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PRESENTAZIONE

I1 Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e Forestali (Mipaaf) attribuisce alla biodi-
versita, ed in particolare alle risorse genetiche per I'alimentazione e l'agricoltura, un’importanza
strategica per il nostro Paese. Ha, pertanto, attivato tutti gli strumenti a sua disposizione al fine di
assicurarne la tutela, la conservazione e la valorizzazione, nonché di mettere il sistema agricolo na-
zionale nella condizione di affrontare adeguatamente il proprio compito.

Il Mipaaf, in attuazione della normativa comunitaria e internazionale in materia di biodiversi-
ta e con la partecipazione attiva delle Regioni e delle Province Autonome (P.A.), ha elaborato il Piano
Nazionale sulla biodiversita di interesse agricolo con l'obiettivo generale di “coordinare I'insieme
delle iniziative e dei rapporti con gli Organismi nazionali ed internazionali che si occupano di bio-
diversita in agricoltura; nonché di dare alle Regioni e P.A., chiamate all’attuazione del Trattato FAO
dalla Legge n. 101 del 6 aprile 2004, risposte concrete ai problemi ancora non risolti. Cio al fine di
costruire un sistema nazionale di tutela della biodiversita agraria, capace di riportare sul territorio in
modo efficace, gran parte della biodiversita scomparsa o a rischio di estinzione, a vantaggio della tu-
tela dell'ambiente, di un’agricoltura sostenibile e dello sviluppo rurale”. Le attivita previste dal Piano,
che includono il presente lavoro, sono state incorporate nella Strategia Nazionale sulla Biodiversita
che delinea il quadro unitario nazionale per la tutela della biodiversita in tutte le sue forme.

Il Piano Nazionale sulla biodiversita di interesse agricolo pone una grande enfasi sul concetto
di varieta locale intesa come “carattere prioritario e di alto valore socio-culturale”. Da cio I'esigen-
za di identificare correttamente le varieta e le razze locali, a partire da un’accurata ricerca storico-
documentale volta a dimostrare il legame con il territorio di provenienza, ovvero con il bioterritorio,
unico luogo dove puo essere realizzata la loro conservazione.

Proprio per rispondere a questa esigenza il Mipaaf, in coordinamento con il Comitato perma-
nente per le risorse genetiche e in attuazione delle attivita previste dal Piano, ha promosso la redazio-
ne delle Linee guida per la conservazione e la caratterizzazione della biodiversita vegetale, animale e
microbica di interesse per I'agricoltura, a cui ha contribuito un nutrito gruppo di esperti che ha pre-
disposto tre distinti manuali dedicati rispettivamente alla biodiversita vegetale, animale e microbica.

Lintero documento ruota intorno allo stretto legame tra chi effettua la conservazione ex situ
(banche del germoplasma) e chi salvaguarda e favorisce la conservazione in situ e on farm (coltiva-
tori/allevatori custodi), evidenziando la necessita che ciascuno svolga la propria parte nell’'ambito di
un quadro istituzionale chiaro e coerente che possa assicurare il dialogo e I'interazione tra tutti gli
attori coinvolti.

Le linee guida sono indirizzate alle Regioni e P.A. ed ai loro tecnici, nonché agli agricoltori e
a tutti i soggetti che lavorano per la conservazione della biodiversita. Attraverso la definizione di un
quadro di riferimento tecnico-scientifico coerente con i principi internazionali e nazionali, esse favo-
riscono 'adozione di metodologie comuni, standardizzate e condivise e costituiscono il riferimento
fondamentale per quelle Regioni e P.A. che non hanno ancora una normativa specifica in materia di
risorse genetiche vegetali.
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Degna di nota ¢ l'esplicita trattazione della biodiversita microbica che ¢ spesso stata trascurata
a favore di una maggiore attenzione alle forme di vita presenti sulla superficie del suolo. In particola-
re, il manuale ¢ dedicato ai microrganismi di interesse per gli alimenti e la fertilita del suolo. Questa
scelta € legata all'importanza delle risorse genetiche microbiche sia per la tutela dei prodotti tipici
nazionali che sono il cuore della tradizione enogastronomica italiana, sia per la fertilita del suolo,
“senza la quale nulla potrebbe essere coltivato né conservato™ la fertilita del suolo rappresenta, infat-
ti, il nodo centrale per preservare la biodiversita e la vita dell’intero pianeta”.

Per il settore zootecnico, il documento propone un approccio innovativo nella definizione del-
le strategie di conservazione sinora adottate in Italia: la scelta delle razze da conservare prioritaria-
mente va basata non solo sullo stato di rischio delle razze, ma anche, e soprattutto, sulla valutazione
della loro importanza attuale e futura in vari ambiti (economico-produttivo, sociale, storico, cultu-
rale, ecologico, paesaggistico, etc.). Con questo approccio si intende puntare non solo all’'obiettivo
di diminuire o azzerare il rischio di estinzione di tutte le razze allevate ma, contemporaneamente,
anche a quello di migliorare o massimizzare l'utilita derivante dal loro impiego (intendendo per

\ »

“utilita” una combinazione ponderata di caratteri, valori e caratteristiche di ciascuna razza), fino a
giungere all’auto-sostentamento economico-produttivo della razza.

I1 Mipaaf ¢ impegnato affinché le “Linee guida”, approvate dalla conferenza Stato-Regioni e
Provincie Autonome il 10 maggio 2012 e adottate dal Ministro delle Politiche Agricole con decreto
del 6 luglio 2012, siano parte integrante della nuova programmazione dei fondi comunitari, e ne
auspica 'inserimento all’interno dei programmi per lo sviluppo rurale. Cio al fine di favorire la de-
finizione di misure pitl specifiche, basate sia sul rischio di erosione della varieta/razze sia sulle loro
potenzialita di valorizzazione attraverso il legame con le tradizioni e le pratiche locali, tali da ricono-
scere e sostenere appropriatamente le esternalita positive generate dall’agricoltore nel suo lavoro di
conservazione della biodiversita.

Il lavoro avra, pertanto, importanti ricadute a livello di programmazione dello sviluppo rura-
le, con riferimento alle misure per la salvaguardia della biodiversita ed in particolare alla misura per
il sostegno alla conservazione delle risorse genetiche in agricoltura.

Giuseppe Cacopardi

Direttore generale per lo Sviluppo rurale
Ministero delle politiche agricole alimentari e forestali
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PREFAZIONE

La tutela della biodiversita delle piante e degli animali per l'agricoltura e 'alimentazione &
diventato uno dei pili urgenti bisogni del pianeta, e rappresenta un obiettivo fondamentale nelle
politiche nazionali e regionali. E” in questottica che il 14 febbraio 2008 la Conferenza Stato-Regioni
italiane, su proposta del Ministero Politiche Agricole Alimentari e Forestali (Mipaaf), ha approvato
il Piano Nazionale sulla Biodiversita di interesse Agrario (PNBA). Il piano ¢ stato definito in stret-
ta collaborazione con le Regioni e le Province Autonome italiane, con lo scopo di rappresentare la
strategia fondamentale dell’Italia per la tutela e la valorizzazione del ricchissimo patrimonio di bio-
diversita agricola presente nel nostro paese, in sintonia con la Strategia Nazionale per la Biodiversita,
approvata in Conferenza Stato-Regioni nel 2010.

I1 PNBA ¢ nato dalla stretta collaborazione tra il Mipaaf e la Rete Interregionale per la Ricerca
Agraria, Forestale, Acquacoltura e Pesca, costituita nel 1998 e riconosciuta formalmente dalla Con-
ferenza delle Regioni e Province Autonome il 4 ottobre 2001. Il PNBA da una prima definizione di
“razza e varieta locale” e definisce un “sistema” nazionale di tutela della biodiversita agraria, incen-
trato sull”’Anagrafe delle varieta e razze locali”, coordinato a livello centrale, ma implementato dalle
Regioni e Provincie Autonome, le quali procedono a verificare:

. la corretta individuazione delle risorse genetiche sul proprio territorio;

. la corretta caratterizzazione (morfologica e ove possibile molecolare) delle stesse;

. la corretta classificazione del grado di rischio di estinzione delle razze e varieta locali indivi-
duate e caratterizzate;

. la corretta conservazione “in situ/on farm” ed “ex situ” delle razze e varieta locali del proprio
territorio.

Le Regioni e Province Autonome inoltre, in coerenza con la strategia, procedono alla valoriz-
zazione delle razze e varieta locali riconosciute formalmente esistenti sul proprio territorio, soprat-
tutto quelle a rischio di estinzione.

L’Anagrafe nazionale ¢ prevista dal Piano come una banca dati interattiva, nella quale ogni
Regione e Provincia Autonoma faccia confluire le proprie razze e varieta locali come sopra definite
e che offra informazioni aggiornate e complete sulle diverse iniziative realizzate (progetti ed attivita
in corso) sulle varie razze e varieta locali al fine di consentire la diffusione delle informazioni e di
ottimizzare le risorse impiegate nella gestione delle risorse genetiche del Paese.

Lattuazione del PNBA ha anche previsto un Comitato permanente per le risorse genetiche,
come strumento di gestione del Piano stesso, coordinato dal MiPAAF. Ne fanno parte 6 rappresen-
tanti delle Regioni e Province Autonome designati dalla Conferenza Stato-Regioni, un rappresen-
tante del MiPAAF con funzione di coordinamento, un rappresentante del Ministero dell’Universita
e della Ricerca e un rappresentante del Ministero del’Ambiente e della Tutela del Territorio e del
Mare.

Tramite il Comitato, insediatosi il 24 marzo 2009, le Regioni e le Province Autonome hanno
presentato una proposta di attuazione del Piano distinto in tre fasi fondamentali (A, B e C):
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Fase A: condotta a livello nazionale direttamente dal MiPAAF, per il raggiungimento dei se-
guenti obiettivi:
. I'individuazione dei descrittori comuni per la caratterizzazione delle varieta vegetali e delle
razze/popolazioni animali, locali;

. la definizione di una metodologia comune e condivisa per la caratterizzazione delle varieta
e delle razze/popolazioni locali al fine di permettere il confronto dei dati e dei risultati, I'uso
comune dei termini e degli strumenti utilizzati a livello locale;

. la definizione delle linee guida per la corretta conservazione “in situ” ed “ex situ” delle varieta
vegetali locali e delle razze-popolazioni animali locali;

. la definizione di rischio di estinzione attraverso soglie o criteri, per le principali specie vegetali
del settore agricolo.

Fase B: condotta a livello regionale da ogni singola Regione e Provincia Autonoma sul proprio
territorio per il raggiungimento dei seguenti obiettivi:

. valutazione da parte delle Regioni e P.A., delle varieta e razze locali individuate, al fine della
loro comune caratterizzazione e conservazione “in situ/on farm” ed “ex situ” alla luce dei ri-
sultati della precedente fase A;

Fase C: attivazione dell’Anagrafe nazionale delle varieta e razze-popolazioni locali e del siste-
ma nazionale di tutela e valorizzazione della biodiversita di interesse agrario.

I1 MiPAAF, in seguito all’approvazione da parte del Comitato della proposta di attuazione del
Piano Nazionale, ha fatto proprio la proposta procedendo a dare attuazione alla prima fase del Piano
stesso attraverso l’individuazione di un gruppo di lavoro composto da esperti scientifici e tecnici
riconosciuti a livello nazionale e internazionale (v. nomi degli autori del testo) e coordinato da un
rappresentante della FAO, appartenente all’ufficio del Trattato internazionale sulle risorse fitogeneti-
che per I'alimentazione e I’agricoltura.

Le presenti Linee guida nazionali per la conservazione in situ, on farm ed ex situ, della bio-
diversita vegetale, animale e microbica di interesse agrario rappresentano il risultato dell’attuazione
della Fase A del Piano Nazionale sulla Biodiversita Agraria e sono uno strumento unico nel suo gene-
re a livello nazionale ed anche internazionale. Condiviso tra le 21 Regioni e Province Autonome Ita-
liane, consentono una definizione unica e condivisa di termini, metodi e strumenti per una corretta
individuazione, caratterizzazione e conservazione “in situ/on farm” ed “ex situ” della biodiversita
agraria in genere.

Sono state oggetto di un Decreto ministeriale del Mipaaf del 6 luglio 2012 in accordo con la
Conferenza delle Regioni e Province Autonome italiane e verranno utilizzate dalle Regioni stes-
se, come strumento di base per la definizione della nuova programmazione dello sviluppo rurale
2014/2020 in materia di tutela della biodiversita agraria, non solo per le Regioni che non hanno una
propria legge regionale specifica in materia, ma anche per uniformare metodi e sistemi gia utilizzati
dalle Regioni che invece ne sono dotate.

Ladozione di questo strumento consente quindi un importante passo in avanti alle politiche
di conservazione e valorizzazione della biodiversita agraria italiana.

Il Comitato permanente per le risorse genetiche
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PREMESSA

Brevi cenni sullo scenario internazionale

E dal 1992, anno in cui ¢ stata adottata la Convenzione sulla Biodiversita (CBD), si sono susse-
guiti una serie di importanti eventi internazionali che ponevano al centro del dibattito la tutela e la
salvaguardia delle risorse genetiche per halimentazione e hagricoltura.

Sono stati tre gli Accordi Internazionali piu significativi direttamente collegati alla CBD che,
a partire dal 2000 ad oggi, hanno permesso di focalizzare I’attenzione su temi di rilevanza planetaria,
quali la biosicurezza e 'accesso alle risorse genetiche. Si tratta del Protocollo di Cartagena (CBD,
2000), del Trattato internazionale sulle risorse genetiche vegetali per I'ali- mentazione e l’'agricoltura
(FAO, 2004) e del recente protocollo di Nagoya (CBD, 2010) sull’ac- cesso e condivisione dei benefici
derivanti dall’'uso della biodiversita.

Tali strumenti, sebbene differenti tra loro, sono indirizzati verso un comune obiettivo:
la ripartizione giusta ed equa dei benefici derivanti dall’uso delle risorse genetiche.

Aumenta cosl, a livello globale, la consapevolezza che la perdita delle risorse genetiche non
rappresenta di “per se” solo la scomparsa di materiale genetico, ma anche e soprattutto la lenta estin-
zione di un immenso patrimonio di informazioni legate alle colture tipiche e tradi- zionali, associate
ai saperi ed ai sapori locali.

Lo scenario nazionale e le recenti misure indirizzate alla Biodiversita
a. La Strategia Nazionale per la Biodiversita (SNB)

I1 Ministero dell’Ambiente e della Tutela del Territorio e del Mare ha suggerito, con I'elabo-
razione della Strategia Nazionale per la Biodiversita, alcune linee di intervento nei riguardi delle
politiche agricole ecocompatibili per la gestione e la conservazione della biodiversita. Un obiettivo
di salvaguardia ambientale al quale ¢ tuttora orientata anche la stessa Politica Agricola Comunitaria
(PAC). Si tratta di uno strumento molto importante, adottato dalla Conferenza Stato-Regioni il 7
ottobre 2010, per poter assicurare, nei prossi- mi anni, la reale integrazione tra “gli obiettivi di svilup-
po del Paese e la tutela della propria biodiversita”.

La SNB ¢ articolata intorno a tre tematiche cardine:
« biodiversita e servizi ecosistemici
« biodiversita e cambiamenti climatici

« biodiversita e politiche economiche

Tra gli obiettivi pit importanti vi e la conservazione della diversita biologica, sia a livello di
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specie che di gene, sia di comunita che di ecosistema, l'utilizzazione durevole o sostenibile, dei suoi
elementi e la giusta ed equa ripartizione dei vantaggi che derivano dallo sfruttamento delle risorse
genetiche e dal trasferimento delle tecnologie ad esso collegate.

