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Abstract (English)

Here we briefly explore the various roles that soil microbes, nematodes and microarthropods play in
terrestrial ecosystems with special emphasis on their contribution to vineyard productivity and
diversity. Soil microbes are important regulators of plant productivity, especially in nutrient poor
ecosystems where plant symbionts are responsible for the acquisition of limiting nutrients.
Mycorrhizal fungi and nitrogenfixing bacteria are responsible for c. 5-20% (grassland and
savannah) to 80% (temperate and boreal forests) of all nitrogen, and up to 75% of phosphorus, that
is acquired by plants annually. Free-living microbes also strongly regulate plant productivity,
through the mineralization of, and competition for, nutrients that sustain plant productivity. Soil
nematodes and microarthropods, are also important regulators of plant community dynamics and
plant diversity, determining plant abundance and, in some cases, facilitating invasion by exotic
plants. Conservative estimates suggest that c. 20.000 plant species are completely dependent on
microbial symbionts for growth and survival pointing to the importance of soil microbes as
regulators of plant species richness on Earth. Overall, this guideline shows that soil microbes must
be considered as important drivers of plant diversity and productivity in terrestrial ecosystems.
That’s why the term “Microbial Terroir” has been recently proposed. Finally, some indication on
sampling and analytical methods are also briefly described.

Riassunto (Italiano)

Qui si descrive brevemente il ruolo che i microrganismi, i nematodi e 1 microartropodi del suolo
giocano negli ecosistemi terrestri, con particolare attenzione al loro contributo alla produttivita e
alla diversita dei vigneti. I microbi del suolo, ad esempio, sono importanti regolatori della
produttivita delle piante, specialmente negli ecosistemi poveri di nutrienti dove i simbionti vegetali
sono responsabili dell'acquisizione di nutrienti limitanti. I funghi micorrizici e 1 batteri azotofissanti
sono responsabili di circa il 5-20% (pascoli e savane) all'80% (foreste temperate e boreali) di tutto
l'azoto e fino al 75% di fosforo, che viene acquisito annualmente dalle piante. Anche i
microrganismi non simbionti regolano fortemente la produttivita delle piante, attraverso la
mineralizzazione e la competizione per i nutrienti che sostengono la produttivita delle piante stesse.
I nematodi e 1 microartropodi del suolo, inoltre, sono importanti regolatori della dinamica della
comunita vegetale e della diversita delle piante, determinano I'abbondanza delle piante e, in alcuni
casi, facilitano l'invasione da parte di piante esotiche. Stime prudenti suggeriscono che circa 20.000
specie di piante dipendono completamente da microrganismi simbionti per la crescita e la
sopravvivenza. Questo dato indica l'importanza dei microbi del suolo come regolatori della
ricchezza di specie vegetali sulla Terra. Complessivamente, questa breve guida serve a far capire
meglio che 1 microbi del suolo ed associati alle piante sono fattori importanti per la diversita delle
piante e la produttivita negli ecosistemi terrestri. Per questo in viticoltura si inizia a parlare anche di
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“Terroir microbico”. Alcune indicazioni sul campionamento e sui metodi analitici sono anche
brevemente descritte.

1. La biodiversita del suolo

1.1 Introduzione

Il suolo ¢ una risorsa non rinnovabile fondamentale per la vita sulla terra e il suo stato di salute
dipende in larga parte dalla composizione e l'attivita delle comunita biologiche che lo popolano.
Negli ultimi anni, lo studio della diversita biologica (biodiversita) ha assunto sempre piu rilevanza,
ma le varie teorie ecologiche sono sempre state sviluppate essenzialmente per gli ecosistemi
presenti sulla superficie del suolo, trascurando per lungo tempo tutte quelle forme di vita che sono
presenti all’interno di esso, in particolare i microrganismi, € che rappresentano una enorme quantita
di “vita invisibile” di fondamentale importanza per I’intera vita sulla terra (Wardle and Giller, 1996).
Al momento si stima che circa un quarto delle specie viventi sul nostro pianeta si trovi all'interno
del suolo (European Commission, 2010). In particolare, le comunita microbiche rappresentano la
parte piu rilevante della biomassa del suolo, ed ¢ quella che maggiormente influisce sulle sue
proprieta, regolando tutti i processi biochimici che ne determinano le proprieta nutrizionali
(Nannipieri et al., 2003) e condizionando direttamente o indirettamente la maggior parte dei servizi
ecosistemici del suolo (Figura 1).
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Figura 1 - Servizi ecosistemici del suolo. Questa figura ¢ stata tratta da un infografica della FAO disponibile in rete

