteria Bacteroidetes

120
[ mixolimnion
100 - o [ chemoclino
- [ monimolimnion
S 80 . .
© B sedimenti
o 60 @ endolit
e
£
S 40
Z
20
0 L= !-!— Z S = 7|
s o 8 8@ g 8 8 S0 8|00z 5 8 o g o £ 8| g ol
= A = S (= ] 5 = oD T 0 = S Bx & | & o © 8 o £ @ 5 £ S 2
8 8 & 32 £ 3 5 @838 58 % £ 8 3 2388 % 8§ 2|=2¢ece
g 8 8 8§ 8 8/ s 8 528 8 522 8| 2 2/ g|akeg 8 s 2 %58 %
212/ 8/8M8 8 5|8 285 8 5§98 8 6 E € 0 gE £ |6 SRE:] S8
g/ 8 8 28 |§ 8 & 528 2 g5 8 s E| 832 ¢ g18e =
- - ° B & & € @ S ) © = s €S @
ElElBlglR (= |32 €52 |2| |3/ 2| (g |® AL
Io} = o I~ (]
g/ g18 €8 o 3 > 8
2 a8 8 Efa | > 8
< T -1
o w 5

Distribuzione Phylum-Classe

Chloroflexi Verrucomicrobia Nitrospirae Firmicutes | Actinobacteria

70

Memorie della Societa ticinese di scienze naturali e del Museo cantonale di storia naturale - vol. 11, 2012 (ISSN 1421-5586)



F. Rampazzi, M. Tonolla e R. Peduzzi (eds.): Biodiversita della Val Piora - Risultati e prospettive delle “Giornate della biodiversita”

potuto essere classificato in modo preciso, cosi
come 45 altre sequenze provenienti da altri tipi
di ambienti. | phyla meno abbondanti mostrano
una distribuzione irregolare: i phyla Acidobac-
teria, Nitrospirae e Spirochaetes appaiono uni-
camente nei sedimenti del lago; il phylum
Chlorobi & stato riscontrato per la maggior parte
nel chemoclino, ma anche in altri strati acquosi.
I phyla Chloroflexi, Planctomycetes, Verruco-
microbia e Firmicutes sono stati ritrovati in di-
versi ambienti campionati, a percentuali varia-
bili. Otto cloni provenienti dai sedimenti e un
clone proveniente dal monimolimnion appar-
tengono al regno degli Archaea. La figura 4
mostra in dettaglio la distribuzione dei cloni a
livello tassonomico di famiglia per gli ambienti
mixolimnion, chemoclino, monimolimnion e
sedimenti. Si puo constatare che i batteri del
phylum Actinobacteria occupano una posizio-
ne importante (47%) nella comunita microbica
del mixolimnion. Nel chemoclino, un posto

importante € occupato da Chromatiaceae
(Gammaproteobacteria) (21%), Chlorobi (10%)
e Desulfobulbaceae (Deltaproteobacteria)
(11%). La famiglia Desulfobacteraceae, vicina
alle Desulfobulbaceae, e presente nei sedi-
menti del lago (6%), dove i Deltaproteobacte-
ria sembrano avere un ruolo preponderante
(41%). Nel monimolimnion, oltre ai phyla gia
descritti in precedenza, trova un forte riscontro
la famiglia Comamonadaceae, dei Betaproteo-
bacteria (13%).

Abbiamo scelto quattro gruppi specifici, ovve-
ro Chlorobi, Chromatiaceae (Gammaproteo-
bacteria), Desulfobacteraceae e Desulfobulba-
ceae (entrambe Deltaproteobacteria), per
rappresentare in alberi filogenetici le posizioni
dei cloni studiati che si inseriscono in tali grup-
pi (fig. 5, 6, 7 e 8). Questi gruppi sono di par-
ticolare interesse perché sono gia stati docu-
mentati in dettaglio in studi precedenti
(ToNoOLLA et al. 1999, 2000, 2005a, 2005b,

Fig. 4 — Distribuzione dei

cloni ai livelli tassonomici di
phylum-classe-famiglia per
campioni da mixolimnion,
chemoclino, monimolimnion

e sedimenti.