Nei riguardi delle attivita finalizzate all’alimentazione e all’agricoltura, la SNB sottolinea
alcune criticita del settore agricolo e precisi obiettivi, come ad esempio “favorire la conservazione e
l'uso sostenibile della biodiversita agricola, nonché la tutela e la diffusione di sistemi agricoli e fore-
stali ad alto valore naturale; mantenere e recuperare i servizi eco-sistemici dell’ambiente agricolo,
promuovere il presidio del territorio (in particolare in aree marginali) attraverso politiche integrate
che favoriscano l'agricoltura sostenibile con benefici per la biodiversita evitando I’abbandono e la
marginalizzazione delle aree agricole”.

b. Il Piano Nazionale Biodiversita di interesse Agricolo (PNBA)

Se si esclude il tentativo del Ministero delle politiche agricole alimentari e forestali, che nel
1999 diede avvio al primo finanziamento di un programma nazionale biodiversita in agricoltura
finalizzato alla salvaguardia del patrimonio genetico vegetale, animale e microbico nelle Regioni e
Province Autonome (PPAA), bisognera attendere altri nove anni per 'adozione di un vero e proprio
Piano Nazionale Biodiversita di interesse Agricolo.

Infatti il Dicastero delle potiche agricole alimentari e forestali, con I'attiva collaborazione delle
Regioni e PPAA, ha elaborato, con pit di due anni di anticipo rispetto alla SNB, il PNBA , che ¢ stato
approvato il 14 febbraio 2008 dalla Conferenza Stato-Regioni.

I1 Piano da concretamente avvio ad una nuova fase di concertazione pluriennale mediante la
quale lo Stato e gli Enti Locali si impegnano, ognuno secondo le proprie competenze, alla preserva-
zione ed alla valorizzazione delle risorse genetiche per I'alimentazione e I'agricoltura.

Nel Piano assume forte rilevanza la ricaduta, a livello locale, di tutte le azioni di tutela della
biodiversita. Proprio per questo, al fine di garantire il collegamento tra i vari soggetti scientifici con
le Regioni e le PPAA ¢ stata prevista la costituzione di un Comitato Permanente per le Risorse Gene-
tiche (CPRG) coordinato dal Ministero delle politiche agricole alimentari e forestali.

Prevale, pertanto, una strategia di lungo termine volta al coordinamento di azioni da realiz-
zare soprattutto a livello locale con lo scopo di trasferire agli operatori e a chi ne ha interesse tutte le
informazioni necessarie per la salvaguardia delle risorse tipiche locali della nostra agricoltura.

c. Il Gruppo di lavoro per la Biodiversita in Agricoltura (GIBA)

Secondo quanto contenuto nel PNBA, le iniziative previste sono distinte in tre fasi:

« Fase A (livello nazionale): definizione di strumenti operativi minimi e condivisi e istituzione
di un Gruppo di lavoro per la Biodiversita in Agricoltura;

« Fase B (livello territoriale): possibili progetti interregionali;

« Fase C: attivazione dell’Anagrafe nazionale delle varieta e razze-popolazioni locali.

Nel corso del 2009 il CPRG ha concentrato la propria attenzione sulla prima fase, senza peral-
tro rinunciare ad elaborare programmi per le fasi successive ed ha approvato ’avvio di uno specifico
progetto per la costituzione ed il funzionamento di un GIBA. Ovviamente, ’at- tuazione della prima
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fase ¢ una premessa indispensabile per il completamento delle altre due. Di seguito la composizione

del GIBA:
Coordinatore Scientifico: Mario Marino — FAO (Nazioni Unite)
Responsabile del progetto: Antonella Trisorio — INEA
COMPONENTI ENTE/ORGANISMO DI APPARTENENZA

Gruppo Zootecnico

Riccardo Fortina

Universita di Torino

Baldassarre Portolano

Universita di Palermo

Alessio Zanon

Libero Professionista

Gruppo Microbico

Anna Benedetti

Consiglio per la Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltura

Gianluigi Cardinali

Universita di Perugia

Gruppo Vegetale

Pier Giacomo Bianchi

Ente Nazionale delle Sementi Elette

Riccardo Bocci

Libero Professionista

Romana Bravi

Ente Nazionale delle Sementi Elette

Isabella Dalla Ragione

Libero Professionista

Antonio Di Matteo

Universita di Napoli

Carlo Fideghelli

Consiglio per la Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltura

Marisa Fontana

Libero Professionista

Mario Macchia

Universita di Pisa

Lorenzo Maggioni

Bioversity International

Valeria Negri

Universita di Perugia

Domenico Pignone

Consiglio Nazionale delle Ricerche

Oriana Porfiri

Libero Professionista

Anna Schneider

Consiglio Nazionale delle Ricerche

Francesco Sottile

Universita di Palermo

Concetta Vazzana

Universita di Firenze

Al GIBA é stato attribuito il compito di definire:

a. 1idescrittori per la caratterizzazione delle varieta vegetali, delle razze-popolazioni animali

locali e dei microrganismi;

b. una metodologia comune e condivisa per la ricerca e la caratterizzazione delle varieta,

razze e popolazioni locali al fine di permettere il confronto dei dati nei vari territori italiani;

c. lelinee guida per la corretta conservazione in-situ, on-farm ed ex-situ delle varieta vegetali

e delle razze-popolazioni animali;

d. lelinee guida per la corretta conservazione dei microrganismi in-situ ed ex-situ;

e. la definizione di rischio di estinzione e di erosione genetica, attraverso soglie o criteri,

per le principali specie vegetali, animali e microbiche in campo agricolo.

I1 Gruppo ha redatto, in poco piu di un anno, tre distinti manuali con le linee guida per la
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conservazione in-situ, on-farm ed ex situ della biodiversita animale, microbica e vegetale di interesse
agrario. Ogni manuale potra essere consultabile separatamente.

A tale riguardo va sottolineato che:

« lelinee guida sono indirizzate alle Regioni/PPAA ed ailoro tecnici, che a loro volta dovranno
utilizzarle per guidare gli agricoltori ed altri soggetti interessati alla conservazione
mediante metodologie comuni, standardizzate e condivise;

« ogni manuale ¢ scientificamente rigoroso, ma al contempo risulta snello ed essenziale,
riportando chiaramente le azioni che un operatore dovra intraprendere per realizzare la
conservazione della biodiversita di interesse agrario.

Per rendere piu facile la lettura sono stati uniformati i testi quanto piu possibile, lasciando
alcune basilari differenze come nel caso del concetto di “specie” per i microrganismi o di “specie” e
“razza pura” per gli animali.

Per i microrganismi il “concetto di specie piu diffuso e condiviso ¢ il cosiddetto concetto
biologico di specie (CBS) che si basa sulla sessualita come unico sistema di riprodu- zione. Di fatto
la stragrande maggioranza dei microrganismi conosciuti non sono in questa condizione per cui si
impone la ricerca di un altro concetto di specie, diverso da quello impiegato per animali e piante”
(vedi Linee guida Microbiche).

Per gli animali, ad oggi, per i termini di specie e razza pura non esiste ancora un’uni- ca defi-
nizione condivisa ed accettata. In questo caso si ¢ optato per la definizione proposta dalla FAO (vedi
Linee guida Animali).

I manuali costituiscono un quadro di riferimento scientifico e tecnico coerente con i principi
nazionali ed internazionali, con il preciso obiettivo di favorire, nel caso specifico delle risorse geneti-
che vegetali, 'implementazione, da parte di Regioni e PPAA , del Tratta- to Internazionale FAO per
le Risorse Genetiche Vegetali per ’Alimentazione e ’Agricoltura (Legge n. 101/2004).

I capitoli sviluppati in ciascun manuale comprendono:

a. unabreve premessa sul concetto di specie/varieta/razza in riferimento al settore considerato
e la definizione quanto pilt accurata possibile di agrobiodiversita;

b. la definizione di rischio di erosione genetica;
c. un glossario ragionato;

d. Pindividuazione di protocolli di caratterizzazione e conservazione con le indicazioni delle
diverse fasi operative per il settore di interesse specifico, animale, microbico e vegetale;

e. alcuni casi studio di caratterizzazione, tutela e valorizzazione delle risorse tipiche locali;

la bibliografia citata e di riferimento.

d. Il PNBA ed il concetto di varietad locale

Con il PNBA assume carattere prioritario, e nel contempo di alto valore socio-culturale,
il concetto di varieta locale.

Quest’ultimo deriva dalla traduzione inglese di landraces.
Sebbene fossero gia state proposte diverse definizioni di varieta locale, nelle Linee
guida per la corretta conservazione “in situ”, on farm ed ex situ delle varieta vegetali, il Gruppo

di lavoro Biodiversita in Agricoltura (GIBA, 2010) ha adottato la seguente “Una varieta locale di una
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coltura che si riproduce per seme o per via vegetativa ¢ una popolazione variabile, che ¢ identificabile
e usualmente ha un nome locale. Non ¢ stata oggetto di miglioramento genetico “formale”, ¢ caratte-
rizzata da un adattamento specifico alle condizioni ambientali di un’area di coltivazione (tollerante a
stress biotici e abiotici di quell’area) ed & strettamente associata con gli usi, le conoscenze, le abitudini,
i dialetti e le ricorrenze di una popolazione che sviluppa e continua la sua coltivazione”.

Come riportato nel PNBA, questa definizione viene integrata da quelle fornite dalle varie leggi
regionali italiane in materia di tutela delle risorse genetiche autoctone (di fatto le razze e varieta locali),
che, in sintesi, vengono indicate come specie, razze, varieta, cultivar, popolazioni, ecotipi e cloni origi-
nari di un territorio regionale, oppure di origine esterna, purché introdotte da almeno 50 anni in esso
ed integrate tradizionalmente nell’agricoltura e nell’allevamento di quel territorio.

Rientrano in tale ambito anche le varieta locali attualmente scomparse dal territorio regionale,
ma conservate presso orti botanici, allevamenti o centri di ricerca presenti in altre Regioni.

E piuttosto evidente che la varieta locale non puo e non deve, a mio avviso, essere slegata dal
territorio di origine (bioterritorio) inteso, quest’ultimo, come luogo nel quale essa, grazie all’azione
degli agricoltori, hanno manifestato nel tempo il proprio adattamento.

e. | concetti di bioterritorio e di caratterizzazione e conservazione delle varieta
locali

Le varieta e le razze locali devono essere correttamente identificate, partendo in- nanzitutto da
un’accurata ricerca storico-documentale volta a dimostrare il legame con il territorio di provenienza.

La conservazione delle varieta locali non ¢ realizzabile, se non nel bioterritorio, con le tecniche
agronomiche dettate dalla tradizione rurale locale, in un rapporto strettissimo e di dipendenza reci-
proca, tra chi effettua la conservazione ex situ (banche del germoplasma) e chi salvaguarda e favorisce
la conservazione on farm (coltivatori/allevatori custodi).

La possibilita reale di recupero e di reintroduzione nel bioterritorio di una varieta locale tradi-
zionalmente riconosciuta, ¢ strettamente legata alla valorizzazione delle pro- duzioni da parte degli
stessi coltivatori/allevatori custodi. Un sostegno finanziario da parte degli Enti locali all'impegno
attuale e futuro di questi agricoltori potra favorire la coltivazione e la conservazione delle varieta
locali a rischio di estinzione, che normalmente non sono valorizzate all’interno dei circuiti commer-
ciali correnti.

Conclusioni e raccomandazioni

Il CPRG ha approvato le Linee guida proposte dal Gruppo e la Conferenza Stato Regioni ha
sancito 'intesa sulle Linee guida, ai sensi dell’articolo 8, comma 6, della legge 5 giugno 2003, n. 131.

I1 24 luglio 2012 & stato pubblicato nella Gazzetta Ufficiale n. 171 il decreto del Ministro delle
Politiche Agricole Alimentari e Forestali concernente I'adozione ufficiale delle Linee guida naziona-
li per la conservazione in-situ, on-farm ed ex-situ, della biodiversita vegetale, animale e microbica
di interesse agrario.

Le Linee guida sono uno strumento standard necessario per la conservazione e la caratterizza-
zione delle specie,varieta e razze locali in grado di dare piena attuazione al PNBA. E il primo signifi-
cativo lavoro nel quale si propongono oltre alle linee operative per la tutela della biodiversita animale
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e vegetale anche quelle microbiche di interesse alimentare e del suolo. Si tratta di una risposta concreta
alle esigenze degli operatori che, a ragione, richie- dono pari dignita scientifica tra le risorse microbi-
che e quelle animali e vegetali.

Pertanto ¢ stato fatto un considerevole sforzo per produrre linee guida operative in tutti e tre i
settori citati e non ¢ da escludere che in prospettiva saranno considerati nel futuro anche altri settori,
come quello forestale, ittico, patologico ed entomologico

A questo punto potrebbe essere utile che le Regioni e le PPAA, di concerto con il Mi- nistero
delle politiche agricole alimentari e forestali, diano avvio al piu presto alle successi- ve fasi contenute
nel Piano medesimo mediante la concertazione di progetti interregionali e I'attivazione del’Anagrafe
nazionale delle varieta, razze e popolazioni locali.

Mario Marino

(FAO - Agriculture Department International Treaty on Plant
Genetic Resources for Food and Agriculture)

Acronimi
CBD Convenzione sulla Biodiversita
CPRG Comitato permanente per le Risorse Genetiche

GLBA Gruppo di Lavoro Biodiversita in Agricoltura

FAO Organizzazione delle Nazioni Unite per ’Alimentazione e I’Agricoltura PNBA
Piano Nazionale Biodiversita di interesse Agrario

SNB Strategia Nazionale per la Biodiversita
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INTRODUZIONE

1.  Linee guida per la conservazione della biodiversita microbica
di interesse agrario

I1 presente documento ha come obiettivo principale quello di fornire linee guida alla conser-
vazione della biodiversita microbica di interesse agrario per i due comparti principali inerenti gli
alimenti e la fertilita del suolo.

Il presente documento, su decisione del GIBA vertera unicamente sui microrganismi utili
escludendo completamente tutti gli aspetti fitosanitari e patologici per i quali verranno elaborate
linee guida separate e costituiranno oggetto di lavoro futuro.

Si tratta di un documento di rigore scientifico, ma operativo, per consentire agli addetti del
settore di predisporre azioni sul territorio volte alla conservazione delle risorse genetiche micro-
biche. In campo agrario la conservazione delle risorse genetiche microbiche investe aspetti fonda-
mentali nella conservazione della fertilita del suolo senza la quale nulla potrebbe essere coltivato e
conservato. La fertilita del suolo rappresenta il nodo centrale della conservazione della biodiversita e
della vita dell’intero pianeta. Conservare i microrganismi di rilievo alimentare significa proteggere i
prodotti tipici nazionali e tutta la tradizione enogastronomica italiana.

Nel documento si forniscono strumenti operativi gerarchici quali marcatori morfologici o
marcatori pratici, fenotipici e molecolari. Vengono forniti protocolli operativi per la conservazione
in situ ed in factory, nonché per il campionamento e la conservazione ex situ.

Il documento infine presenta dei casi studio quale esempio applicativo dei protocolli suggeriti.

2. Conservazione delle risorse genetiche microbiche
di interesse agrario

La CBD descrive la biodiversita agricola come “le componenti della diversita biologica relative
al cibo e all’agricoltura e tutte le componenti della diversita biologica che costituiscono gli ecosistemi
agricoli, anche chiamati agroecosistemi. Le varieta e la variabilita degli animali, delle piante e dei
microrganismi a livello genetico, di specie e di ecosistema, necessari a mantenere le funzioni chiave
degli agroecosistemi, la loro struttura ed i loro processi”.

Nel caso dei microrganismi di interesse agrario essi svolgono un ruolo chiave sia nella pro-
duzione di cibo (fertilita del suolo, nutrizione delle colture, biocontrollo, biofertilizzazione) che nei
riguardi della conservazione delle derrate alimentari (tossine e patogeni), che nella produzione di
alimenti trasformati (latte e formaggi, vino, olio, ecc), pertanto la loro presenza e la loro biodiversita
¢ funzionale al sostentamento degli organismi viventi sulla terra.