(http://www.fao.org/resources/infographics/infographics-details/en/c/284478/).
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Le diverse specie di microrganismi presenti nel suolo hanno, infatti, ruoli prioritari nelle
trasformazioni dell’energia e nei processi biogeochimici, regolando le emissioni di gas serra, il
flusso dell'acqua, lo stoccaggio del carbonio e intervenendo nella decomposizione del materiale
organico attraverso processi biodegradativi che permettono agli elementi di rendersi disponibili in
forme utilizzabili soprattutto dalle piante. Inoltre, il mantenimento della biodiversita del suolo
previene l'insorgere di patogeni e parassiti dannosi per le piante.

Tuttavia, la complessa rete di interazioni tra suolo, organismi e piante rischia di essere
compromessa dalle attivita agricole comunemente adottate. L’agricoltura intensiva ad esempio,
basata sulle monocolture e 1’utilizzo di pesticidi ed erbicidi, puo influire sulla biodiversita del suolo
ed in particolare sulla biodiversita dell’ecosistema rizosferico (intorno alle radici delle piante),
alterando gli equilibri strutturali della comunita microbica presenti e la composizione delle varie
popolazioni che compongono tale comunita (Bolton et al., 1985; Doran, 1980; Ramsay et al., 1986).
La composizione e la struttura delle comunita microbiche nel suolo dipendono, oltre che dalle
interazioni tra le singole specie presenti, anche — e soprattutto - dalla natura chimico-fisica del
terreno. Infatti, la struttura fisica del suolo, I’'umidita, il pH, la temperatura e i nutrienti presenti,
influenzano la vita microbica e selezionano gli organismi pil adatti (Garbeva et al., 2004). E stato
osservato che le dimensioni delle particelle di suolo hanno un impatto sulla diversita e la struttura
delle comunita microbiche piu evidente di quanto non facciano pH e sostanza organica (Sessitsch et
al., 2001). La composizione del suolo rappresenta quindi uno dei principali fattori che influenzano
significativamente la comunita microbica a livello sia interspecifico sia intraspecifico (McCaig et
al., 2001; Girvan et al., 2003), agendo sia sulla densita microbica che sulla struttura della comunita
microbica rizosferica (Chiarini et al.,, 1998) ed ¢ responsabile della diversita fenotipica di
popolazioni rizobatteriche (Latour et al., 1996). I cambiamenti nella composizione microbica del
suolo sono quindi il punto cruciale del mantenimento delle funzioni vitali del suolo. Nannipieri e
collaboratori in una recente review hanno evidenziato le relazioni esistenti tra diversita microbica e
funzioni del suolo (Nannipieri et al., 2003).

Comunque, il “soil biota”, termine praticamente intraducibile che sta ad indicare I’intera comunita
biologica del suolo e che esprime le funzioni vitali del suolo quasi a rappresentarlo come un unico
organismo vivente, ¢ caratterizzato anche da una significativa diversita spaziale con macroscopiche
differenze tra suolo rizosferico e non rizosferico, tra macropori € micropori, tra diversi orizzonti
lungo il profilo, ecc. Inoltre, convivono e si soprappongono nel suolo una serie di microhabitat
come ad esempio la rizosfera, il rizoplano, la residuosfera, ecc. ciascuno dei quali puo essere
studiato e caratterizzato come una entita a sé stante, ma al contempo ¢ parte integrante della
diversita microbica globale che caratterizza il “soil biota”.

Numerosi sono i fattori noti che possono interagire con il biota come ad esempio condizioni di
eterogeneitd spaziale e temporale (trattenuta d’acqua, presenza di nutrienti, aggregazione,
composizione granulometrica, ecc.), nonché fattori negativi di stress o positivi che vanno
direttamente ad interagire con il potenziamento della stabilita, resilienza e resistenza agli stress ed
in ultima analisi con la produttivita delle specie vegetali. Tuttavia, ¢ stato osservato che la diversita
microbica del suolo dipende essenzialmente da fattori diversi rispetto a quelli che influenzano la
diversita degli eucarioti superiori. Inoltre, da tale studio condotto su 98 suoli diversi provenienti da
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tutto il mondo, emerge che il parametro che influenza maggiormente la diversita del suolo ¢ il pH
(Fierer e Jackson, 2006). Nonostante i fattori ambientali e la tipologia di suolo influenzino la
diversita microbica del suolo (Girvan et al., 2003), spesso ¢ la tipologia di pratica agricola utilizzata
o il tipo di trattamento applicato che possono determinare rilevanti alterazioni della biodiversita
(Gomez et al., 2006) con conseguenze che talvolta sono difficili — se non impossibili — da
recuperare (Mocali et al., 2008).

