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eDNA estratto
e Degradato
e Qualita bassa
e Quantita bassa
e Non amplificabile
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eco
eDNA estratto
e |[ntegro

e Qualita migliorata
e Quantita elevata
e Amplificabile




’f"\crea | Messa a punto estrazione eDNA ARS\'AI_ e

| =N
nnnnnnnnnnnnnn
 SISTEMI ECOSOSTENTRILI
\ PER LA DIFESA FITOSANITARLA
dell -ﬁ-gnc-::ﬂtum del Lazt DELLE ORTIVE




pf_. | g SISTEMI ECOSOSTENTHILY
PER LA DIFESA FITOSANITARLA
dell’ Agric I del 1_ DELLE ORTIVE

Screa| ARSI AI. e

SAMPLE TYPE

PRE-PROCESSING

DNA EXTRACTION

| Single § [ Multiple }
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Fanalisi dell'econamia agraria

ITS barcode universale per funghi

Forward primers ITSOMUNnes ITS3 ]{Yﬂl
= [TS9mun I}EIF KY %% lTS]mII I'TSTngs
whSUmCTP 1389F ITS3 FIT
11 5.85-Fun ITS7 FLR3

ix

”WW@H%M“ W“,|
2 < <I> e st [ o= D1 _- -
s AR e w/ AN

NS6 ER15/55U1536R 1390R! EF3 1510R  5.8S Fungi /ITS2ngs fITS7 ITS4ngsUni [TS4B
; : W LR21 FLR2 “L‘&Ler

SR6
FRI N53a| NSH ITS2 KYO2 IT nlgs
un NDL22Z

< - NS24 ITS2

Reverse primers
Best practices in metabarcoding of fungi: From experimental design to results (Tedersoo et al, 2022)

— —
~300-500bp ~300-500bp
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SAMPLE TYPE

PRE-PROCESSING

DNA EXTRACTION

{ single ) { Muttiple )
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Amplificazione delll’'eDNA

Sono state utilizzate 3 diverse temperature di annealing per
permettere una maggiore eterogeneita dell'amplificazione,
permettendo un piu ampio range di specie amplificate

42 Camp$ & Amplificazione

3 Serre "

126 Campioni S O
2 Tesi \ o L3 58 C
7 Tempi Estrazione — 56 °C

54 °C

Purrﬂcazmne




Amplificazione eDNA
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SAMPLE TYPE

PRE-PROCESSING

DNA EXTRACTION

SEQUENCING

Amplicon Segggme ID o o R 44

{ single ) { Muttiple )

IR\ e GAAGCGC
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~700-1000bp

Forward primers [TSOMUNngs ITS3 Kml
> [TS9mun I 11:-1(\1::1 ITS3mix glTS7ngs

“SGUme ESSQF ngs ITS3 TST
H%%E SE ITSln 5 5.8S-Fun Fl' FLR3
FFEQG NS? SRll \ ITSSj ITS1 I Slcatta \HTS S86F LROR CTB6 LF402Fmix

s - —_— \ m/ MW/

NS6 SR[S/SSUISSﬁR 139{]R\ EF3 SRﬁ lﬁlﬂR 5.8S Fungi ITSIn si'ITS'.-'r ITS4ngsUni ITS4B LB-W LF402
ITSZ E ﬁsi.l.]g LA-W LR21 F LNRﬁ? Ly ; LSUmBr
g un
Rewrse primers

Best practices in metabarcoding of fungi: From experimental design to results (Tedersoo et al, 2022)

—t e
~300-500bp ~300-500bp
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Long reads

llumina up to 100kbp

Short reads
300bp

Long reads
up to 25kbp
- Y
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input filtered denoised nonchim
Reads Totali 1751625 1504677 1276926 1194962
MEdIE? per 41705 35825 30403 28451
campione
Numero minimo 8246 7180 4912 4897
MBI 104323 00268 82871 74258
massimo
Lung_hezza 850 bp
media
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Crea | Assegnazione Tassonomica ARS\AL ~3

Classificazione delle ASV: unrt

community

La classificazione delle ASV (Amplicon
Sequence Variants) e stata eseguita
mediante l'allineatore blastn utilizzando
due diversi database: nt di NCBI e
UNITE.

Un corretto allineamento e una
corretta assegnazione tassonomica
utilizzando un database contenente
informazioni corrette, aggiornate e
accurate e un punto cruciale per le
analisi successive.
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La biodiversita microbica del
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suolo si riferisce alla varieta e

all'labbondanza di microrganismi, come batteri, funghi, archaea e virus,

presenti nel suolo.

Puo essere misurata in vari livelli, tra cui alfa diversita e beta diversita.

L'alfa diversita si riferisce alla diversita
delle specie all'interno di un ambiente
specifico (intraspecifica). Spiega la diversita
osservata tra le specie, ad esempio, di un
dato suolo.

La beta diversita rappresenta le differenze
nella composizione delle specie tra diversi
habitat (interspecifica). Aiuta a comprendere
come la composizione delle specie varia tra
ecosistemi diversi, fornendo informazioni sulla
eterogeneita della biodiversita in un contesto
piu ampio. Spiega le differenze osservate tra
specie presenti, ad esempio, in suoli distinti.
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Beta Diversity
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Sebbene il sequenziamento abbia aumentato notevolmente la capacita di
conoscere la diversita dei funghi nei campioni ambientali, attualmente non e
presente un modo semplice per ordinare grandi pool di sequenze in categorie
funzionali.

FUNGuild, e uno strumento che puo essere utilizzato per classificare in trofismi
funzionali taxon fungini associati ad uno studio di metagenomica.
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1.00-

075~ Trophic Mode
I Pathotroph
I Pathotroph-Sapratroph
. Pathotroph-Saprotroph-Symbiotroph
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Tutti 1 campioni

Family
Ciadosporiaceas
Aspergllacoss
Mucoraceas
Ascobolaceas
Bulteribasidiaceas
Monlerslipcese
Rhizoporacess
Chaptomiacesse
Schooihaciacoas
Yabemiacese
NA

log2FoldChange
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CArdosporiym PamiciHum ACEROMUCOr  Holermannsin AECDDOIES VishnERCoTyma MoriersEio Hh@opas Phislmvia Schaoiacium Aspamgiius ALIEMOnILm Wallemio
Genus
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Solo Tempo Finale

Lk

Family

) Morersiacess
. Mucoraceas
. REiropodateds
@ wallemiaceae
& Aspergiliaceas
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e Gliindici di alfa diversita mostrano un cambio significativo tra il Controllo e la
Brassica, ma indicano anche una riduzione della diversita nei terreni trattati con
Brassica. Questo effetto e stato anche riscontrato da altri studi ma ancora deve
essere approfondito sotto un punto di vista funzionale.

e L'indice di beta diversita sottolinea, in maniera netta, una diversificazione graduale
e crescente nel tempo della diversita del suolo trattato con Brassica rispetto al

controllo.
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e FUNGuild ha mostrato una riduzione delle ASV classificate come funghi dal trofismo
Patotrofo e un‘aumento delle ASV classificate come . Nonostante in
campo non ci sia stata una condizione di malattia, la diminuzione del gruppo dei
Patotrofi risulta essere incoraggiante mentre I'aumento del gruppo dei
era previsto, vista l'introduzione nel suolo di materiale organico (Brassica)

e Sebbene ci sia una presenza differenziale di pochi generi nel corso del tempo, la
funzione dei singoli generi e delle singole specie € ancora da studiare e approfondire.
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