Aimicrorganismi del suolo e deputata la conservazione dei servizi ecosistemici che si svolgono
nel suolo (Bunning and Jimenez, 2003). Tra i principali troviamo:

» Decomposizione e ciclo della sostanza organica ad opera dei decompositori primari. Batteri,
funghi ed attinomiceti.
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« Regolazione della disponibilita degli elementi nutritivi e loro asportazione da parte delle
colture, imputabile a funghi micorrizici, attinomiceti, batteri azoto fissatori, batteri che
mineralizzano 1’azoto, ecc.

« Controllo dei patogeni e difesa. Tra cui possiamo ricordare quali biopesticidi i Batteri
(Bacillus thuringensis, Pseudomonas fluorescens, ecc.) funghi (Tricoderma harzianum,
Beauvaria bassiana, ecc.)

« Mantenimento della struttura del suolo e regolazione dei processi idrologici
o Scambi gassosi e sequestro del carbonio
» Disinquinamento

« Sviluppo delle piante

I microrganismi, rispetto ad altri organismi viventi, presentano dei vantaggi molto importan-
ti nel mantenimento dei diversi servizi ecosistemici in cui vengono ad essere coinvolti riconducibile
proprio alla loro biodiversita e precisamente: Abilita (funzione) ciascun organismo ha una o pitu,
abilita a svolgere una o pit funzioni, Interazione: molti organismi hanno la capacita di influenzare
direttamente o indirettamente I’azione di altri organismi (pili complesso risultera il network piu
adattabilita sviluppera il sistema e maggiormente resiliente a pressioni esterne), Ridondanza: in ter-
mini ecologici la ridondanza ¢ una proprieta importantissima che consente la conservazione della
funzione e I'adattabilita a pressioni esterne.

E stato anche attribuito un valore economico a diversi servizi ecosistemici garantiti dal biota
suolo (Pimentel et al. 1997), di cui se ne forniscono solo alcuni esempi:

Attivita Biodiversita del suolo coinvolta Beneficio economico mondiale (miliardi /$/a)
Riciclo rifiuti Batteri, funghi, attinomiceti 760
Formazione di suolo Microrganismi, vermi, mes. 25
Azotofissazione Organismi diazotrofici 90
Biorecupero inquinanti Microrganismi 121
Biotecnologie Microrganismi 6
Difesa Microrganismi 160

La Strategia Nazionale per la Biodiversita pone tre obiettivi principali per la conservazione
della biodiversita il primo dei quali &€ massimizzare la salvaguardia e il recupero della biodiversita e
dei servizi ecosistemici al fine di garantire il ruolo chiave per la vita sulla Terra e il benessere uma-
no. Il secondo vuole favorire I'adattamento delle specie e degli ecosistemi naturali e semi-naturali
ai cambiamenti climatici e adottare le opportune misure di mitigazione, mentre il terzo integrare la
conservazione della biodiversita nelle politiche economiche e di settore.

3. Labiodiversita microbica

Nello studio della diversita biologica (biodiversita) le teorie ecologiche sono sempre state svi-
luppate 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,
e che rappresentano una enorme quantita di “vita invisibile” di fondamentale importanza per I'in-
tera vita sulla terra (Wardle and Giller, 1996). Infatti la microflora rappresenta la parte pit rilevante




della biomassa del suolo, ed ¢ quella che maggiormente influisce sulle sue proprieta biologiche, rego-
lando tutti i processi biochimici che ne determinano le proprieta nutrizionali (Bloem et al., 2003). Le
diverse specie di microrganismi presenti nel suolo hanno, infatti, ruoli prioritari nelle trasformazioni
dell’energia e nei processi biogeochimici, intervenendo nella decomposizione del materiale organico
attraverso processi biodegradativi e nel riciclo di elementi essenziali quali carbonio, fosforo, azoto
ed altri; in tal modo portano a termine specifiche reazioni di ossido-riduzione che permettono agli
elementi di rendersi cosi disponibili in forme utilizzabili soprattutto dalle piante (Alexander, 1977).

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 e 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 - pri-
ma della diffusione delle moderne biotecnologie - ¢ stato difficile definire il concetto di “diversita”
per i 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 suddivi-
sione in diversita “ecosistemica, di specie e genetica” attribuita ad animali e piante; essa puo essere
estesa anche ai microrganismi del suolo, ad eccezione pero 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 in-
dividui appartenenti a diversi “gruppi” detti taxa, e di eveness cioe alla loro distribuzione all’interno
dei taxa stessi (Atlas e Bartha 1998).

Inoltre lo studio dei microrganismi richiede necessariamente strumenti e metodologie diffe-
renti rispetto a quelli utilizzati per lo studio degli organismi superiori. E” infatti relativamente sem-
plice contare e catalogare piante ed animali sulla base di parametri facilmente identificabili senza
bisogno di utilizzare alcuna strumentazione. Ben pitt complicato diventa invece osservare e catalo-
gare 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 I'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 (Torsvik et al., 1990), ma la maggior parte di questi microrganismi rimane ancora sco-
nosciuto. Utilizzando tecniche di microscopia, infatti, é stato dimostrato che solo I’'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., 1996), lasciando quindi ancora aperta
la grande sfida di mettere in relazione la funzione con I'individuo.

I microrganismi presenti nel suolo si possono comunque suddividere in batteri, archea, fun-
ghi, 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 (Boyd, 1992). Le co-
munita microbiche interagiscono con le comunita di macro-organismi e con 'ambiente definendo
un ecosistema. La composizione delle comunita (cioé I'insieme delle specie microbiche presenti in un
dato ambiente) puo variare nel tempo in conseguenza dei cambiamenti che si verificano nel micro-
ambiente o per azione dei microrganismi che ne fanno parte (o di quelli che vi vengono immessi) e/o
a causa di variazioni climatiche, topologiche, biochimiche e antropologiche. Inoltre molti microrga-
nismi 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 (Figura 1).
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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 vengo-
no percio applicate anche le pitt 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).

FIGURA 1 - Differenti aspetti della biodiversita

La Biodiversita puo essere analizzata approfondendo

diversi livelli
DIVERSITA || DIVERSITA DIVERSITA || DIVERSITA
ECOLOGICA || DELLE SPECIE | | FUNZIONALE GENETICA
’ § A

Definisce i numero Definisce la

BIODIVERSITA ' )
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genotipi
v

all'interno delle

‘ specie

Definisce I'insieme dei
processi ecologici svolti
all'interno di una
comunita

Definisce il numero
(richness ) e I'abbondanza
(evenness ) delle specie

La biodiversita dei microrganismi del suolo, in virtu della varieta dei processi chimico-me-
tabolici coinvolti, ha percio un ruolo importante nel mantenere gli ecosistemi naturali in uno stato
funzionalmente efficiente. Lequilibrio che si instaura nell’ecosistema microbico del suolo, dovuto
alla stabilizzazione delle interrelazioni funzionali tra i vari microrganismi, si riflette positivamen-
te sulle piante e, conseguentemente, sulla comunita animale sovrastante. Lagricoltura intensiva ad
esempio, basata sulle monocolture e l'utilizzo di pesticidi ed erbicidi, puo influire sulla biodiversita
del suolo ed in particolare sulla biodiversita dell’ecosistema rizosferico (intorno alle radici delle pian-
te), 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 terre-
no. Infatti, la struttura fisica del suolo, 'umidita, il pH, la temperatura e i nutrienti presenti, influen-
zano la vita microbica e selezionano gli organismi pit 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 é 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).

A livello di landscape la diversita puo essere descritta con differenti gradi di risoluzione.
Whittaker (1972) propone di distinguere la diversita delle specie in funzione dei diversi habitat
(a-diversita), la distribuzione lungo gradienti di habitat (3-diversita), come gli orizzonti di un profilo
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di suolo, e la ricchezza di specie in un determinato habitat (y-diversita). Questo tipo di catalogazione
puo essere applicato anche alla diversita microbica del suolo.

Comunque il “soil biota”, termine praticamente intraducibile che sta ad indicare I'intera co-
munita microbica vivente nel suolo e che esprime le funzioni vitali del suolo quasi a rappresentar-
lo come un unico organismo vivente, ¢ caratterizzato anche da una significativa diversita spaziale
con macroscopiche differenze tra suolo rizosferico e non rizosferico, tra macropori e 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 se 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 eterogeneita spaziale e temporale (trattenuta d’acqua, presenza di nutrienti, aggregazione, compo-
sizione 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 tutto il mondo, emerge
che il parametro che influenza maggiormente la diversita del suolo ¢ il pH (Fierer and 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., 2007).

4. Diversita biologica e stabilita ecosistemica

Intorno agli anni ’50 si ¢ sviluppata la teoria secondo la quale i concetti di diversita biologica e
stabilita ecosistemica sono direttamente relazionate 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 autoregolazio-
ne da parte di certe specie. Secondo questa ipotesi in un ecosistema dotato di numerose vie metabo-
liche ed energetiche l'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, ancora non si dispone
di evidenze sperimentali a riguardo.

Sulla base del modello proposto da MacArthur sono nate numerose teorie ecologiche per spie-
gare 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 suo-
lo 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 pitt ad un
plateau di nutrienti che saranno uniformemente distribuiti su tutto il suolo, selezionando cosi quei
microrganismi che meglio si adattano a quelle condizioni.
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Alla luce di quanto detto finora, molti autori ritengono quasi pitt importante la distribuzio-
ne della biodiversita nel suolo piuttosto che una sua semplice “misura” (Curtis and Sloan, 2005).
Ad esempio Gans e collaboratori (2005) ritengono che sia pill 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 piti utile una mappa di una regione, anche se sem-
plice ed approssimativa, piuttosto che la descrizione dettagliata di un picco.

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

5. Diversita microbica del suolo e agricoltura: biodiversita e agrobiodiversita

Il terreno naturale ¢ un sistema ecologico aperto, che riceve e perde energia. Le modificazioni
energetiche a cui va incontro sono determinate dalla nutrizione e dalla respirazione delle popola-
zioni microbiche, dal trasferimento e circolazione ciclica degli elementi, dalla sintesi e degradazione
della sostanza organica.

Si puo affermare che I'equilibrio del suolo naturale, cioe non coltivato, ¢ governato da quattro
parametri: bioenergetica, trasformazioni cicliche, umificazione e pedogenesi, strettamente connessi
I'uno con l'altro in modo da mantenere in equilibrio ecologico il terreno con I'ambiente.

Lo sfruttamento agricolo modifica questi rapporti, le pratiche agronomiche ad esempio accele-
rano le trasformazioni cicliche. Questa maggiore dinamicita fa si che il terreno agrario abbia rispetto
al terreno naturale un minor grado di stabilita. Una delle funzioni pitt importanti dei microrganismi
¢ appunto quella di presiedere alle trasformazioni a carico degli elementi nutritivi in modo da man-
tenere un equilibrio di scambio tra suolo e pianta, contribuendo cosi allo stato di fertilita dei terreni.

I processi del metabolismo del suolo, intesi come trasformazioni di materiali ed energetiche,
sono fondamentalmente connessi al turnover microbico sotto I’azione di fattori limitanti sia abioti-
ci™ che di coazione biologica. Secondo i criteri dell’agricoltura sostenibile infatti lo scopo principale
verte nel raggiungere la massima produttivita consentita dalle condizioni edafiche, mantenendo ele-
vato non solo il livello della fertilita chimica, ma anche quello della fertilita biologica.

La fertilita biologica unitamente alla fertilita chimica ed a quella fisica costituisce la fertilita
agronomica o integrale dalla quale dipende la produttivita. La fertilita tuttavia non ¢ sinonimo di
produttivita in quanto la prima dipende dal terreno mentre la seconda sia dal terreno che dalla
pianta. Inoltre le basi biologiche della produttivita riferite ad un terreno naturale non coincidono
con quelle della produttivita agronomica in quanto quest’ultima rappresenta un livello produttivo
superiore a quello naturale.

Appare di fondamentale importanza nella scelta di una metodologia di analisi per la valuta-
zione della biodiversita del suolo stabilire i confini entro cui ci si deve muovere definire quindi cosa
si intende per biodiversita e cosa per agrobiodiversita.

Nel caso della biodiversita microbica legata alle produzione di alimenti le osservazioni che
sono state riportate sopra per i microrganismi del suolo non sono molto dissimili, fatta eccezione nel
fatto che il substrato su cui vengono a svilupparsi le comunita microbiche ¢ in sostanza molto piu
semplice del suolo e funge da substrato colturale, anche se, soprattutto nel caso di processi di trasfor-
mazioni quali la produzione di formaggi o di vino ¢ possibile incorrere in problematiche simili alla
non coltivabilita e coltivabilita dei microrganismi del suolo.

Per gli alimenti lo studio della biodiversita microbica dovra essere svolto alimento per
alimento e non potra mai essere derivato per categorie di alimenti e questo ovviamente provoca una
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oggettiva difficolta legata alla mole di lavoro di caratterizzazione che si dovra affrontare nell’esame
di un determinato prodotto legato ad un determinato territorio.

Nella Figura 2 viene descritta 'importanza dei microrganismi e quindi della conservazione e
valorizzazione delle risorse genetiche microbiche per le produzioni agro-alimentari. Dallo schema si
evince 'importanza di una conservazione di tipo “ecosistemico”, ossia integrato tra risorse genetiche
vegetali, animali e microbiche. Non puo esserci produzione vegetale o animale senza il sostegno delle
produzioni da parte della fertilita del suolo e quindi del ruolo fondamentale svolto dai microrganismi

FIGURA 2 - Risorse genetiche microbiche e sostenibilita delle produzioni agro-alimentari
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6. Quadro normativo di riferimento internazionale e nazionale
per la conservazione delle risorse genetiche microbiche

Il documento principale di riferimento a livello nazionale, per promuovere azioni rivolte alla
conservazione delle risorse genetiche microbiche ¢ la Strategia Nazionale per la Biodiversita che si
colloca nell’ambito degli impegni assunti dall’Italia con la ratifica della Convenzione sulla Diversita
Biologica (CBD, Rio de Janeiro 1992) avvenuta con la Legge n. 124 del 14 febbraio 1994.

I tre obiettivi principali della Convenzione sono:

1. la conservazione della diversita biologica, considerata sia a livello di gene, sia a livello

di specie, sia a quello di comunita ed ecosistema;

2. Tlutilizzazione durevole, o sostenibile, dei suoi elementi;

3. lagiusta ed equa ripartizione dei vantaggi che derivano dallo sfruttamentodelle risorse

genetiche e dal trasferimento delle tecnologie ad esso collegate.

L’Art. 6 della CBD stabilisce che ciascuna Parte contraente, a seconda delle proprie particolari
condizioni e necessita, dovra elaborare strategie, piani e programmi nazionali volti a garantire la
conservazione e l'utilizzazione durevole della diversita biologica e dovra integrare per quanto possi-
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bile e opportuno la conservazione e I'uso sostenibile della biodiversita nei pertinenti piani, program-
mi e politiche settoriali.

La Strategia Nazionale per la Biodiversita (PDF 2,8 MB), rappresenta uno strumento di grande
importanza per garantire, negli anni a venire, una reale integrazione tra gli obiettivi di sviluppo del
Paese e la tutela del suo inestimabile patrimonio di biodiversita.

Con l'intesa (Repertorio n. 181/CSR) espressa dalla Conferenza Permanente per i rapporti fra
lo Stato, le Regioni e le Province Autonome nella seduta del 7 ottobre 2010 si & concluso I'iter di ap-
provazione della Strategia Nazionale per la Biodiversita, a seguito di una proficua concertazione tra
il Ministero del’Ambiente e le Regioni e Province Autonome di Trento e Bolzano.