Intorno agli anni ’50 si ¢ sviluppata la teoria secondo la quale i concetti di diversita biologica e
stabilita ecosistemica sono direttamente relazionati per cui la fluttuazione delle popolazioni fornisce
una misura della stabilita dell’ecosistema. MacArthur ha ipotizzato che la stabilita di una comunita
microbica dipende sempre dalle reti trofiche del sistema piuttosto che da fenomeni di
autoregolazione da parte di certe specie. Secondo questa ipotesi in un ecosistema dotato di
numerose vie metaboliche ed energetiche I’alterazione di una specie determina un effetto minore
sulle altre specie presenti di quanto potrebbe causare la medesima alterazione a carico di una specie
di un ecosistema dotato di una scarsa rete energetica. Tuttavia ancora oggi, a distanza di
cinquant’anni, non si dispone di evidenze sperimentali a riguardo.

Sulla base del modello proposto da MacArthur sono nate numerose teorie ecologiche per spiegare la
relazione tra la biodiversita e la stabilita o la produttivita di un suolo (Lynch et al., 2004). Una di
queste ¢ la “ipotesi dell’eterogeneita delle risorse” (Resource heterogeneity hypothesis — RHH)
proposta da Tilman (1982): essa parte dal presupposto che un suolo uniformemente arido avra una
bassa biodiversita. All’aumentare della fertilita del suolo, aumenteranno anche la distribuzione e la
diversita delle risorse nutrizionali determinando, di conseguenza, un incremento della biodiversita e
della produttivita. Ad un certo punto pero la tendenza si inverte e ad una elevata fertilita del suolo
corrisponde un abbattimento della eterogeneita delle risorse e quindi della biodiversita. Questo
fenomeno ¢ dovuto al fatto che, all’aumentare della fertilita, il suolo si avvicina sempre di piu ad un
plateau di nutrienti che saranno uniformemente distribuiti su tutto il suolo, selezionando cosi quei
microrganismi che meglio si adattano a quelle condizioni.

Alla luce di quanto detto finora, molti autori ritengono quasi piu importante la distribuzione della
biodiversita nel suolo piuttosto che una sua semplice “misura” (Curtis e Sloan, 2005). Ad esempio,
Gans e collaboratori (2005) ritengono che sia piu utile avere una mappa “grezza” della diversita
microbica totale del suolo anziché una descrizione dettagliata di una piccola parte di essa, allo
stesso modo in cui un esploratore troverebbe piu utile una mappa di una regione, anche se semplice
ed approssimativa, piuttosto che la descrizione dettagliata di un picco. Hanno percio applicato dei
modelli matematici di distribuzione per simulare la distribuzione dell’abbondanza dei taxa e dei
batteri che vi fanno parte. Secondo questi modelli la diversita batterica del suolo, ovvero il numero
delle specie (taxa) presenti, diminuisce esponenzialmente all’aumentare dell’abbondanza batterica e
viceversa. | batteri cio¢ che riusciamo ad osservare e a misurare sono quelli numericamente piu
rappresentati nel suolo (“Terra Frequentata”) e suddivisi in pochi taxa mentre gran parte della
diversita microbica del suolo ¢ determinata da tutti quei microrganismi quantitativamente meno
rappresentati e suddivisi in molti taxa che non riusciamo ad individuare (“Terra Incognita”) (Figura
2, in basso).
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Figura 2 - Distribuzione della diversita microbica del suolo (da Curtis and Sloan, 2005)

Questo modello ¢ supportato da osservazioni sperimentali. Ad esempio, ¢ stato dimostrato come lo
studio della diversita microbica a livello di macroscala abbia evidenziato una sostanziale
omogeneita della distribuzione delle comunitda nel suolo, ma con metodi piu accurati che
consentono di effettuare analisi a livello di microscala (micropori) sono state osservate significative
differenze tra le comunita microbiche.

Quanto detto deve far riflettere su quali siano le problematiche legate allo studio della diversita
microbica del suolo e alla sua distribuzione.