Bacteroidetes

O 1: Flavobacteria; Flavobacteriaceae

[ 2: Bacteroidia; unclass. Bacteroidales

O 3: Sphingobacteria; Sphingobacteriaceae
[ 4: Sphingobacteria; Chitinophagaceae
[ 5: Cytophagia; Cytophagaceae

[ 6: unclass. Bacteroidetes

O 7: unclass. Cyanobacteria

Chloroflexi

H 8: Anaerolineae; Anaerolineaceae

[ 9: Anaerolineae; unclass. Anaerolineae
10: unclass. Chloroflexi

Mixolimnion

Monimolimnion

46

Verrucomicrobia

@ 11: Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiaceae
@ 12: Opitutae; Puniceicoccaceae

W 13: unclass. Verrucomicrobia

@ 14: Nitrospira; unclass. Nitrospira

Firmicutes
W 16: Bacilli; Erysipelotrichaceae

| 18: Clostridia; Incertae Sedis XII|
| 19: Clostridia; Veillonellaceae
W 20: Clostridia; unclass. Clostridia

Proteobacteria
| 21:

Alphaproteobacteria; Sphingomonadaceae
B 22: Alphaproteobacteria; unclass. Alphaprot.
[0 23: Betaproteobacteria; Comamonadaceae

[0 24: Betaproteobacteria; unclass. Burkholderiales

B 25: Betaproteobacteria; Methylophilaceae

W 15: unclass. Spirochaetes

[ 26: Betaproteobacteria; Rhodocyclaceae

@ 17: Clostridia; Rumicoccaceae

| 27: Betaproteobacteria; unclass. Betaprot.

[ 28: Deltaproteobacteria; Desulfobacteraceae

W 29: Deltaproteobacteria; Desulfobulbaceae

@ 30: Deltaproteobacteria; Syntrophaceae

O 31:Deltaproteobacteria; Geobacteraceae

[ 32: Deltaproteobacteria; Myxococcaceae

| 33: Deltaproteobacteria; unclass. Deltaprot.

Chemoclino

W 34: Gammaproteobacteria; Chromatiaceae

| 35: Gammaproteobacteria; Sinobacteraceae

22 2
L 24 259

e

[ 38: unclass. Acidobacteria

39: unclass. Chlorobi

[ 42: unclass. Actinobacteria

| 43: unclass. Bacteria

36 35 [0 46: unclass. Euryarchaeota
Sedimenti
45 45
) 28

@ 40: unclass. Planctomycetes

@ 44: unclass. Crenarchaeota

| 36: Gammaproteobacteria; unclass. Gammaprot.

37: Epsilonproteobacteria; unclass. Campylobacterales

: Actinobacteria; Microbacteriaceae

34 | 45: Methanomicrobia; unclass. Methanosarcinales
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Fig. 5 — Posizione filogeneti-
ca dei cloni appartenenti al
phylum Chlorobi, a partire
dalla libreria di cloni del gene
165 rRNA del Lago Cadagno.
| cloni sono stati inseriti
nell'albero tramite il criterio
della massima parsimonia. Le
sequenze studiate sono colo-
rate secondo il tipo di am-
biente campionato. La scala
di distanza indica approssi-
mativamente 10% di diffe-
renza nella sequenza.

Fig. 6 — Posizione filogeneti-
ca dei cloni appartenenti alla
famiglia Chromatiaceae
(classe Gammaproteobacte-
ria), a partire dalla libreria di
cloni del gene 16S rRNA del
Lago Cadagno. Per dettagli
sulla calcolazione dell'albero
e annotazione, vedi legenda
alla fig. 5.

Fig. 7 — Posizione filogeneti-
ca dei cloni appartenenti alla
famiglia Desulfobacteraceae
(classe Deltaproteobacteria),
a partire dalla libreria di
cloni del gene 16S rRNA del
Lago Cadagno. Per dettagli
sulla calcolazione dell'albero
e annotazione, vedi legenda
alla fig. 5.

Fig. 8 — Posizione filogeneti-
ca dei cloni appartenenti alla
famiglia Desulfobulbaceae
(classe Deltaproteobacteria),
a partire dalla libreria di
cloni del gene 16S rRNA del
Lago Cadagno. Per dettagli
sulla calcolazione dell‘albero
e annotazione, vedi legenda
alla fig. 5.