Altri documenti importanti nella tutela delle risorse genetiche sono derivati da:

2001 Consiglio dell’'Unione Europea di Gothenburg dove si ribadisce con forza la necessita di
intraprendere azioni concrete per arrestare la perdita di biodiversita entro I'anno 2010 e tale impe-
gno é stato successivamente condiviso e rafforzato dal Summit mondiale per lo Sviluppo Sostenibile
(Johannesburg, 2002) con 'adozione di un Piano contenente azioni mirate ad una significativa ridu-
zione della perdita di biodiversita entro ’anno 2010 (Obiettivo 2010).

2004 Messaggio di Malahide nel corso della Conferenza degli Stakeholder “La Biodiversita
e 'Unione Europea - nel quale 'Unione Mondiale per la Conservazione della Natura (IUCN) ha
ufficialmente lanciato I’iniziativa mediatica Countdown 2010 con lo scopo di sensibilizzare le ammi-
nistrazioni pubbliche e la societa civile per il raggiungimento dell’Obiettivo 2010.

Nell’aprile 2009, I’Italia ha ospitato a Siracusa il G8 Ambiente con una sessione dedicata alla
Biodiversita post 2010, nel corso della quale ¢ stata condivisa dai Ministri dell’'ambiente la Carta di
Siracusa sulla Biodiversita, interamente imperniata sul tema della conservazione della biodiversita
nell’'ambito delle future politiche nazionali. In questa occasione I'Italia ¢ diventata promotrice di una
visione della biodiversita consapevolmente inserita nell’'ambito delle future decisioni e attivita dei
Governi.

A livello europeo altro documento importante di riferimento per la conservazione delle ri-
sorse microbiche del suolo ¢ la Comunicazione della Commissione del 22 settembre 2006: “Strategia
tematica per la protezione del suolo” COM(2006).

Proposta di direttiva del Parlamento europeo e del Consiglio, del 22 settembre 2006, che
definisce un quadro per la protezione del suolo e modifica la direttiva 2004/35/CE.

Tra le diverse emergenze da contrastare per conservare le funzioni del suolo una di queste
riguarda la perdita di sostanza organica e biodiversita del suolo.

7.  Collezioni di microrganismi di riferimento nazionale
ed internazionale

Nei capitoli a seguire verra dedicato ampio spazio alle tecniche di conservazione dei micror-
ganismi in laboratorio.

Quando si parla di conservazione di risorse genetiche microbiche il primo pensiero che emer-
ge sono le collezioni di microrganismi per fornire materiale biologico autentico e certificato per
applicazioni soprattutto di tipo biotecnologico.

Esistono nel mondo collezioni di microrganismi importantissime quali ad esempio WFCC
World Federation for Culture Collection fondata nel 1963 dall’Internazional Union of Biological
Sciences (IUBS) all’interno della quale e possibile reperire la WDCM, World Data Centre for Micro-
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organisms, ove sono registrare 508 collezioni per 66 paesi (http://www.wfcc.info/ccinfo/collection/)
Di queste oltre il 44% corrisponde a Collezioni Europee. In Europa abbiamo la ECCO, European
Culture Collection Organization, fondata nel 1982 con 65 soci e con oltre 57 collezioni che possie-
dono pit di 350.000 accessioni.

Poi si puo ricordare TATCC, American Type Culture Collection , (http://www.lgcstandards-
atcc.org/) (http://www.atcc.org) che conserva principalmente microrganismi di interesse alimentare.

Vanno ancora ricordate:

« BCCM-LMG, Belgium Coordinated Collections of Micro-organisms
(http://bccm.belspo.be/Img.htm);

o DSMZ, the German National Resource Centre for Biological Material (http://www.dsmz.de);
o UKNCC, the UK National Culture Collection (http://www.ukncc.co.uk);

o« NCIMB, National Collections of Industrial, Marine and Food Bacteria in Scotland
(http://www.ncimb.co.uk/index.php);

o AMF, Arbuscular Mycorrhizal Fungi, the Global Bank (BEG)
(http://www.i-beg.eu/englishhomepage. htm)

Questo network vuole portare un servizio alla comunita scientifica nel reperire informazioni
utili alla ricerca su questo importante gruppo di funghi.

A livello nazionale, tra le altre, esiste la “Collezione Nazionale di Microrganismi di interesse
Agrario ed Agroindustriale - COL.MIA”, facilmente consultabile sul sito del CRA-PAV sulle pagine
dedicate alla collezione stessa.

Le pagine di questo sito raccolgono tutta 1"esperienza di ricercatori italiani impegnati nello
studio di microrganismi, appartenenti a vari generi di Batteri, Funghi, Lieviti e Virus di importanza
fitopatologica ed agro-industriale.

Nella Collezione sono impegnate 9 Istituzioni scientifiche appartenenti al Consiglio per la
Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltura (CRA), ognuna delle quali é specializzata nello studio di
un particolare e specifico raggruppamento.

La Collezione ¢ stata voluta e finanziata dal Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e Forestali.
Le informazioni sui microrganismi sono:

» Nome del genere, specie, autore e numero di accesso.

o Substrati di crescita e metodo di conservazione.

o Area di origine, anno di isolamento e nome del depositario.

» Numero di accesso ad altre collezioni.

« Dati biologici, chimici e fisiologici.

« Riferimenti a pubblicazioni in cui i singoli isolati sono citati.

Tutti i microrganismi sono studiati, conservati e distribuiti, su richiesta, da ciascuna delle 9
Unita partecipanti.

Microrganismi di interesse agro-industriale ed alimentare
« CRA-ENO -Centro di Ricerca per I’Enologia
« CRA-FLC -Centro di Ricerca per le produzioni foraggere e lattiero-casearie

o CRA-OLI -Centro di Ricerca per I’Olivicoltura e I'Industria Olearia
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Microrganismi entomo-fitopatogeni

« CRA-ABP -Centro di Ricerca per ’Agrobiologia e la Pedologia

o CRA-CAT -Centro di Ricerca per le Colture alternative al Tabacco
« CRA-PAV -Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale

Microrganismi utili del suolo

o CRA-ABP -Centro di Ricerca per I’Agrobiologia e la Pedologia

o CRA-CIN -Centro di Ricerca per le Colture Industriali

o CRA-RPS -Centro di Ricerca per lo Studio delle Relazioni tra Pianta e Suolo.

Rispetto a fornire un elenco esaustivo di tutte le collezioni esistenti a livello nazionale ¢ op-
portuno richiamare l'attenzione sul fatto che non tutte le collezioni di microrganismi conservate in
laboratorio presentano lo stesso standard di qualita che viene determinato da:

esperienza del personale addetto alla costituzione e conservazione di una collezione;
protezione del materiale da conservare affinché non subisca alterazioni;

minimizzazione del rischio di contaminazione genetica, che trattandosi di microrganismi
puo essere rapido e devastante;

disponibilita di equipaggiamento specifico e controllato.

Moltissime delle collezioni in uso sono collezioni cosiddette “di lavoro”, collezioni cioé che
forniscono quotidianamente il materiale vivente per scopo di studi, quindi quotidianamente subi-
scono manipolazioni.

Diverso ¢ il caso delle collezioni certificate standard, prodotte per conservare in condizioni
standard e secondo protocolli internazionali concordati isolati viventi per scambio e trasferimen-
to certificato. A livello nazionale questo tipo di verifica é stata sicuramente effettuata nell’ambito
della collezione Col.Mi.A. nella quale sono stati iscritti unicamente i microrganismi isolati, carat-
terizzati e conservati secondo quanto richiesto per una potenziale iscrizione della Collezione al
Circuito ECCO.

8. I microrganismidel suolo

Nel caso dei microrganismi del suolo, questo aspetto verra ampiamente dibattuto nei capitoli
a seguire, derivando da una matrice cosi complessa gli isolati di microrganismi mantenuti in coltura
pura molto spesso perdono le loro caratteristiche, dettate proprio dalle infinite interrelazioni che i
microrganismi del suolo vengono continuamente ad avere nel loro ambiente naturale che quindi fan-
no escludere da una collezione in laboratorio molti organismi isolati purché nella reale impossibilita
di mantenerli uguali a se stessi nel tempo.

9. Corecollection

Lesempio fornito dai differenti centri di conservazione di collezioni microbiche del mondo
sicuamenre pone 'accento sull’importanza di costituire a livello nazionale una core collection basa-
ta su un numero ristretto e molto significativo di microrganismi selezionati e controllati a valenza
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nazionale. Mantenere una collezione ¢ molto oneroso e limitare le ridondanze a livello nazionale
potrebbe ottimizzare le risorse, lasciando invece ampio spazio alle collezioni di lavoro, dalle quali
salvare in core collection unicamente pochi isolati. Nel caso del suolo poi molto potrebbe esse-
re effettuati in situ mediante il monitoraggio temporale e I’iscrizione in GenBank delle diverse

sequenze geniche.
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Collezioni di batteri del suolo presso il Centro di Conservazione dell’'Universita
cattolica di Louven (foto di A. Benedetti)

Collezioni di batteri anaerobi del suolo presso il Centro di Conservazione dell’Universita
cattolica di Louven (foto di A. Benedetti)
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1. Concetto di specie

IN QUESTO CAPITOLO

In questo capitolo si trattera dei problemi teorici e pratici per la definizione della specie che ¢ unanime-
mente considerata l'unita basilare della biodiversita. I vari concetti di specie saranno comparati in ma-
niera critica. La scelta di un particolare criterio sara presentata con le opportune motivazioni teoriche e
pratiche, soprattutto intese a permettere di studiare la biodiversita in maniera rapida, accurata e, possi-
bilmente, svincolabile dalla capacita di coltivare i microrganismi in laboratorio.

11 Comparazione critica dei concetti di specie attualmente applicati o
applicabili ai gruppi microbici di interesse agrario. Scelta del concetto piu
appropriato per gli scopi del Piano Nazionale sulla Biodiversita di Interesse
Agrario

Perché parlare del concetto di specie in una trattazione manualistica tecnica? Tutta una serie
di difficolta, tipiche della filogenesi e della tassonomia microbica, rendono necessario un inquadra-
mento sintetico che consenta agli operatori del settore di farsi un’idea generale e di capire perché,
pur con molte limitazioni, sia stato scelto un particolare criterio di identificazione di specie e il suo
relativo protocollo. Questa parte risultera suddivisa nei seguenti paragrafi:

1.1.1 Importanza funzionale del concetto di specie

1.1.1.1 Una sintesi del dibattito sul concetto di specie: come la teoria incide
sulla pratica

1.1.2 Il concetto di specie microbica
1.1.3  Analisi schematica dei problemi connessi al concetto di specie microbica

1.1.4 La definizione della specie microbica nella valutazione della biodiversita.

1.1.1 Importanza funzionale del concetto di specie

Le definizione del concetto di specie ¢ uno degli argomenti pit dibattuti di tutta la biologia.
Attualmente esistono oltre venti definizioni basate su criteri e concezioni affatto diverse. La scelta di
una definizione comporta differenze sostanziali nella suddivisione e catalogazione della Biodiversita
e impone strumenti analitici e statistici o filogenetici diversi a seconda dei criteri di specie adottata.
Questa breve panoramica critica sul concetto di specie e sulla sua definizione & strumentale al resto
delle attivita per la conservazione e la valorizzazione della biodiversita microbica di interesse agrario
per diverse ragioni:

1. La biodiversita viene definita in base al numero delle specie e quindi la specie ¢ a buon
diritto considerata 'unita base della biodiversita (Claridge et al., 1997).

2. TIrischi di estinzione sono normalmente associati alle specie e non ai loro componenti, per
questo ¢ fondamentale definire correttamente o, perlomeno in maniera condivisa,
un concetto di specie che permetta di capire se erosione ed estinzione riguardino
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raggruppamenti specifici o sub-specifici.

3. Ladefinizione di specie implica concetti, quali quello evolutivo, che debbono essere il piu
possibile coerenti con le attuali conoscenze biologiche e generali.

4. Nel caso di microrganismi la definizione di specie & spesso associata ad una tecnica o ad
una strategia per l'identificazione. Rapidita, riproducibilita ed economicita di tali
procedure sono critiche per rispondere alla duplice necessitd di poter identificare
accuratamente e, al tempo stesso, di poter effettuare molte identificazioni nei tempi disponibili.

5. Particolarmente importante per la microbiologia ¢ la possibilita che il concetto di specie
e la corrispondente tecnica analitica possano permettere I’identificazione anche di
organismi vitali ma non colturabili (VNC). Il fatto che la biodiversita isolata venga stimata
fra I'1% ed il 10% fa pensare che la maggior parte della biodiversita sia appunto non
coltivabile secondo le attuali procedure di laboratorio. Da qui la necessita che la tecnica
di identificazione, coerente con il concetto di specie, sia applicabile anche al DNA di specie
i cui ceppi risultino (VNC).

Da quanto sopra elencato risulta chiaro che il concetto di specie microbica da impiegare deve
essere il frutto di una scelta ponderata e motivata notevolmente condivisa dalla comunita scientifica,
facilmente applicabile e comprensibile per gli operatori e il pit aderente possibile alle attuali cono-
scenze biologiche.

I1 problema del concetto di specie microbiologica nasce dal fatto che il concetto di specie pit1
diffuso e condiviso ¢ il cosi detto concetto biologico di specie (CBS) che si basa sulla sessualita come
unico sistema di riproduzione. Di fatto la stragrande maggioranza dei microrganismi conosciuti non
sono in questa condizione per cui si impone la ricerca di un altro concetto di specie, diverso da quello
impiegato per animali e piante.

1.1.1.1 Una sintesi del dibattito sul concetto di specie: come la teoria incide sulla pratica

I biologi e i filosofi che dibattono sull’esistenza della specie afferiscono a due scuole di pen-
siero. Alcuni credono che la categoria di specie non esista, altri pensano invece che la comprensione
dei processi biologici portera ad una definizione di specie come categoria reale. Al di la dei differenti
approcci e tentativi di definire la specie nella sua essenza, ci sono tuttavia diverse ragioni di ordine
pragmatico per continuare ad utilizzare il termine, secondo la strategia gia adottata da Darwin 150
anni fa (Ereshefsky, 2009).

Il dibattito sulla natura della specie biologica ha molti aspetti. Gli scettici sostengono che la
specie come categoria non esista (Ereshefsky, 2009; Hendry et al., 2000; Pleijel & Rouse, 2000; Fisher,
2006). Molti di questi sostengono anche che il termine “specie” debba essere eliminato dalla biologia.
I difensori della categoria di specie rispondono che con l'acquisizione di nuove conoscenze si avra
'unificazione del termine in senso biologico e filosofico (De Queiroz, 2007; Mayden, 2002; Pigliucci,
2003; Lee, 2003; Wilson et al., 2009; Pigliucci & Kaplan,

2006). Questo approccio ¢ tutt’altro che nuovo dal momento che Darwin impiego una strate-
gia simile per risolvere il problema della specie 150 anni fa. Darwin arrivo alla soluzione che il con-
cetto di specie come categoria non esista in natura ma, nonostante lo scetticismo circa la definizione,
non bisogna essere scettici sull’esistenza di quei taxa che i biologi chiamano “specie”. In realta si
tratta di una soluzione di compromesso che caratterizza quasi tutti i discorsi relativi al concetto dio
specie microbica.
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La rapida espansione della teoria filogenetica ha avuto forti ripercussioni sul lavoro di siste-
matici e tassonomi con ricadute in tutti gli ambiti della biologia. Dato che le specie occupano un
ruolo importantissimo in tutti gli aspetti della biologia in generale e della sistematica filogenetica
in particolare, ¢ di critica importanza che il concetto di specie sia compatibile con i progressi della
teoria filogenetica.