1.2. La diversita microbica del suolo nei vigneti

Il numero dei microrganismi presenti nel suolo e le relative biomasse variano enormemente sia
all’interno di suoli differenti che in relazione alle specie vegetali e agli altri organismi presenti. La
diversita dei microrganismi all’interno di un ecosistema ¢ quindi un elemento chiave anche per il
mantenimento in uno stato qualitativamente salutare del suolo agrario (Borneman, 1996). Perché ¢
cosi difficile definire e soprattutto “misurare” la diversita microbica del suolo? Perché nonostante le
comunita microbiche del suolo siano il punto focale di molte funzioni, in passato - prima della
diffusione delle moderne biotecnologie - ¢ stato difficile definire il concetto di “diversita” per 1
microrganismi e attribuire alle diverse popolazioni microbiche la corrispondente funzione? I motivi
sono molteplici, basti pensare alla definizione classica di diversita biologica e la sua suddivisione in
diversita “ecosistemica, di specie e genetica” attribuita ad animali e piante; essa pud essere estesa
anche ai microrganismi del suolo, ad eccezione perd della definizione di diversita di specie in
quanto non applicabile ad organismi che si riproducono per via asessuata come batteri e virus. La
diversita microbica ¢ quindi comunemente definita in termini di richness, ovvero il numero degli
individui appartenenti a diversi “gruppi” detti taxa, e di eveness cio¢ alla loro distribuzione
all’interno dei taxa stessi (Atlas e Bartha, 1998).

Lo studio dei microrganismi richiede necessariamente strumenti e metodologie differenti rispetto a
quelli utilizzati per lo studio degli organismi superiori. E infatti relativamente semplice contare e
catalogare piante ed animali sulla base di parametri facilmente identificabili senza bisogno di
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utilizzare alcuna strumentazione. Ben piu complicato diventa invece osservare e catalogare migliaia
di organismi che, nonostante il loro elevatissimo numero, non si vedono a occhio nudo (le
dimensioni medie di un batterio sono infatti di circa un milionesimo di metro) e il loro studio
richiede 1’utilizzo di strumenti e tecnologie sofisticate. Con tali strumenti ¢ stato possibile stimare la
presenza di circa un miliardo di batteri per grammo di suolo, suddivisi in svariate migliaia di taxa
differenti, ma la maggior parte di questi microrganismi rimane ancora sconosciuto. Utilizzando
tecniche di microscopia, infatti, ¢ stato dimostrato che solo 1’1% del numero totale delle cellule
batteriche presenti in campioni di suolo puo essere coltivato sui terreni di coltura di laboratorio e
successivamente caratterizzato (Torsvik et al., 1990), lasciando quindi ancora aperta la grande sfida
dimettere in relazione la funzione con I’individuo.

I microrganismi presenti nel suolo si possono comunque suddividere in batteri, archea, funghi,
lieviti, microalghe (microflora) e protozoi (microfauna) (Metting, 1993). L’insieme delle cellule di
uno stesso tipo, che siano batteriche o meno, che risiedono in un singolo habitat formano una
popolazione e insiemi di popolazioni interagiscono per formare una comunita. A loro volta le
comunita microbiche interagiscono con le comunita di macro-organismi e con I’ambiente definendo
un ecosistema. La composizione delle comunita (cio¢ I’insieme delle specie microbiche presenti in
un dato ambiente) pud variare nel tempo in conseguenza dei cambiamenti che si verificano nel
microambiente o per azione dei microrganismi che ne fanno parte (o di quelli che vi vengono
immessi) ¢/o a causa di variazioni climatiche, topologiche, biochimiche e antropologiche. Inoltre,
molti microrganismi possono mantenere la medesima composizione all’interno di una comunita, ma
modificare alcuni processi metabolici con conseguenze a livello funzionale ed ecologico. Ecco che
si deve parlare anche di “diversita funzionale” dei microrganismi del suolo. Questa visione
comporta anche una correlazione degli individui alla loro funzione, associando lo studio della
singola cellula con quelli genomici e proteomici del suolo. Ai microrganismi del suolo vengono
percid applicate anche le pit moderne teorie evoluzionistiche che correlano la variabilita e le
capacita adattative che consentono al patrimonio genetico delle singole specie di evolversi
progressivamente e quindi sopravvivere ai cambiamenti che possono intervenire nell’ambiente
(Ohtonen et al., 1997).