BossHARD et al. 2000a, BOTTINELLI 2008, GRE-
GERSEN et al. 2009, HALM et al. 2009, SCHUBERT
etal. 2011), usando pero altri tipi di analisi fi-
logenetiche. | cloni appartenenti al phylum
Chlorobi (fig. 5) provengono per la maggior
parte dall’ambiente del chemoclino e si avvi-
cinano alle due specie Chlorobium phaeobac-
teroides e C. clathratiforme, la specie che do-
mina numericamente nella popolazione attuale

di batteri sulfurei fototrofi del chemoclino.
Nella figura 5 & anche possibile farsi un’idea
della posizioni e distanze genetiche recipro-
che di tutti i phyla studiati. Anche nella fami-
glia Chromatiaceae (fig. 6), i cloni hanno po-
sizioni molto vicine a specie ben conosciute
nel Lago Cadagno, in particolare nell’ambiente
del chemoclino: Chromatium okenii, Lampro-
cystis purpurea, Thiocystis sp. e Thiodictyon
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sp. Si puo notare che le due specie recente-
mente determinate e omologate ufficialmente
da Pepuzzi e collaboratori (2010) (Thiocystis
chemoclinalis e Thiocystis cadagnonensis)
non fanno ancora parte della banca dati
LTP_s102 SSU. La famiglia Desulfobacterace-
ae (fig. 7) include in prevalenza cloni prove-
nienti dai sedimenti del lago, ma anche dal
chemoclino. Se osserviamo le barre indicanti
le distanze filogenetiche, qui i cloni si avvici-
nano meno a delle specie in particolare. Al
contrario, nella famiglia Desulfobulbaceae (fig.
8), molti cloni sono vicini alla specie Desulfo-
capsa thiozymogenes, mentre per tre cloni la
determinazione non va oltre il livello tassono-
mico di famiglia.

DISCUSSIONE

Le 474 sequenze di gene 16S rRNA analizzate
in questo studio e provenienti da cinque com-
ponenti ambientali del Lago Cadagno e della
Val Piora sono risultate appartenere a 14 phyla
diversi di Eubacteria e Archaeota. Per la mag-
gior parte delle sequenze, una determinazione
a livello tassonomico di famiglia rappresenta
un buon risultato; sono pochi i cloni per cui
la specie esatta puo essere determinata (vedi
fig. 5, 6, 7 e 8). Nel caso dello studio della co-
munita batterica del Lago Cadagno risulta
dunque molto difficile stilare un elenco esau-
stivo delle specie riscontrate nell’area di stu-
dio. Un tentativo di elenco € comunque stato
stilato ed ¢ visibile nell’Appendice I.

L'utilizzo del software ARB per I'analisi gene-
tica delle sequenze presenta il vantaggio della
rapidita delle analisi, avendo a disposizione
una banca dati di sequenze del gene 16S
rRNA gia perfezionata e costantemente aggior-
nata. Abbiamo voluto controllare la qualita
dell’analisi paragonando le nostre determina-
zioni tassonomiche a quelle gia create dagli
studi precedenti (TonoLLA et al. 1999, Bo-
SSHARD et al. 2000a, TONOLLA et al. 2000, To-
NOLLA et al. 2005a, 2005b, BOTTINELLI 2008,
GREGERSEN et al. 2009, HALM et al. 2009, ScHU-
BERT et al. 2011). In generale le classificazioni
trovate con ARB corrispondono a quelle degli
altri studi. Solo in un caso abbiamo trovato
una certa discrepanza tra la nostra classifica-
zione e quella dello studio da cui abbiamo
tratto le sequenze. Nel caso specifico diversi
cloni sono stati determinati ad un livello tas-
sonomico piu preciso con ARB, ad esempio
fino al livello di famiglia, rispetto ad un sotto-
gruppo non definito nel lavoro di origine (BoT-
TINELLI 2008). In alcuni casi perod I'analisi di
BOTTINELLI (2008) ha portato ad una determi-
nazione dei cloni fino al livello di genere,
mentre noi abbiamo potuto determinare solo
la classe di appartenenza degli stessi cloni. In
altri casi ancora abbiamo riscontrato una di-
vergenza nella determinazione del phylum di
appartenenza tra i due tipi di analisi. Queste
discrepanze meritano probabilmente un’ulte-
riore analisi pit dettagliata. In sommario, a

parte alcuni casi da rielaborare, vi & una
buona corrispondenza tra la determinazione
raggiunta con il software ARB e con i metodi
impiegati dagli autori degli studi fatti in prece-
denza. La determinazione non risulta essere
pili precisa a livello di gruppi con tassonomici
con ARB, ma ¢ senz’altro piu rapida.