A questo proposito scientifico si affianca quello della maggior consapevolezza riguardo alle
estinzioni di specie in atto e quelle potenziali future, e al bisogno di tecnologie e metodologie per
la conservazione della biodiversita (Wilson, 1985; Wilson, 1999). Per questo scopo persino il punto
iniziale dell’indagine sulla crisi della biodiversita, come quante specie e quanti organismi vivano
sul pianeta o comparare la diversita relativa tra due taxa o due aree, appare difficile a causa di un
mancato consenso relativo alla definizione di specie. I biologi, specialmente i sistematici, hanno
dibattuto sul concetto di specie da lungo tempo, specialmente nel XIX secolo. Il dibattito si ¢ poi
intensificato con I'avvento della cosiddetta “Sintesi Moderna” tra gli anni ’30 e 40 del XX secolo, per
subire un’accelerazione fra gli anni 60 e ’80 con l'ascesa della cladistica o sistematica filogenetica.
Il dibattito ha assunto diverse sfumature. Alcuni sistematici hanno avuto interesse a discriminare
le variazioni tassonomiche discrete rilevate in natura senza occuparsi dei processi alla base dell’o-
rigine di tale variazione. Tuttavia, grazie ai lavori dei sopra citati , chiamati alfa-tassonomisti, si e
cominciato ad avere maggior coscienza della diversita naturale. Nei primi decenni del XX secolo i
sistematici europei cominciarono ad essere sempre pill interessati ai meccanismi di origine della
variazione tassonomica.

Questi studiosi, perlopiti zoologi dei vertebrati interessati a mammiferi e uccelli, notarono
subito che ai loro sforzi era di impedimento il concetto di specie, e promossero un concetto di specie
politipico che in seguito evolvette nel pili noto concetto biologico di specie. All’interno del framework
del concetto di specie politipica, la storia evolutiva della specie venne inquadrata primariamente nel
processo di dinamiche di popolazioni allopatriche. Gli alfa- tassonomisti e coloro che applicavano
il concetto politipico di specie dibatterono fino agli anni ’60, quando emerse la fenetica numerica (o
tassonomia numerica). Anche i proponenti della nuova filosofia non raggiunsero un chiaro concetto
di specie, interessati a realizzare diagrammi ramificati, per loro la specie era un OTU (Operational
Taxonomic Unit), identificato come il pit piccolo cluster discreto di organismi. La tassonomia nu-
merica perse d’'importanza quando sempre pil sistematici adottarono la sistematica filogenetica o
cladistica. I cladisti, sempre interessati a produrre diagrammi ramificati, introdussero una struttura
pit formale per esaminare la storia della vita, fino ad avvicinarsi al concetto biologico di specie, come
si comincia a delineare nell'opera di Hennig (Hennig, 1966). 11 dibattito si incentro quindi sulla dif-
ficolta di trovare un concetto comune di specie attraverso l’intera storia sistematica.Ad esempio, al-
cuni notavano come la variazione all’interno di alcuni gruppi di organismi fosse ripartita in maniera
diversa che in altri. Inoltre, gli organismi a riproduzione asessuata non potevano essere trattati in
una visione comune di specie insieme a quelli a riproduzione sessuata. Infine, ornitologi e mammo-
logi adottarono il concetto biologico di specie a differenza degli zoologi degli invertebrati, per neces-
sita costretti ad applicare il concetto di specie a pattern di variazioni discrete. I botanici si trovarono
nel mezzo, non adottando talvolta il concetto biologico di specie. La visione derivante dall’adozione
di criteri specifici per ogni gruppo di sistematici, ognuno riguardante caratteristiche peculiari degli
organismi studiati, porto ad una visione pluralista del concetto di specie. I sistematici hanno anche
differito sul concetto di specie come unita evolutiva, come prodotto dell’evoluzione o sul concetto di
specie incipiente. Alcuni avvertirono quindi 'esigenza di individuare i concetti per una definizione
comune di specie, come unita naturale.

La distinzione tra la specie intesa come faxon e la specie intesa come categoria ¢ centrale
nell’ottica di Darwin. I taxa di specie sono gruppi di organismi. La categoria di specie contiene tutti i
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taxa di specie, cio nonostante, non ¢ un mero insieme di tutti i faxa di specie. La soluzione di Darwin
si basa sulla distinzione tra il taxon di specie e la categoria di specie. Darwin credeva che quei taxa
chiamati specie dai naturalisti esistessero, ma dubitava dell’esistenza della specie come categoria. In
una lettera all'amico Joseph Hooker, Darwin scrive:

“E veramente divertente vedere quali idee differenti siano rilevanti nella mente di diversi natu-
ralisti quando parlano di specie; per alcuni, la somiglianza ¢ tutto e la discendenza ha poco peso - per
alcuni, la somiglianza sembra non avere importanza, ed ¢ la Creazione I’idea regnante - per alcuni,
la sterilita e un test infallibile, per altri non vale un centesimo. Tutto questo ha origine, io credo, dal
cercare di definire I'indefinibile.” (December 24, 1856) (Darwin, 1959 - pubblicato postumo).

In questa lettera, Darwin evidenzia il problema della specie osservando come i biologi offrano
diverse definizioni di “specie”. La diagnosi di Darwin al problema ¢ che i biologi stanno cercando di
definire “I'indefinibile”. Darwin dubitava infatti della distinzione tra specie e varieta e non usa mai
il termine “speciazione” ne “Lorigine delle specie”. Per Darwin, l'origine delle varieta delle specie ¢
dovuta alla selezione divergente. Egli scrive inoltre che:

“Dalla prima alba della vita tutti gli esseri organizzati rassomigliano gli uni agli altri secondo
gradi discendenti, per cui possono classificarsi in gruppi subordinati ad altri gruppi. Questa classifi-
cazione evidentemente non ¢ arbitraria, come quella dei gruppi di stelle nelle costellazioni.” (Cap. 13)
(Darwin, 1859).

Per Darwin il termine “specie” non ha un significato teoretico, ma occorre continuare ad usar-
lo per ragioni pragmatiche. In effetti la ragione principale per cui egli scrive Lorigine delle specie &
di convincere i biologi della sua teoria della selezione naturale (Ereshefsky, 1992).

Un articolo recente sulle definizioni di specie riporta 24 differenti concetti del termine im-
piegati in biologia (Hey, 2001). Spesso essi vengono utilizzati pragmaticamente dai biologi a seconda
del campo di ricerca di interesse.

Una delle definizioni piu potenti ¢ fornita dal “concetto biologico di specie (CBS)”, sviluppato
da Ernst Mayr, secondo il quale "Le specie sono gruppi di popolazioni ibridanti riproduttivamente
isolate.” (Mayr,1970).

Un altro esempio fondamentale & rappresentato dall’approccio filogenetico proposto dai cla-
disti. Il fondatore della teoria filogenetica o cladistica, Willi Hennig, suggeri che le classificazioni
biologiche dovessero rappresentare tutte le ramificazioni dell’albero della vita. La specie ¢ un insieme
di individui che si differenziano fino a formare due nuove specie. Essa risulta differenziabile in quan-
to risultato di una speciazione. Piti tecnicamente, Hennig suggeri che tutti i taxa dovessero essere
monofiletici: i taxa monofiletici consistano di tutti e soltanto i discendenti di un ancestore comune
(Hennig, 1966).

Nessuno dei due concetti, quello dell’interincrocio (CBS) e quello filogenetico, risolvono inte-
ramente da soli il problema della definizione di specie; allo stesso tempo, nessuno dei due deve essere
escluso perché evidenzia aspetti importanti del mondo organico. Lapproccio degli ibridanti richiede
che gli organismi di una specie scambino geni attraverso I'incrocio. Gli organismi asessuali non
scambiano geni attraverso questo tipo di riproduzione, ma si riproducono attraverso altre modali-
ta, quali la fissione binaria e la gemmazione. Cosi, linee di organismi asessuali non formano specie
secondo I'approccio dell’interincrocio. Se si torna al metodo filogenetico, le interpretazioni per gli
organismi asessuali sono differenti. Quello che ¢ importante per I'approccio filogenetico ¢ che la
linea di organismi sia monofiletica, non come gli organismi della stessa linea filetica si riproducono.
La specie filogenetica consiste di organismi asessuali mantenuti coesi da processi diversi dall’inte-
rincrocio, come un'omeostasi genetica. Cosi, la prima discrepanza tra I'approccio dell’interincrocio
e quello filogenetico ¢ che molti organismi formano specie filogenetiche ma non specie ibridanti.
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Questa non ¢ una piccola differenza, perché gli organismi asessuali superano di gran lunga il numero
di quelli sessuali nel mondo (Hull, 1990).

Un’altra discrepanza concerne un tipo di specie chiamata “specie ancestrale”. Una forma co-
munemente riconosciuta di speciazione avviene quando una popolazione viene isolata dal resto della
specie. Questa popolazione isolata va incontro a una “rivoluzione genetica” e diventa una nuova
specie. La specie parentale, quella ancestrale, rimane intatta. Mentre I'approccio dell’interincrocio
consente l'esistenza della specie ancestrale, quello filogenetico no. Secondo I'approccio dell’interin-
crocio, quando avviene una speciazione, ci sono due specie: C, che & la nuova specie; e A+B, che ¢ la
specie ancestrale. Lapproccio filogenetico invece nega che ci siano due specie in alcuni casi. Una spe-
cie infatti deve essere monofiletica e contenere tutti e soltanto i discendenti di un ancestore comune.
La specie ancestrale A+B non ¢ monofiletica: alcuni dei discendenti di A non sono in A+B. Cosi, non
ci sarebbero due specie, ma o una specie soltanto o tre specie: quella unica contenente A, Be C; o le
tre specie A, che si ¢ estinta, la specie B e la specie C che ancora esistono (Figura 3)

FIGURA 3 - Secondo l'appro ccio dell'interincrocio A+B & una specie e c’é@ un’altra specie. Secondo la
teoria filogenetica: A, B e C sono sottospecie o tutte specie distinte. (Ereshefsky, 1992)

Negli ultimi 20 anni, biologi e filosofi hanno proposto varie argomentazioni per salvare il
concetto della categoria di specie. In sua difesa Ghiselin e Eldredge sostengono la possibilita che si
riservi il termine “specie” per gli organismi sessuali, in quanto gruppi di organismi ibridanti (Ghi-
selin, 1997; Eldredge, 1985). Futuyma sottolinea invece 'importanza dello sforzo di indagare sia le
linee di organismi sessuali che asessuali per non limitare la tassonomia alla sola classificazione dei
primi. Del resto, le differenze nelle modalita riproduttive fra i due gruppi hanno i loro vantaggi. Gli
organismi sessuali si adattano piu facilmente ai cambiamenti ambientali grazie alla ricombinazione,
mentre quelli asessuali prosperano negli ambienti stabili quanto in quelli in cui ¢ difficile incontrare
un individuo cospecifico (Futuyma, 2006). Levoluzione di una specie asessuale, che consiste di linee
filetiche separate, ¢ un sottoprodotto dell’evoluzione entro quelle linee. Similmente, I’evoluzione di
una specie sessuale che consiste di popolazioni geograficamente isolate ¢ un sottoprodotto dell’e-
voluzione entro quelle popolazioni (Ereshefsky, 1992). Mishler fornisce dati relativi alle predizioni
circa la discontinuita delle specie sessuali rispetto a quelle asessuali usando un’analisi cladistica del
genere di muschio Tortula, un clade entro il quale ¢ possibile un ampio spettro di sessualita, dalla
riproduzione sessuale frequente alla totale asessualita. Si potrebbe predire che le specie sessuali deb-
bano essere piu variabili di quelle asessuali entro popolazioni (a causa delle ricombinazioni) e meno
variabili fra popolazioni (a causa dell’effetto di omogeneizzazione del flusso genico). Tuttavia, le mi-
sure della discontinuita di specie, sia cladistiche che fenetiche, non hanno mostrato una particolare
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correlazione con le modalita di riproduzione. Mishler conclude che processi diversi dal flusso genico
possono essere responsabili della formazione e del mantenimento delle specie anche nei gruppi ses-
suali (Mishler, 1990). Per una trattazione piu approfondita si rimanda alla letteratura relativa agli
equilibri punteggiati secondo Stephen Jay Gould e Niles Eldredge.

1.1.2 Il concetto di specie microbica

Le problematiche relative ai differenti significati dati al termine di “specie” in biologia affliggo-
no in modo ancora piu grave la microbiologia. Alcuni microbiologi rimangono ottimisti e credono
che ulteriori ricerche porteranno ad una definizione realistica di specie (Dykhuizen & Green, 1991;
Lan & Reeves, 2001; Cohan, 2002) altri sono piu pessimisti e adottano un approccio nominalista
(Rossello-Mora & Amann, 2001; Stackebrandt, 2006a); altri ancora ritengono che la ricerca debba
essere abbandonata e suggeriscono di cominciare a pensare ad altre categorie di unita evolutive (Bap-
teste & Boucher, 2009; Doolittle & Zhaxybayeva, 2009). Gli attuali approcci per definire la specie
microbica afferiscono a quattro gruppi: ricombinante, ecologico, filogenetico e nominalista.

Seguendo il concetto biologico di specie (Mayr, 1970), Dykuizen e Green pensano che cosi
come gli eucarioti formino pool di geni, lo stesso facciano i procarioti. Studiando la composizione
genetica di metapopolazioni di E. coli per i quali la ricombinazione ha luogo mediante trasferimento
genico orizzontale, essi sostengono che un plausibile concetto di specie per i procarioti possa basarsi
su gruppi di organismi che si riproducono mediante ricombinazione. Il concetto di specie ricom-
binante per i procarioti si discosta significativamente da quello biologico di specie (CBS). Il CBS
asserisce che le specie condividano strettamente pool di geni (Dykhuizen & Green, 1991). Questo
meccanismo riproduttivo promuove lo scambio genico entro la specie ed impedisce che avvenga fra
le specie, preservando la coerenza e 'unita della specie. I procarioti che vanno incontro a ricombina-
zione mediante trasferimento genico orizzontale, trasformazione, coniugazione e trasduzione, sono
lontani dal rappresentare un pool genico compatto (Paul, 1999). Il trasferimento genico orizzontale
fra procarioti ¢ estremamente diffuso e avviene in taxa anche molto distanti, persino fra famiglie
e regni diversi (Xu, 2004; Gogarten & Townsend, 2005); esso impedisce percio la delineazione dei
confini fra specie non consentendo I'instaurarsi di barriere riproduttive come richiesto dal CBS (Do-
olittle & Papke, 2006). Un’altra differenza fra il CBS e il concetto di specie ricombinante ¢ che la ri-
combinazione eucariotica avviene in tutto il genoma, mentre quella procariotica puo essere limitata
a parti di esso, generando una sorta di chimerismo genico (Nesba et al., 2005).

Un’altra definizione di specie microbica consiste nel concetto di specie ecologica (Cohan,
2002). Lidea si basa sul fatto che i batteri formano gruppi ecologicamente distinti. La selezione pe-
riodica mantiene la coerenza nella specie eliminando la diversita generata dalle mutazioni non in-
dirizzate all'adattamento entro la nicchia. Qualora le mutazioni portassero adattamenti migliori al
fenotipo, i geni implicati verrebbero fissati. E interessante osservare come la selezione periodica e la
ricombinazione possano agire nello stesso gruppo gli organismi in modo che la specie ricombinante
e quell’ecologica non siano sovrapponibili. Nel genere Thermotoga, alcuni gruppi di organismi for-
mano specie singole in accordo con 'approccio ricombinante e specie multiple in accordo con quello
ecologico. Cosi, un singolo gruppo di procarioti puo appartenere contemporaneamente a specie dif-
ferenti (Nesba et al., 2005).