I microrganismi possono essere utilizzati come indicatori della qualita del suolo perché svolgono
delle funzioni chiave nella degradazione e nel riciclo della sostanza organica e dei nutrienti o
rispondono prontamente ai cambiamenti dell’ambiente suolo. Inoltre, I’attivita microbica nel suolo
rispecchia la somma di tutti i fattori che regolano la degradazione e la trasformazione dei nutrienti.
E comunque estremamente difficile utilizzare i valori forniti dai parametri microbiologici poiché i
microrganismi del suolo reagiscono molto rapidamente anche a variazioni stagionali e si adattano
alle diverse necessita ambientali. Percio diventa problematico distinguere fluttuazioni naturali da
alterazioni causate da attivita antropiche, specialmente quando il dato viene determinato sprovvisto
di controllo. Diversi autori hanno formulato vari suggerimenti. Brookes (1995) ad esempio afferma
che nessun parametro puo essere utilizzato da solo, ma unitamente ad altri parametri correlati da
utilizzare insieme come ‘“controllo interno”, es. C della biomassa e C organico totale del suolo.
Quando 1 suoli presentano marcate variazioni rispetto a cio che ¢ considerato il valore normale (C
biomassa/ C organico totale del suolo) in un particolare sistema di gestione del suolo, clima e tipo di
suolo, tale valore diventa un indicatore del deterioramento e del cambiamento nelle funzioni
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dell’ecosistema suolo. Infatti, c’¢ una relazione quasi lineare tra queste due variabili, anche se ci
possono essere rilevanti discrepanze tra suoli con diverse caratteristiche fisiche o suoli gestiti in
modo diverso. Molti studi sono stati condotti circa la possibilita di utilizzare 1 parametri
microbiologici e biochimici del suolo per caratterizzare la diversita microbica sia in termini genetici
che funzionali definendo innanzi tutto se c’¢ vita nel suolo oppure no ed il suo ordine di grandezza.

Quindi, ¢ di fondamentale importanza capire
quanto la popolazione vivente sia attiva e quali
funzioni svolga. Infine, sara importante : :
caratterizzare la struttura della comunitd \gmm/d & A““""cf“‘é”
microbica e le relazioni che essa instaura con la S
pianta. E importante, infatti, ricordare che le
interazioni pianta-microrganismi hanno un ruolo
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che, sebbene a prima vista sembra non avere
alcun effetto per la pianta, in realta rappresenta
una simbiosi che va dal mutualismo al
commensalismo (Bulgarelli et al, 2013;
Hardoim et al., 2015). Le simbiosi benefiche

che si instaurano tra piante e microrganismi Figura 3 — Interazioni tra batteri endofiti e cellule
vegetali (da Hardoim et al., 2015)
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batterici o fungini, avvengono prevalentemente
a livello dell’apparato radicale della pianta.
Molti microrganismi si trovano anche all’interno dei tessuti della pianta stessa (endofiti) (Figura 3).
Le micorrize, ad esempio, rappresentano una simbiosi tra apparato radicale della pianta e
microrganismi fungini; questa simbiosi svolge un ruolo chiave nella crescita delle piante e nella
nutrizione, garantendo, grazie alla presenza di una vasta rete di ife extra-radicali, ’aumento da parte
della pianta dell'assorbimento e del trasferimento di nutrienti del suolo (es. fosforo, azoto, zolfo,
potassio, calcio, ferro, rame e zinco) (Smith and Read 2008).

Inoltre, la presenza delle micorrize migliora la tolleranza delle piante ai patogeni radicali,
promuovendone la crescita e la salute, e di conseguenza riducendo la necessita di utilizzare
fertilizzanti chimici e pesticidi. Sempre a livello radicale, dove si trovano alti livelli di composti
organici essudati dalle radici che attirano i microrganismi (Whipps, 1997), si possono spesso
trovare 1 batteri definiti “Plant Growth Promoting Bacteria” (PGPB), i quali influenzano
positivamente la crescita delle piante in determinate condizioni (Spaepen et al., 2009).

In generale, il ruolo di questi organismi nei vigneti & ancora poco conosciuto ed indagato. E perd
dimostrato che la loro diversita genetica e funzionale ¢ fondamentale per la sostenibilita del vigneto
e la qualita della produzione (Vaudour et al., 2015). E stato infatti osservato che la composizione
delle comunita microbiche del suolo contribuisce in maniera significativa alla caratterizzazione
delle uve e del vino (Bokulich et al., 2014) ed influenzano i microrganismi associati all’uva
(Zarraonaindia et al., 2015) che, a loro volta, possono condizionare anche il processo di
fermentazione dei mosti (Morrison-Whittle and Goddard, 2018). Pertanto, si inizia a parlare di
“Terroir microbico” (Gilbert et al., 2014).
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Figura 4 - Rappresentazione schematica delle interazioni microrganismi-pianta (da Schenk, et al., 2012)