Le librerie di cloni batterici costruite a partire
dai campioni provenienti dalle quattro com-
ponenti ambientali del Lago Cadagno consi-
derate sono risultate diverse tra loro (fig. 4), in-
dicando un’eterogeneita spaziale della
comunita microbica nel lago. L'habitat ospi-
tante una diversita maggiore a livello di phyla
¢ quello dei sedimenti del lago, con nove
phyla, tra cui il predominante & il phylum Pro-
teobacteria, che rappresenta il 47% della co-
munita eubatterica e archeobatterica, seguito
dal phylum Nitrospirae (13%). Il phylum Ni-
trospirae, i cui batteri sono coinvolti nel ciclo
dell’azoto, & presente unicamente nei sedi-
menti del lago, cosi come i phyla Acidobacte-
ria e Spichaetes. Il phylum dei Proteobacteria
riveste un ruolo di maggioranza della comu-
nita batterica anche negli habitat del monimo-
limnion e del chemoclino, dove le sue percen-
tuali raggiungono, rispettivamente, 47 e 60%.
All'interno di questo phylum vi sono pero
delle differenze a livello di classe, in quanto
la classe dei Deltaproteobacteria predomina
nei sedimenti (dove & I'unica classe rappresen-
tante dei Proteobacteria) e nel monimolim-
nion, dove é affiancata dalla classe Betapro-
teobacteria. | batteri dei sedimenti e del
monimolimnion sono in preponderanza anae-
robici (acetogeni, metanogeni, solfato-ridutto-
ri) e ricoprono un ruolo importante nei cicli
dell’azoto, dello zolfo e nell’assimilazione di
carbonio inorganico (SHIVELY & BARTON 1991).
Il chemoclino & invece dominato dalla classe
dei Gammaproteobacteria, che comprendono
I'importante famiglia delle Chromatiaceae. In-
fatti i batteri della famiglia delle Chromatiace-
ae, insieme ai Chlorobi, anche presenti nel
chemoclino, sono dei batteri fototrofi e possie-
dono un’adattazione cromatica che permette
loro di usare le particolari condizioni di lumi-
nosita presenti nel chemoclino. Le condizioni
di luminosita sono in generale cruciali per la
distribuzione verticale delle popolazioni bat-
teriche nella colonna acquosa del chemoclino
(ToNoLLA 1987). Nel chemoclino sono anche
presenti batteri non fototrofi, come batteri sol-
fato-riduttori della classe Deltaproteobacteria.
Questo ha suggerito la possibile esistenza di
un significativo ciclo dello zolfo nel chemo-
clino, abbinato ad un rapido turnover di sol-
furo (FRITZ & BACHOFEN 2000, TONOLLA & PE-
puzzi 2006). Tutti gli endoliti determinati
appartengono al phylum dei Cyanobacteria (o
alghe verdi-blu), batteri in grado di compiere
la fotosintesi.

In conclusione, risulta chiaro che il Lago Ca-
dagno rappresenta un hotspot di biodiversita
microbica, dove la reale diversita batterica &
probabilmente sottostimata e ancora da
compilare in modo esauriente. L'alto livello
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di diversita batterica e I'unicita di questo par-
ticolare ecosistema ne fa un’inestimabile ri-
sorsa di conoscenza del ruolo ecologico dei
microorganismi nell’ambiente e un modello
ideale per la comprensione del ruolo di que-
sti microbi nei cicli biogeochimici globali,
importanti nello studio dell’evoluzione della
Terra. Il Lago Cadagno costituisce anche un
serbatoio genetico naturale di sostanze e
meccanismi molecolari ancora inesplorati
che potrebbero rivelarsi utili nel futuro. E
dunque importante conservare il lago come
serbatoio di ricchezza di biodiversita micro-
bica, visto che molti batteri non sono colti-
vabili in laboratorio, o funzionano in modo
diverso quando si trovano in coltura. Sono
inoltre necessari studi ulteriori per fare luce
sulla relazione tra la struttura delle comunita
microbiche e il loro funzionamento.
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