Un terzo approccio usa dati genetici per determinare relazioni filogenetiche. In modo ana-
logo ad altri concetti di specie filogenetica (Phylogenetic Species Concept), si assume che le specie
procariotiche siano cladi (Rossello-Mora & Amann, 2001; Stackebrandt, 2006). I microbiologi usano
vari tipi di dati genetici per ricostruire la filogenesi microbica e riconoscere le specie. Questi inclu-
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dono: rDNA, ibridazione DNA:DNA, ANI (Average Nucleotide Identity) e geni core e house-keeping
(Rossello-Mora & Amann, 2001; Stackebrandt, 2006; Nesba et al., 2005). A causa della frequen-
za del trasferimento genico laterale, differenti porzioni del genoma di un organismo avranno una
diversa storia evolutiva. Conseguentemente, la classificazione dello stesso gruppo di organismi ba-
sata sulla filogenesi potrebbe variare, e la variazione dipende da quali cluster di geni sono stati scelti
per l'analisi filogenetica. Il risultato ¢ una molteplicita di alberi filogenetici in cui ogni albero riflette
la filogenesi di un differente cluster genico (Doolittle & Bapteste, 2007; Franklin, 2007). I geni house-
keeping, che presiedono a importanti funzioni quali la divisione cellulare e I'attivita metabolica, sono
pit utili nel tentativo di identificare una specie microbica. Si suppone infatti che il trasferimento
laterale di geni di questo tipo sia molto meno frequente di quello di geni ausiliari (Lan & Reeves,
2001). Le critiche verso questo approccio sono rivolte al fatto che i geni house-keeping rappresentano
approssimativamente il 5% di un genoma e cosi non possono rappresentare correttamente la filo-
genesi di quel genoma (Doolittle & Bapteste, 2007). Geni core di un singolo genoma possono avere
filogenesi diverse (Wertz et al., 2003).

Passiamo a considerare altre due tipologie di dati genetici: 16S rDNA (procarioti) 0 26S rDNA
(eucarioti) e ibridazione DNA:DNA. La soglia standard per identificare una specie usando il 16S
rDNA ¢ una similarita del 97,5% o superiore. Per i microrganismi eucarioti, ed in particolare i lieviti,
si e stabilito che due ceppi con specifici debbano avere un’identita non inferiore al 99% nel domi-
nio D1/D2 del rDNA lungo ca. 570 bp. Quando si usa I'ibridazione DNA:DNA, il valore di riassoci
azione per identificare una specie, dipendente dalla similarita di sequenza, & del 70% o superiore
(Stackebrandt, 2006). Queste due diverse metodologie, tuttavia, possono dar luogo a conflitti nella
classificazione degli stessi gruppi di organismi (Rossell6-Mora & Amann, 2001). I diversi risultati
non rappresentano misure sbagliate, ma rappresentano la diversa filogenesi di diverse parti di un
genoma (Doolittle & Bapteste, 2007; Franklin, 2007).

La confusione sulle modalita di classificazione dei microrganismi ha spinto alcuni microbiolo-
gi a considerare la specie microbica in modo unicamente nominalistico. Erko Stackebrandt, editore
dell’International Journal of Systematic Bacteriology scrive:

“La non esistenza della categoria oggettiva di specie é stata riconosciuta dai microbiologi per ol-
tre vent anni. I batteriologici, in particolare, seguono metodologie e accorgimenti per provare stabilita,
riproducibilita, e coerenza in tassonomia; tuttavia, in ultima analisi, la definizione di specie rimane
ancora soggettiva.” (Stackebrandt, 2006).

Secondo i nominalisti, le definizioni di specie devono essere attribuite in maniera operativa.
Uno di questi concetti ¢ quello filo-fenetico. Una specie filo- fenetica ¢ un cluster genomicamente e
monofileticamente coerente di individui che mostrano un alto grado di similarita complessiva nel
rispetto di caratteri molteplici e indipendenti, ed ¢ diagnosticabile da proprieta fenotipiche discrimi-
nanti (Rossell6-Mora & Amann, 2001). Ad ogni livello di identificazione di una specie filo-fenetica,
i parametri sono scelti secondo considerazioni pragmatiche piuttosto che teoretiche. Cio non signi-
fica che i taxa identificati da questo approccio non siano reali. Essi sono reali: i parametri scelti per
identificare questi taxa sono empirici; ¢ la categoria di specie ad essere intesa in modo nominalistico.

Bapteste e Boucher propongono che la tassonomia microbica debba classificare le unita evolu-
tive composite (composite evolutionary units): associazioni integrate di elementi replicativi di basso
rango tenute coese da meccanismi biologici. Tali unita evolutive sono composite perché composte da
geni filogeneticamene diversi. Inoltre, queste unita evolutive operano a diversi livelli di organizza-
zione. Alcune possono essere parti di organismi, altre rappresentare 'intero organismo, e altre essere
costituite da intere comunita microbiche sintrofiche. Le unita evolutive composite non sono specie
nel senso comune, poiché gli individui non sono necessariamente organismi, ma geni, gruppi di geni
e comunita microbiche (Bapteste & Boucher, 2009).
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1.1.3 Analisi schematica dei problemi connessi al concetto di specie microbica

Cercando di analizzare il problema della specie non si puo non giungere alla conclusione che
di fatto ci si trova dinanzi a molti problemi. Per semplificare noi ne proponiamo sei che paiono essere
sostanzialmente esaustivi dei problemi in campo e che possono essere posti in un ottica di “filiera
logica” ripetibile, in modo da poter giungere ad una maggior conoscenza per approssimazioni suc-
cessive seguendo un concetto operativo alla base della logica Bayesiana. I problemi possono essere
cosi delineati:

1. Problema ontologico. Ossia, la specie esiste o ¢ una mera categoria del pensiero? In altre
parole: nominalismo o realismo?

2. Problema evolutivo. Ossia I'evoluzione riguarda i grandi salti della specie o interessa
i singoli individui? In altri termini, 'evoluzione degli individui genera l'’evoluzione delle
specie oppure ¢ una sorta di “vibrazione” che non implica cambi del gruppo chiamato specie?

3. Problema semantico. Ossia, come si definisce la specie? Si deve avere una definizione unica
che vada dai microbi alle piante e agli animali pitl evoluti (ipotesi monistica) o si debbono
avere tante definizioni quante sono i raggruppamenti di organismi?

4. Problema classificativo. Ogni classificazione ¢ una teoria che tenta di spiegare la variabilita
e la diversita organizzate osservabili e presenti in natura. Quale sistema di classificazione
va adottato, uno gerarchico o uno numerico? Il primo assume che i vari caratteri abbiano
importanze diverse e di tal fatta ¢ la classificazione linneiana e tutte quelle da esse derivate.
Si riconoscono facilmente dall’uso delle cosi dette chiavi dicotomiche che consistono in
una serie di domande che ammettano solo due risposte, a seconda della risposta si passa ad
unaltra domanda. Le prime domande sono deputate alla discriminazione fra grossi
raggruppamenti, mentre le ultime discriminano a livello di specie affini o di sottospecie.

5. Problema tecnologico. Si tratta di capire quali caratteri (o descrittori) vadano impiegati
per classificare e poi per identificare gli individui nell’'ambito della classificazione accettata.
Si distinguono principalmente i caratteri in base alla loro natura. Una discriminazione ampiamente
accettata discrimina i caratteri in : morfologici, fisiologici, molecolari e descrittori relativi
alle resistenze. I morfologici e molecolari sono riscontrabili anche se I'individuo non ¢
fisiologicamente attivo o ¢ addirittura morto, per cui sono raggruppabili come descrittori
“morfo-ontologici”. I caratteri di resistenza e i caratteri fisiologici sono raggruppabili come
“funzionali”.

6. Problema analitico. La stessa analisi dei descrittori richiede tecniche ed approcci di
statistica multivariata o di filogenesi che presentano un ampio margine di scelta a causa
delle assunzioni basilari che debbono essere accettate prima dell’analisi. Un esempio
di tali assunzioni che regola la scelta fra dendrogrammi UPGMA o Neighbour Joining
¢ se le variazioni sono assunte come regolari nel corso del tempo o no. Nel primo caso si &
autorizzati ad impiegare lalgoritmo UPGMA. Molti studi hanno impiegato questo
algoritmo senza una traccia di discussione per giustificare la scelta che ¢ spesso molto di
scutibile. In studi multi centro si ¢ poi evidenziato come la scelta dei pacchetti informatici
condizioni pesantemente i risultati (Cardinali, et al., 2001).

E possibile considerare che i sei problemi illustrati sono logicamente associabili . I primi tre
sono di carattere molto generale e a tratti decisamente logici e filosofici. I secondi tre quesiti sono
necessariamente differenziabili per i vari gruppi di organismi e hanno un’indole decisamente tecni-
ca. Va poi rilevato che nel caso non si segua questa trafila ma si passi subito al problema tecnologico
pratica assolutamente comune) si finisce necessariamente per scadere in un nominalismo di comodo
che neppure prende in considerazione le motivazioni di Ockham, Buffon, Lamark e Darwin. Gia
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Darwin sottolineava come la natura presenti una straordinaria continuita nelle sue varie parti. D’al-
tra parte la specie presuppone una rottura del continuum altrimenti mancherebbe di quella sia pur
minima discriminabilita che la differenzi dalle altre specie.

Il rapporto fra continuum e discontinuita ¢ di fatti il problema piu spinoso attorno al pro-
blema ontologico della specie (Wheeler and Meier, 2000). I tratti generali di questo problema si
trovano anche in fisica in tutte quelle situazioni in cui si passa da uno status ad un altro, ad esem-
pio come nel passaggio di un flusso da uno scorrimento ordinato alla turbolenza (Gleick, 1989).

Diversi approcci sono stati considerati per risolvere il problema. Basilarmente si puo negare
l'esistenza delle specie (nominalismo) come di fatto sosteneva Darwin o ritenere che le specie esi-
stano ed il continuum sia una conseguenza della vicinanza delle specie medesime, una specie di
effetto ottico dovuto alla grande similarita di molte delle specie note.

Un approccio radicalmente diverso € quello fuzzy che prevede che ogni organismo faccia
parte simultaneamente di pit di una specie, solo che ha per ogni specie un’’intensita” diversa.
Ogni individuo ha una percentuale di appartenenza ad almeno due specie. Per ogni specie questo
valore decresce dal centro alla periferia fino a raggiungere il valore del 50% in corrispondenza del
quale un individuo appartiene ugualmente a due specie per cui puo essere considerato un ibrido
interspecifico o una situazione di biforcazione fra due specie. Uno degli effetti dell’applicazione
di quest’approccio in un quadro ¢ il “paradosso dell’aggregazione infinita” secondo il quale se le
specie sono ravvicinate ed esistono individui che possano far parte indifferentemente di pit di una

specie, allora le due specie debbono essere considerate una sola.

Cosi di grado in grado da diverse specie discrete si finisce con I'avere una sola mega- specie
che contraddirebbe se stessa, infatti una sola specie implica necessariamente la mancanza della
discriminabilita in specie diverse. Una trattazione piul approfondita degli approcci basati sulle
distanze relative fra individui e sul rapporto continuum-discontinuum puo essere trovato in due
lavori dedicati a queste tematiche (Cardinali, 2003; Antonielli, 2009).

1.1.4 La definizione della specie microbica nella valutazione della biodiversita

La Biodiversita microbica agraria include procarioti ed eucarioti e questi sia sessuati facoltati-
vi che asessuati come mostrato nella Figura 4.

FIGURA 4 - Rappresentazione schematica della distribuzione della sessualita nel mondo microbico
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Da questa schematizzazione risulta che tutti i procarioti sono asessuati e che gli eucarioti
possono riprodursi sia in modo sia sessuato che asessuato. Questa semplice costatazione conduce
all’osservazione che la sessualita non puo rappresentare una barriera riproduttiva con tre conseguen-
ze principali:

1. Varianti di una specie possono riprodursi tranquillamente per via sessuale e non sono

sottoposti a restrizioni per via di barriere pre- o post-coniugative.

2. Eventualmente la sessualita pud avvenire anche fra ceppi di specie affini, geneticamente
non troppo lontane. Il fatto che esista capacita riproduttiva (coniugazione illegittima) fra
membri riconosciuti di specie (ed ora anche di generi) diversi ¢ la dimostrazione di questo
fenomeno (Marinoni & al. 1999).

3. La sessualita non delimita un gruppo ristretto di organismi interfertili (vedi punto 2)
ed inoltre non limita 'ampiezza della specie che si amplia arricchendosi con forme
profondamente variate (vedi punto 1)

Nel complesso questa situazione preclude I'impiego universale del Concetto Biologico di Spe-
cie ed impone di ricorrere a concetti basati sulla distanza relativa fra ceppi e ceppi-tipo per i quali
sono necessarie scelte fondamentali quali i tipi di caratteri e I'entita della distanza che determina
'assenza di con-specificita. Qualunque risposta venga data a queste due domande ¢ necessariamen-
te arbitraria e sostituibile da altre conclusioni ugualmente supportate dalla letteratura scientifica.
I suddetti problemi vengono complicati dalla necessita di distinguere i criteri di specificita nei grandi
raggruppamenti di microbi che vanno quindi definiti a priori.

Queste osservazioni inducono ad accettare un concetto adeguato alternativo al Concetto
Biologico di Specie con le seguenti caratteristiche:

4. Operativita (deve essere facile da impiegare e possibilmente poco costoso)

5. Automazione (I'identificazione deve essere automatizzabile o comunque applicabile su
vasta scala)

6. Condivisone da parte della comunita scientifica
Stabilita dei descrittori impiegati
Revisionabilita (qualsiasi aggiustamento del concetto dovrebbe permettere una
ricatalogazione quasi automatica degli organismi).

Al momento attuale un largo consenso si ¢ coagulato attorno ad una definizione nominalista
che si basa sulla similarita delle sequenze di specifici domini del DNA codificanti per il RNA ribo-
somale. Si tratta quindi di un sistema che sacrifica alla praticita le piti profonde ragioni che hanno
spinto e spingono tuttora molti studiosi ad esaminare 'aspetto fondamentale della natura della spe-
cie sia dal punto di vista teoretico che pratico.

Prima di esaminare i vantaggi di questa scelta ¢ opportuno definire perché possa essere con-
siderata in qualche modo accettabile anche dal punto di vista scientifico. Infatti la discussione sulla
specie ¢ in questo momento impaniata in un circolo vizioso che si puo sintetizzare come segue: non
esiste un sistema naturale condiviso per definire la specie, dunque abbiamo difficolta a descrivere e
catalogare le specie, con una ridotta conoscenza della biodiversita non riusciamo a capire a fondo se
esistano effettivamente soluzioni di continuita fra le entita tassonomiche o se piuttosto la diversita
microbica sia un sostanziale continuum, in assenza di questa conoscenza non ¢ possibile risolvere il
problema ontologico (esiste la specie microbica?) e non possiamo giungere ad un sistema naturale
condiviso e da qui si ricomincia. Risulta quindi chiaro che accettare un sistema nominalistico di
classificazione ed identificazione presenta vantaggi pratici, che illustreremo in seguito, ma soprat-
tutto & un passaggio obbligato per raggiungere una massa critica di conoscenze che ci permetta di
capire se esista 0 no un discontinuum fra le entita microbiche e quindi se esistano le categorie e le
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strutture delle specie microbiche. D’altra parte un aspetto fondamentale della biodiversita microbica
¢ la nostra scarsissima conoscenza di essa stimata dai pit fra I'1% e il 5% . In queste condizioni non

¢ neppure possibile accertare se eventuali casi di discontinuum non nascano dal mancato campio-

namento di alcune specie. In altre parole le discontinuita potrebbero essere dovute al semplice fatto

che manca all’appello la maggior parte delle OTU microbiche. Tutto questo senza negare l'ovvia
discontinuita fra i macrogruppi microbici riportati nella Figura 4.

Vediamo dunque quali siano i vantaggi del sistema nominalista che definisce la specie sostan-

zialmente (ed in certi casi unicamente) sulla base delle distanze genetiche calcolate dalle divergenze
del DNA codificante per il RNA ribiosomale ed attribuisce I'identificazione in base ad una soglia di
differenza predefinita per procarioti (2,5%) ed eucarioti (1%).

1.