1.3 Ruolo dei nematodi del suolo nei vigneti

I nematodi, organismi perfettamente adattati all’ambiente interstiziale, sono considerati gli animali
piu abbondanti della terra e i principali consumatori secondari del suolo. Si nutrono, infatti, di
piante, batteri e funghi, oppure di altri animali del suolo (spesso altri nematodi). Sono quindi un
elemento centrale della rete alimentare del suolo (Mulder et al. 2005) e le loro comunita svolgono
ruoli fondamentali nella regolazione delle popolazioni microbiche, favorendo inoltre I’umificazione
e la stabilita strutturale dei suoli, oltre a rivestire un peso non trascurabile tra i fattori biotici di
regolazione delle densita di differenti categorie di artropodi terricoli. Al tempo stesso 1 nematodi
fitoparassiti nutrendosi delle radici delle viti causano una perdita di produzione media del 12,5% nel
mondo (Sasser and Freckman, 1987). Particolare attenzione deve essere rivolta agli individui del
genere Xiphinema che possono trasmettere virosi; la specie X. index ¢ particolarmente dannosa
perché ¢ il principale vettore del Grapevine Fan Leaf Virus (GLFV).

A seguito dell’accresciuta consapevolezza dell’importanza di questa componente della biocenosi, i
nematodi sono stati utilizzati in modo crescente per valutare I’impatto delle attivitd umane
sull’ambiente, anche grazie alla loro abbondanza, all’elevata diversita e alla capacita di rispondere
in tempi brevi a fattori di disturbo diversi.
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I nematodi, infatti, hanno un’elevata capacita di colonizzare vari ambienti, presentano stadi
resistenti in caso di carenza di cibo e molte specie possono sopravvivere alle condizioni anaerobie.
Validi indicatori delle condizioni del suolo sono il Maturity Index (MI), messo a punto da Bongers
(1990) basato sul gradiente c-p (nematodi colonizzatori a strategia r ¢ i nematodi di ecosistemi
maturi a strategia k), e gli indici basati sulla catena alimentare di Ferris et al. (2001).

1.4 Ruolo dei microartropodi del suolo nei vigneti

Gli artropodi del suolo contribuiscono in modo determinante alla demolizione della sostanza
organica, altrimenti destinata a rimanere immobilizzata per lungo tempo, nutrendosi di tessuti
vegetali e/o animali morti che vengono cosi trasformati in un substrato piu facilmente degradabile
dai microrganismi. Inoltre, concorrono alla formazione di sostanze umiche e aggregati complessi di
materia organica con elementi minerali del suolo.

Figura 5 — Diverse tipologie di microartropodi

Gli artropodi grazie al gran numero di specie, alle varietda di ruoli ecologici svolti, a tassi
riproduttivi elevati e all'ampia capacita di distribuzione, si prestano molto bene ad essere impiegati
come bioindicatori, perché rispondono molto piu prontamente di altri animali. L’indice di “Qualita
biologica del Suolo” (QBS) messo a punto da Parisi et al. (2005) si basa sul concetto che la qualita
del terreno ¢ tanto superiore, quanto maggiore ¢ il numero dei gruppi di microartropodi ben adattati
agli ambienti edafici. I1 QBS-ar, infatti, separa 1 microartropodi in base ai caratteri morfologici di
adattamento alla vita ipogea quali la riduzione o la perdita di pigmentazione e di organi visivi, la
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forma del corpo, la riduzione delle appendici, la riduzione o la perdita della capacita di volare,
saltare o correre e la riduzione dello spessore della cuticola.

Capitolo 2

2.1 Campionamento e analisi microorganismi

I metodi di campionamento per le analisi microbiologiche devono tener conto del fatto che i
microrganismi del suolo rispondono tempestivamente a tutte le variazioni di temperatura e umidita,
e pertanto, ¢ indispensabile effettuare le analisi entro il pit breve tempo possibile dal momento della
raccolta del campione. Qualora non sia possibile realizzare le analisi direttamente in campo, occorre
mettere in atto delle procedure ben precise affinché la struttura e le proprieta metaboliche delle
comunita microbiche presenti vengano alterate il meno possibile durante il trasporto presso il
laboratorio di competenza. A tale proposito, ¢ importante poter disporre di metodi standard di
prelievo, trattamento e conservazione dei campioni. Di solito i campioni si prelevano a 0-30 cm di
profondita e devono essere rappresentativi del sistema oggetto di studio. E necessario, ai fini
statistici, prelevare piu repliche per uno stesso campione (minimo 3) e di evitare i “campioni medi”,
soprattutto in presenza di disomogeneita nei sistemi analizzati, che ¢ una delle caratteristiche della
distribuzione dei microrganismi nel suolo e, in misura anche maggiore, nella rizosfera (Florenzano,
1983). I campioni sui quali eseguire analisi microbiologiche devono essere prelevati e mantenuti al
fresco (4°C o -20°C per analisi molecolari) e in condizioni tali da evitare contaminazioni con
microrganismi estranei, compresi quelli presenti nell’aria, oltre che con sostanze chimiche
potenzialmente dannose. A tale proposito € necessario operare in maniera piu sterile possibile, sin
dal momento del campionamento, utilizzando contenitori puliti, possibilmente sterili, da richiudere
ermeticamente fino al momento delle analisi microbiologiche.
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Figura 6 - Esempio di campionamento di suolo, rizosfera e materiale vegetale per lo studio di comunita microbiche
associato ai vigneti.