Il sistema ¢é applicabile universalmente sia pure con i dovuti adattamenti ai macro
gruppi microbici

Il sistema si basa su unamplificazione PCR mediante coppie di primer universali e sul suc-
cessivo sequenziamento dell'amplicone. Tali coppie sono definite per macrogruppi quali:
funghi, archea, eubatteri etc. Questo significa che una sola amplificazione in vitro (PCR)
non fornisce il DNA di tutti i microrganismi, ma solo di un macrogruppo. E pero suffi-
ciente effettuare in parallelo poche amplificazioni per avere una risposta che copra tutti i
macrogruppi attualmente noti di microrganismi.

I sistema funziona con specie coltivabili e con VNC

Proprio perché il sistema si basa sull’amplificazione del DNA, esso ¢ applicabile anche a
situazioni (p.e. un suolo agrario, un cibo etc.) in cui si estragga DNA meta genomico, ossia
costituito dal genoma di molte specie, da amplificare poi con le coppie di primer universa-
li. Il fatto che venga amplificato il DNA, ossia una molecola di grande stabilita nel tempo,
presenta il vantaggio di includere ogni specie che sia o che sia stata presente e che sia viva
o morta nell’'ambiente analizzato. Naturalmente questo sistema sarebbe problematico nel
caso si vogliano definire le specie viventi in un dato habitat. Questo problema ¢ risolvibile
con due sistemi:

1. Assumere chele specie non viventi nell’lambiente studiato siano minoritarie per cuilaloro
presenza sara scarsamente rilevabile

2. Ricorrere all’estrazione del RNA metabolomico. Dal momento che 'RNA ¢ molto meno
stabile del DNA, I'amplificazione dopo retro trascrizione del RNA garantisce di rilevare
solo le specie viventi.

Va sottolineata la differenza fra una specie vivente in un dato ambiente naturale o indu-
striale dal concetto di specie coltivabile in laboratorio.

Infatti, le varie specie microbiche tipiche di un ambiente crescono, si moltiplicano e
muoiono in esso, per cui possiamo trovarle allo stato vitale o morte.

Viceversa, certe specie non crescono in laboratorio, pur essendo vive e vitali nel proprio
ambiente, per le intrinseche limitazioni tipiche delle pratiche laboratori quali I’isola-
mento delle cellule da altre con cui possono intrattenere simbiosi 0 proto-commensa-
lismi, 'inevitabile selettivita dei terreni e delle condizioni di coltura o altre ancora da
determinare.

Il sistema é rapido, automatizzabile, relativamente poco costoso e permette di essere
usato massicciamente

Il sistema prevede operazioni routinariamente effettuate in parallelo su molti campioni
quali I'amplificazione PCR, la purificazione degli ampliconi ed il sequenziamento. Anche
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senza 'introduzione, ormai imminente, di sistemi robotizzati o semiautomatici ¢ attual-
mente possibile processare quotidianamente decine o centinaia di campioni a seconda
delle caratteristiche organizzative del laboratorio. Il sequenziamento ¢ stato per lungo
tempo il collo di bottiglia del processo per i costi relativamente alti che sono soggetti ad
un costante calo dovuto al perfezionamento delle tecnologie impiegate.

Il sistema permette la costruzione di database pubblici facilmente consultabili

Il sistema in questione prevede 'ottenimento di una sequenza nucleotidica da comparare
con tutte le altre sequenze disponibili. Tale comparazione puo essere effettuata in tempi
ragionevolmente brevi stante la disponibilita di database pubblici di sequenze che vengano
costantemente aggiornati. Di seguito vengono elencati gli indirizzi di alcuni siti web con i
piu efficaci e popolari database impiegati al momemnto attuale.

Con un buon collegamento alla rete Internet € possibile ottenere nel giro di pochi secondi
la comparazione (hit list) della propria sequenza con le sequenze corrispondenti degli or-
ganismi piu simili. In caso di similarita uguale o inferiore alla soglia minima di differenza
si concludera che il ceppo in esame appartiene alla specie con maggior similarita indicata
nella hit-list.

In caso di differenze superiori (>1% per gli eucarioti e >2.5% per i procarioti) ¢ legittimo
avviare una procedura per verificare che il eppo appartenga ad una nuova specie da stu-
diare e descrivere secondo i canoni dei codici internazionali.

Siti web per I'identificazione della specie in base alla similarita di sequenza:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucleotide
http://www.arb-silva.de/

http://www.arb-silva.de/

http://rdp.cme.msu.edu/

Il sistema si basa su descrittori stabili

Una delle principali ragioni per il rDNA ¢ stato scelto per studi tassonomici e filogenetici
per la sua variabilita particolarmente bassa nel corso dell’evoluzione. Questa caratteristica
permette di realizzare studi di filogenesi su larga scala e di discriminare fra specie con una
minima variabilita fra i ceppi. Nel tempo la variabilita potrebbe essere ridotta anche per
via della presenza di parecchie decine di sequenze “in tandem” sul cui modello mutazio-
nale esistono diverse teorie (Nei and Rooney, 2005).

Nel complesso la sequenza di rDNA ¢ notevolmente stabile. Sistemi per definire relazio-
ni filogeneticamente pitl fini sono normalmente basati su sequenze a piu alta mutabilita,
quali gli ITS (de Rojas, et al., 2007; Frealle, et al., 2007). Va inoltre ricordato che nel breve
periodo (al quale sono interessati i ricercatori di biodiversita agraria) la stabilita dei de-
scrittori basati sul DNA deriva sostanzialmente dalla mancata influenza delle condizioni
ambientali e sperimentali per lo meno per quanto riguarda la sequenza. Viceversa, i ca-
ratteri fisiologici sono estremamente sensibili alle condizioni ambientali e sperimentali e
trovano una particolare applicazione quando si voglia verificare la biodiversita funzionale,
piuttosto che la biodiversita molecolare.

La differenza sta nel fatto che la biodiversita assoluta misura il numero di specie o di tipi
diversi, quella fisoiologica stabilisce le differenze funzionali e fisologiche. Le due biodiver-
sita possono non coincidere in quanto ceppi identici dal punto di vista molecolare possono
essere diversi per quanto riguarda la fisiologia. In altri casi simili comportamenti fisiologi-
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ci possono essere riscontrati in ceppi diversi dal punto di vista molecolare Questa sfasatu-
ra ¢ dovuta sostanzialmente all’indipendenza fra descrittori fisologici e molecolari per cui
le variazioni dei primi non permettono di predire quelle degli altri e viceversa.

6. Il sistema puo essere facilmente ri-direzionato

La disponibilita di ampi database permette al momento di identificare le specie secondo i
criteri sopra menzionati.

Nel caso cambino i criteri di identificazione, per esempio a livello di sogli di distanza o al-
tri aspetti analoghi, un lavoro bioinformatico di grande mole, ma relativamente semplice
permetterebbe ridefinire e rinominare le specie secondo i nuovi criteri.

Tale plasticita é invece assente con sistema tutt’ora in uso quali la riassoci azione DNA:DNA
che produce soltanto serie di dati relazionali fra ceppi, sulla base dei quali nessun’ altra
conclusione puo essere tratta.

7. Ilsistema é ampiamente condiviso dalla comunita scientifica

Dalla sua proposizione, il sistema di identificazione basato sul rDNA ha guadagnato con-
sensi in tutta la comunita scientifica ed é divenuto pressoché universale, pur con tutte le
limitazioni sopra descritte.

8. Ilsistema permette stime rapide della biodiversita

Le caratteristiche sopra descritte indicano che il sistema a rDNA permette di identificare
rapidamente e con costi contenuti rilevanti quantita di ceppi.

Questo fatto aiuta nello sciogliere un annoso dilemma microbiologico sul numero di cep-
pi da isolare e studiare. Infatti & sempre stato ovvio che grandi numeri di isolati sono
necessari per comprendere le complesse dinamiche della biodiversita microbica, ma me-
todi di identificazioni lenti e costosi finivano per limitare fortemente il numero di ceppi
studiati.

1.2 Raccolta delle definizioni di carattere tassonomico, genetico filogenetico e
microbiologico che siano importanti per gli studi di biodiversita microbica

La biodiversita ¢ il coacervo della diversita fra specie e della variabilita entro le specie. Per le li-
mitazioni sopra elencate del concetto e della pratica relativamente alla specie microbica i due aspetti
tendono talvolta ad essere confusi. La sezione che segue assume che le specie vengano definite come
illustrato nel capitolo precedente e che tutte le attivita di descrizione successiva vengano effettuate
all’interno di gruppi che, almeno nominalmente, appartengano alla stessa specie.

Viene quindi prodotta una raccolta ragionata di definizioni di carattere tassonomico che ser-
vira al confronto critico di termini analoghi con significati non necessariamente identici impiegati
dai biologi vegetali ed animali.

Codici Internazionali di nomenclatura

Vale la pena ricordare che la nomenclatura batterica ¢ regolata dal Codice di Nomenclatura
Batteriologica, mentre i funghi e le alghe sottostanno al Codice di Nomenclatura Botanica. Questi
codici possono essere consultati presso gli indirizzi web sotto riportati.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=icnb&part=A184
http://www.ibot.sav.sk/karolx/kod/0000Viennatitle.htm
http://ibot.sav.sk/icbn/main.htm
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Agroecosistema - S’intende I'insieme delle piante e degli animali introdotte o modificate dall’atti-
vita umana.

Alimento (o cibo) - Ogni sostanza (liquida o solida) che viene assimilata da un organismo vivente,
all’interno del quale svolge una o piu delle seguenti funzioni: fornire energia all'organismo;
fungere da materiale per la formazione dei tessuti biologici; catalizzare le reazioni chimiche
che hanno luogo all’interno dell’'organismo.

Alimento trasformato - La trasformazione agroalimentare ¢ un processo tecnologico ed economico
che crea un valore aggiunto ad un prodotto agricolo consentendone I'utilizzazione in forma e
condizioni differenti rispetto a quelle originarie al momento della raccolta.

Anamorfo - Nei funghi 'anamorfo ¢ la forma che non presenta ciclo sessuale.

Biodisponibilita - La possibilita di una sostanza organica e inorganica di essere mineralizzata dai
microrganismi presenti in un determinato ambiente.

Biodiversita assoluta - la dotazione in termini sia di ricchezza che di abbondanza di specie con le
relative funzioni di un determinato sito, che si mantenga costante nel tempo.

Biodiversita attuale: biodiversita definita dall’'osservazione analitica del momento.

Bioindicatori - Segnali naturali che ci permettono di riconoscere il deteriorarsi degli equilibri
naturali.

Biomassa - Termine generico che indica tutta la materia organica sia di natura vegetale che animale
presente, ad esempio, in un ecosistema. E’ un indice della capacita produttiva di un particolare
ambiente biologico. Normalmente viene espressa in peso (secco) per unita di superficie o in
unita di energia (J/m). Ovviamente 'unita di misura cambia a seconda dell’oggetto in esame.
La biomassa di una popolazione di insetti, ad esempio, verra calcolata in g/m, mentre quella
di una comunita erbacea presente in un prato in kg/m e quella di un bosco in t/ha. In campo
energetico la biomassa indica la quantita di materiale organico che puo essere utilizzata per
produrre energia per combustione o tramite fermentazione. Le biomasse utili ai fini della pro-
duzione di energia includono il legno, liquami e feci animali, residui agricoli, forestali e della
carta. Il concetto di biomassa ¢ strettamente collegato a quello di “produttivita” che indica
la produzione di biomassa per unita di tempo ed ¢ un parametro funzionale utile allo studio
della qualita ambientale e all’evoluzione dello stato di un ecosistema.

Biomassa microbica - Indica I'insieme della popolazione microbica (batteri, funghi, attinomiceti,
alghe, lieviti).

Biota - Vita animale e vegetale caratterizzante una regione. Si usa anche per indicare collettivamen-
te la flora e la fauna. Nel caso del suolo indica I'ambiente suolo nel suo insieme funzionale,
assimilandolo ad un “superorganismo” vivente dotato di un abilita intrinseca di controllare
il proprio metabolismo ed i processi biochimici tanto da mantenere costanti le condizioni
ambientali favorevoli alla vita

Catena trofica - Insieme di processi per cui in natura i residui di una forma di vita diventano ali-
menti per altre forme di vita successive o parallele. Esempio: il bruco mangia la foglia, l'uccello
insettivoro mangia il bruco, il falco mangia 'uccello insettivoro.

Ceppo - Il ceppo ¢ un insieme di cellule microbiche derivanti da una stessa cellula madre per esclusi-
va riproduzione vegetativa. A differenza della coltura pura, il ceppo riceve una denominazione
che lo identifica. Per certi versi si potrebbe dire che il ceppo € “I'individuo” della microbio-
logia, nel senso che il ceppo sta alla specie microbica come l'organismo individuale sta alla

specie di macro-organismi. Va considerato che in senso stretto ed in biologia I’ ”individuo”
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e l'entita unitaria, minima che, se frammentata, perde la sua funzione. Nel caso del ceppo, lo
smembramento anche in singole cellule, non altera la funzionalita biologica, da questo punto
di vista il ceppo non ¢ considerabile un individuo. D’altra parte lo smembramento del ceppo
produce copie identiche (propagazione asessuata microbica) indistinguibili, per cui non cor-
risponde logicamente allo smembramento degli organi pluricellulari. Da questaltro punto di
vista si puo considerare che il ceppo sia I'individuo della microbiologia. Dal punto dio vista
pratico, la specie microbica ¢ formata da diversi ceppi.

Ciclo - Dal greco kyklos (=cerchio). Corrisponde al succedersi regolare di una serie di fenomeni che
si ripetono senza interruzione e con periodico ritorno al punto di partenza. c. biologico - rici-
clo di alcuni elementi chimici dagli esseri viventi (bio) al mondo inanimato (geo) terrestre e
all'atmosfera. Esiste un ciclo del carbonio, dell’azoto, dell’ossigeno, del fosforo, ciascuno con
le sue particolarita.

Clone - Sinonimo di ceppo.

Colonia - Una colonia ¢ un insieme di cellule microbiche derivanti da una stessa cellula madre per
esclusiva riproduzione vegetativa, raggruppate in maniera discreta e distinta da altre colonie.
Si tratta quindi di un ceppo raggruppato nello spazio, normalmente sulla superficie di piastre
di terreno microbico solidificabile. Nella prassi da una colonia deriva un ceppo.

Coltura pura - Rappresenta la messa in coltura di un ceppo.

Coltura mista - La coltura mista ¢ una coltura microbica costituita da pili ceppi. Nel caso di micror-
ganismi sessuati, una coltura mista deriva dai prodotti meiotici (e quindi sessuali) di un ceppo
o addirittura di una colonia.

Coltura monosporale - E una coltura la cui cellula madre & una spora, ossia una cellula aploide
derivante da meiosi.

Coltura polisporale ricombinante - E una particolare coltura mista composta dalle colture sporali
derivanti dalla scorificazione di cellule appartenenti allo stesso ceppo.

Decompositori - Termine usato in ecologia; indica quegli organismi, quasi tutti microrganismi
eterotrofi che decompongono le sostanze organiche contenute nei resti di animali e vegetali
morti in sostanze inorganiche. Questo processo si definisce mineralizzazione e porta all’im-
missione di atomi sotto forma inorganica, nell’aria, nell’acqua e nel terreno chiudendo il ciclo
della materia. Sono decompositori essenzialmente i batteri e i funghi.

Denitrificazione - Processo di riduzione dei nitrati ad azoto elementare (che si libera in forma gas-
sosa) ad opera di batteri facoltativi in grado di utilizzare, in condizioni anossiche, l'ossigeno
contenuto in questi composti.

Diversita di specie - Corrisponde al numero delle specie di individui presenti nel suolo,
tenendo conto che il termine “specie” non si puo applicare a quei microrganismi che si ripro-
ducono per via assessuale (es. virus e batteri).

Diversita ecosistemica - Definisce il numero e 'abbondanza degli habitat, delle comunita biotiche e
degli ecosistemi all’interno dei quali vivono e si evolvono i diversi organismi.

Diversita genetica - Designa la variazione dei geni e dei genotipi all’interno della specie. Essa corri-
sponde alla totalita dell’informazione genetica contenuta nei geni di tutti i microrganismi che
popolano il suolo.