In generale, molte delle tecniche che vengono utilizzate per studiare la composizione di una
comunitd microbica non sono utilizzabili per discriminare ceppi appartenenti alla stessa specie e
viceversa, e ci0 ¢ essenzialmente dovuto al fatto che le varie tecniche hanno un diverso grado di
specificita. Tradizionalmente, la classificazione tassonomica dei batteri si basava sulla
determinazione e I’analisi comparativa di caratteri fenotipici (metabolici, morfologici e/o
fisiologici). Tuttavia, questo tipo di approccio, che emula I’approccio metodologico dei botanici e
degli zoologi, richiede, per definizione, I’isolamento e la coltivazione in laboratorio delle specie
batteriche. Conseguentemente, le metodologie basate esclusivamente sulla coltivazione dei batteri
sono del tutto inadatte a descrivere la diversita delle comunita microbiche in campioni ambientali
dove, come gia detto, meno dell’1% dei batteri ¢ coltivabile. Pertanto, quando si parla di analisi ¢
opportuno precisare che tra microrganismi presenti in un dato campione ambientale ¢’¢ una frazione
coltivabile ed una non coltivabile nelle comuni condizioni di laboratorio. Esistono pertanto vari
metodi per esplorare e descrivere la biodiversita microbica in un ambiente, che distinguono le due
frazioni, e che vengono attuati separatamente con tecniche diverse. Tra 1 metodi di microbiologia
“tradizionale” volti allo studio della frazione coltivabile ricordiamo [’osservazione mediante
microscopia, i test enzimatici, la respirazione microbica, la biomassa microbica, 1 test fenotipici su
ceppi coltivabili mediante approccio “Phenotype Microarray”, e I’isolamento su terreni di coltura
selettivi di determinati gruppi di microrganismi (Figura 7).
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Figura 7 - Principali metodi di analisi di comunita microbiche coltivabili di microbiologia tradizionale; dall’alto (da
sinistra a destra): respirazione del suolo, coltura su terreno selettivo, microscopio ottico, microscopio ottico con video
camera, strumento Biolog per Phenotype Microarray ed essiccatore per la determinazione della biomassa microbica
tramite il metodo della fumigazione-estrazione.

Per questo motivo negli ultimi 25 anni sono stati sviluppati numerosi metodi molecolari
indipendenti dalla coltivazione per lo studio della diversita delle comunita microbiche naturali, ivi
incluse quelle del suolo. I metodi molecolari, infatti, consentono di esplorare anche il restante 99%
della frazione microbica non coltivabile. Molte di queste metodologie si basano sull’analisi del 16S
rDNA (per i batteri) o ITS (per i funghi) che rappresentano le molecole di elezione per lo studio
della diversita microbica.
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La maggior parte di tali metodologie producono
un “molecular fingerprinting”, ovvero una
“impronta molecolare” dei  microrganismi
esaminati (da cui il termine). Indipendentemente
dal metodo usato (RFLP, ARDRA, RAPD, ecc.),

jgg

I’impronta ottenuta ¢ molto simile ai comuni ; —
codice a barre usati nell’industria e nel " .
commercio. Tali “barre” possono essere costituite
RFLP ARDRA RAPD

da frammenti di restrizione, segnali di ibridazione
o segmenti di DNA amplificato. Maggiore ¢ la Figura 8 - Esempi di “codici a barre” ottenuti
somiglianza tra un ceppo ignoto e un ceppo di  mediante I’applicazione alcune  tecniche

N ey e eqs . .- lecolari; nel caso delle metodiche RFLP e
riferimento, tanto piu simili saranno i loro codici ~ ™° ’ o L
’ p ARDRA sono indicati un esempio di banda

a barre. Questa somiglianza pud essereé  monomorfica (m) e un esempio di bande
quantificata in base al numero di bande in  polimorfiche (p).

comune € non in comune.

Le bande comuni tra due o pit microrganismi vengono chiamate “bande monomorfiche” in quanto
presentano la stessa dimensione molecolare nei campioni esaminati. Vengono invece chiamate
“polimorfiche” quelle bande che differiscono tra due impronte molecolari. In generale tanto piu
simili sono due microrganismi, tanto maggiore sara il numero di bande monomorfiche, e tanto
minore il numero delle bande polimorfiche.

Tuttavia, negli ultimi anni si sono sviluppati e diffusi in modo sempre piu capillare i cosiddetti
metodi “omici”, i quali hanno avuto un grande sviluppo soprattutto nell’ultimo decennio
specialmente grazie all’avvento delle tecnologie di sequenziamento massivo (High Throughput
Sequencing — HTS) (Prosser, 2015). Questi consentono di analizzare e caratterizzare
contemporaneamente 1’intero pool di molecole (DNA, RNA, proteine o metaboliti) presenti in un
campione ambientale. Si parla quindi di “meta-genomica” quando ci si riferisce a molecole di DNA,
“meta-trascrittomica” per ’analisi del RNA, “meta-proteomica” per le proteine e “metabolomica”
per 1 metaboliti (Figura 9). I dati ottenuti con questi approcci, se opportunamente analizzati
mediante strumenti bioinformatici ed integrati tra loro, possono fornire informazioni fondamentali
per la comprensione dei processi ecologici e delle interazioni pianta-microrganismi.
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Figura 9 - Schema riassuntivo delle metodologie per lo studio della comunitda microbica totale di un campione
ambientale.

2.2 Campionamento e analisi nematodi
Per ogni punto di campionamento si prelevano di almeno tre carote di terra a una profondita di 30
cm. Le tre carote vanno poi mixate per formare un unico campione. Nei vigneti i nematodi liberi
(batteriofagi, fungivori, onnivori e predatori) sono predominanti nello strato superficiale del suolo
(0-10 cm), viceversa, i fitoparassiti sono prevalenti in profondita (10-30 cm) dove sono disponibili
le radici delle viti e si ha una maggiore umidita del suolo. In questo ecosistema 1 batteriofagi
rappresentano solitamente il 60-70% dell’intera popolazione di nematodi.

I nematodi sono estratti mediante il

metodo del filtro di carta lana a

Campionamento suclo Estrazione nematodi

temperatura ambiente. Un foglio di
carta lana si colloca su un vaglio, si
dispongono poi 100 cc di campione,
si riempie il piatto con acqua, dopo 48
h raccolgono i nematodi.
L’abbondanza dei nematodi raccolti si
effettua mediante stereo microscopio

wo og

binoculare da dissezione, mentre per

I’attribuzione dei vari taxa si
al}eStIS.COHO _del Vetr_lm temporaner e Figura 10 — Campionamento del suolo (sinistra) ed estrazione
I’identificazione si  effettua su dei nematodi con il metodo del filtro di lana (destra)
microscopio ottico a livello di genere

o di famiglia.
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2.3 Campionamento a analisi dei microartropodi

Per ogni punto di campionamento si preleva un cubo di lato 10 cm, che corrisponde a circa 1 kg di
suolo, mediante apposito carotatore. E necessario avere molta cura di lasciare il pit indisturbato
possibile il campione. Ogni campione va posto in un sacchetto di plastica e conservato a 4°C fino

all’arrivo in laboratorio.

Fasi operative

Prelievo del campione

3 zolle di dimensioni
10x10x10 cm

~ Lettiera e copertura
erbacea, se presenti,
devono essere asportati.

€y

Figura 11 - Schema generale di campionamento per i microartropodi dal suolo (sopra) ed estrazione mediante selettori
Berlese-Tullgren (sotto)

Per I’estrazione dei microartropodi si utilizzano i selettori Berlese-Tullgren. Il procedimento sfrutta
la reazione di fuga della fauna del suolo dalla luce e dal progressivo riscaldamento e conseguente
essiccamento del suolo provocato dalla lampadina: pertanto gli organismi presenti tendono a
spostarsi verso il basso fino a cadere nel recipiente collettore che contiene alcool e glicerolo. Gli
esemplari raccolti in alcool si conservano indefinitamente nel tempo. L’identificazione tassonomica
degli artropodi avviene mediante stereo microscopio fino al livello di ordine.
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