Diversita funzionale - Espressione del grado di variabilita dei processi metabolici che garantiscono
la fertilita e la sostenibilita di un suolo, nonché della sua stabilita ecologica.

Diversita microbica - Rappresenta 'espressione del grado di variabilita tra gli individui che popola-
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no il suolo stesso. E definita dall’insieme delle specie microbiche, dal loro materiale genetico,
e dagli ecosistemi di cui esse fanno parte. Essa ¢ definita dalla diversita ecosistemica, della
specie, genetica e funzionale.

Fertilita del suolo - Attitudine del suolo a produrre.

Fertilita integrale del suolo - Rappresenta l'insieme della caratteristiche chimiche, fisiche
e biologiche.

Fertilita biologica - Definisce l'attivita dei microrganismi di un suolo dai quali dipendono tutti gli
equilibri dei cicli dei principali elementi nutritivi per le piante quali azoto, fosforo, ecc..

Filiera (agro-alimentare, industriale, tecnologica) - In senso lato, si intende I’insieme articolato
(anche detto ‘rete’ o ‘sistema’) che comprende le principali attivita (ed i loro principali flussi
materiali e informativi), le tecnologie, le risorse e le organizzazioni che concorrono alla crea-
zione, trasformazione, distribuzione, commercializzazione e fornitura di un prodotto finito;
in senso piu stretto, si intende I'insieme delle aziende che concorrono alla catena di fornitura
di un dato prodotto.

Funzioni del suolo - Nel presente documento vengono definite funzioni del suolo i servizi ecosi-
stemici garantiti dal biota suolo ad esempio nitrificazione, mineralizzazione della sostanza
organica, desertificazione, fissazione dell’azoto, ecc.

Genere - Il genere rappresenta un insieme monofiletico di specie, ovvero un gruppo di specie che
derivino da uno stesso progenitore comune. Il nome generico ¢ il primo dei due epiteti obbli-
gatori nella nomenclatura binaria. Formalmente deve essere scritto in corsivo e con I'iniziale
maiuscola (e.g. Saccharomyces). 11 genere microbico ¢ spesso soggetto a grandi alterazioni no-
minali (es. il genere Saccharomyces scisso in Kazachstania e Saccharomyces) a causa del fatto
che raramente esistono caratteri morfo-funzionali fondamentali e comuni fra le specie del
genere, come ad esempio la struttura del fiore nella botanica sistematica.

Humus - E quella parte della sostanza organica del suolo che deriva da complesse azioni di tra-
sformazioni a carico dei residui di origine vegetale e animale. Tale processo si completa con
la sintesi di molecole organiche a diverso grado di complessita di natura colloidale che in
laboratorio ¢ possibile isolare anche in funzione del differente peso molecolare. Queste sono
classicamente rappresentate dagli acidi umici, dagli acidi fulvici e dalla umina che insieme
costituiscono le sostanze umiche.

Indicatore - E un qualsiasi parametro che provvede alla rappresentazione sintetica di un fenomeno
complesso. Un indicatore ambientale deriva da una osservazione o misurazione di una va-
riabile ambientale. Secondo OCSE, 1993: parametro o valore derivato da un parametro dal
quale & possibile ricavare informazioni circa lo stato di un fenomeno, ambiente, area con un
significato estendibile anche al di fuori di un fenomeno, ambiente, area, perché direttamente
correlato al valore del parametro (OCSE, 1993).

Indice - Insieme di parametri o indicatori aggregati o pesati (OCSE, 1993).

Indice di diversita - Indice esprimente il grado di eterogeneita di una comunita di organismi (Bio-
cenosi) mediante accertamento statistico della situazione reale esistente fra le due situazioni
teoriche estreme:(a) tutti gli individui della comunita appartengono alla medesima specie, (b)
ogni individuo della comunita appartiene ad una specie diversa. Fra queste due estremita si
possono trovare tutte le gradazioni intermedie.

Innesto - Ceppo selezionato per svolgere al meglio attivita microbiologico-industriali.

Innesto misto - Innesto composto da pili ceppi o anche da pil specie.
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Livello trofico - In natura, il livello trofico corrisponde ad ogni anello della catena alimentare,
mediante il quale I’energia (intesa come nutrimento) fluisce attraverso un ecosistema, tra-
sferendosi da un organismo all’altro, a partire dal mondo vegetale, per arrivare ai carnivori
di grosse dimensioni. Passando da un livello trofico a quello successivo, la quantita dispo-
nibile di energia decresce. Infatti, ad ogni passaggio, una piccola parte dell’energia viene
utilizzata dagli organismi per compiere i processi vitali e una gran parte viene eliminata
come rifiuto.

Monitoraggio - La determinazione sistematica di un set di variabili o indici caratteristici aventi
lo scopo di evidenziare attraverso analisi periodiche cambiamenti nel tempo. Possiamo di-
stinguere un monitoraggio nello spazio, un monitoraggio nel tempo e uno nello spazio e nel
tempo (APAT).

Parametro - Proprieta che si misura o si osserva (OCSE, 1993).

Parametro ambientale - Grandezza convenzionale che misura il valore assunto da una data varia-
bile ambientale (ad esempio, la concentrazione di ossigeno nell’acqua, la sua percentuale di
saturazione, il livello sonoro espresso in decibel, il traffico orario, ecc.).Insieme delle carat-
teristiche fisiche, chimiche e del substrato, che determinano la fisionomia di un determinato
ambiente o biotopo, creando specifici riflessi per I'instaurarsi delle biocenosi.

Patina - Insieme di cellule ricoprenti una superficie.

PCR - Tecnica di biologia molecolare utilizzata per amplificare in breve tempo tratti specifici di
DNA, purché se ne conosca, almeno in parte, la sequenza. Si avvale di cicli di denaturazione,
riassociazione con 'innesco e di estensione per amplificare di oltre 106 volte il numero di co-
pie della sequenza di DNA bersaglio. Questa tecnica ha un grande numero di applicazioni in
campi diversi, dalla ricerca alla diagnostica alla medicina legale.

Qualita del suolo - La capacita del suolo di interagire con 'ecosistema per mantenere la produttivita
biologica, la qualita ambientale, e promuovere la salute animale e vegetale.

Siero Innesto - Il siero innesto ¢ il prodotto della fermentazione del siero ottenuto dalla lavorazione
del giorno precedente.

Sierotipo - insieme di microrganismi dello stesso tipo (generico) in base alle caratteristiche serolo-
giche, ovvero microbi con identici anticorpi di superficie. Il sierotipo ¢ un caso particolare di
tipo generico.

Sostanza organica - E il parametro chiave per la qualita fisica, chimica e biologica del suolo. Influenza
fortemente la struttura del suolo stesso, supportando la formazione degli aggregati e della po-
rosita. Contribuisce all’'accumulo di nutrienti, a supportare la frazione di scambio cationica del
suolo e contiene la maggior parte degli elementi nutritivi disponibili che, per mineralizzazione,
vengono ad essere resi disponibili per gli organismi viventi.

Sottospecie - In un numero piuttosto limitato di casi € ancora invalso l'uso di suddividere le specie
in due o piu sottospecie sulla base di uno o pochi caratteri. Luso ¢ invalso (Paccagnini, et al.,
2009), ma non incoraggiato, come sancito dalla REGOLA 5d del Codice di Batteriologia.

Specie - Per il significato si rimanda alla sezione precedente. La specie ¢ designata da un sistema
binario consistente di un nome generico seguito da un epiteto specifico (es. Saccharomyces
epiteto generico cerevisiae epiteto specifico). Lepiteto specifico a scritto in corsivo minuscolo.
Dasolol’epiteto specificonon ésufficiente adefinirelaspecie che deve essere tassativamente indi-
cataconentrambigliepitetio (dopolaprimacitazioneinuntesto) conl’iniziale del genere seguita
dall’epiteto specifico (es. S. cerevisiae).
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Stabilita ecosistemica - Rappresenta la fluttuazione interna ad un insieme di organismi viventi che

popolano lo stesso habitat al fine di garantire la funzionalita dell’ecosistema stesso.

Starter - Inglese per Innesto.

Suolo - La parte pili superficiale della crosta terrestre in cui le radici delle piante penetrano e trovano

nutrimento e sostegno. E composto da una fase solida (minerale ed organica), una fase liquida,
una gassosa e da organismi viventi. Il limite superiore del suolo ¢ rappresentato dall’atmosfera,
dalle acque superficiali e dalla vegetazione (vivente o non ancora in decomposizione). Il limite
inferiore ¢ rappresentato dalla roccia madre o dalle acque profonde. E’ una risorsa essenziale e
non rinnovabile la cui degradazione puo essere estremamente rapida mentre i suoi processi di
formazione e di rigenerazione estremamente lenti. E un sistema molto dinamico le cui capa-
cita rappresentano un servizio vitale per le attivita umane e la sopravvivenza degli ecosistemi.

Taxon - (pl. Taxa) Il taxon & un gruppo tassonomico di qualsiasi livello (Art. 1.1 Cod. Nom. Bota-

nica).

Telomorfo - funghi 'anamorfo ¢ la forma che presenta ciclo sessuale. La compresenza di anamorfi

e telomorfi, ossia di forme asessuate o sessuate (dette anche perfette) nella stessa specie viene
definita con nomi diversi; per esempio il lievito Debaryomyces hansenii ¢ il telomorfo della
specie Candida famata. Da quando 1854 il microbiologo De Bary si rese conto del fenomeno
in due specie chiamate Eurotium herbarium (telomorfo) e Aspergillus glaucum (anamorfo) si
¢ posto il problema della nomenclatura di organismi identici, salvo per la presenza del ciclo
sessuale. Dal 1905 Il Codice di Nomenclatura Botanica ha permesso per i funghi la doppia
nomenclatura, tuttora stabilita dall’Art. 59.

Tipo (generico) - La parola “tipo” viene usata in maniera generica per indicare un profilo di descrit-

tori comune ad un gruppo di ceppi. In questo caso i ceppi dello stesso “tipo” risultano indi-
stinguibili, almeno limitatamente ai descrittori considerati per definire il tipo.

Tipo - Tipo per la nomenclatura. Si tratta dell’'organismo rappresentante il taxon, secondo il Codice

di nomenclatura Botanica “nomenclatural type. The element to which the name of a taxon is
permanently attached (Art. 7.2).” Il ceppo tipo € quello che rappresenta una specie, la specie tipo
¢ quella rappresentante del genere e cosi via. Il tipo di nomenclatura ¢ un elemento essenziale
della tassonomia, anche se al momento non sono stati effettuati studi approfonditi sull’effet-
tiva rappresentativita dei tipi. Si tratta quindi di un aspetto fondamentale della tassonomia,
soprattutto dal punto di vista nominalistico.

Tossicita - Per tossicita di una sostanza si intende la sua capacita di provocare effetti dannosi sugli

organismi viventi, alterandone il corretto funzionamento cellulare. Ogni sostanza ¢ virtual-
mente tossica in funzione della dose; diviene tossica quando raggiunge una certa concentra-
zione nell’organismo e nel suo sito di azione. La tossicita di una sostanza ¢ strettamente legata
alla sua possibilita di assorbimento, trasporto, metabolismo ed escrezione nell’organismo vi-
vente. Si parla di tossicita acuta quando la dose ¢ elevata e l'effetto si manifesta in tempi brevi
(minuti, ore o giorni); la quantita che causa l'effetto tossico dipende dal tipo di sostanza. La
tossicita cronica ¢ causata da una esposizione a piccole dosi prolungata nel tempo. La dose
tossica, in questo caso, viene raggiunta perché la sostanza si accumula nell’organismo.

Varieta - La varieta ¢ sinonimo di sottospecie nel Codice di Batteriologia (REGOLA 5d), il suo uso

P,

¢ parimente sconsigliato anche se esistono casi diffusi quali la specie Debaryomyces hansenii
che risulta suddivisa nelle due varieta hansenii e fabryi a seconda della capacita di crescere
a37°C.
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2. Marcatori

IN QUESTO CAPITOLO

In questo capitolo saranno presentati possibili marcatori, utilizzabili per descrivere la biodiversita mi-
crobica di interesse agrario e alimentare. Tali marcatori saranno presentati secondo il criterio “dal piu
semplice al pitt complesso” in m odo da fornire un quadro il pitt completo possibile e tale da permettere
analisi sequenziali (ovvero via via pit complesse) della diversita microbica.

2.1 Raccolta dei possibili “marcatori pratici” applicabili nei rilevamenti
di biodiversita da parte di personale non specializzato

La raccolta di questi marcatori dovrebbe consentire a personale operativo nei vari settori agra-
rio, ambientale ed alimentare di effettuare con sistemi rapidi e semplici una stima preliminare del
livello di variabilita e diversita presenti in modo da indirizzare analisi, raccolte di campioni ed ope-
razioni di salvaguardia o di valorizzazione.

Viene qui di seguito elencata una serie di marcatori pratici a seconda degli ambiti applicativi.
Per comodita espositiva viene riportata di seguito una classificazione di massima dei marcatori di
cui i primi due tipi, preliminari ed obiettivi) saranno trattati in questo paragrafo mentre i marcatori
laboratoriali saranno esaminati in 2.3 e 2.4.
A. Marcatori preliminari (es. Prodotto tipico, DOP etc, condizione colturale particolare,
rotazioni tradizionali non comuni etc);
B. Marcatori obiettivi (es. Prodotto tipico con caratteristiche peculiari, condizione
ambientale non comune etc);
C. Marcatori laboratoriali sono tutti i marcatori rilevabili solo con accurate analisi
in laboratorio e sono a loro volta distinti in:
1. Marcatori macro e micro morfologici (forma, dimensione, etc della colonia
o della cellula);
2. Marcatori fisiologici (assimilazioni, fermentazioni, resistenze a condizioni
stressanti etc.);
3. Marcatori molecolari distinti in Marcatori per la definizione di specie
e marcatori utili alla caratterizzazione.
Viene qui di seguito elencata una serie di marcatori pratici (preliminari e obiettivi) e discussi
separatamente a seconda degli ambiti applicativi.

A. Marcatori preliminari

I marcatori preliminari sono quelli che consentono di individuare un sito o situazione
potenzialmente interessante per la caratterizzazione e successiva conservazione della biodiversita
di interesse agrario
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a. Microbiologia alimentare

1. Presenza di marchi (DOC, DOP, IGT etc.) La presenza di marchi di qualita e/o di tipicita
¢ un buon indice preliminare per ritenere che una qualche forma di variabilita o di diversita micro-
bica. Tale marcatore ¢ assolutamente preliminare ed indicativo. Per esempio in una zona Di Origine
Controllata (VQPRD) ¢ molto probabile che i vini vengano fermentati con starter industriali e che
quindi in parecchie cantine venga a mancare una qualsiasi forma di biodiversita autoctona. La pre-
senza di un marchio & quindi un parametro importante, ma non necessario, né tantomeno sufficien-
te per garantire la presenza di biodiversita isolabile.

2. Differenziazione geografica. Indipendentemente dai marchi, i vari prodotti, soprattutto
tipici, sono caratterizzati dalla localita di produzione. In taluni casi si ha addirittura la stessa deno-
minazione in areali significativamente differenti. Per esempio, il Pecorino di Norcia viene prodotto
anche in zone limitrofe con piccole, ma significative differenze tecnologiche e di materie prime (vedi
in seguito), ma soprattutto in situazioni per cui la biodiversita microbica risulta segregata e quindi
differenziata da una zona all’altra. La distanza geografica non ¢ necessariamente proporzionale alla
distanza genetica. Dal punto di vista della biodiversita microbica la distanza geografica non va intesa
solamente come distanza geometrica, ma anche come presenza di situazioni naturali ed antropizzate
che limitino lo scambio microbico. Da questo punto di vista una catena montuosa divide due valli
adiacenti molto piti della distanza calcolata in pianta. Anche questo descrittore ha carattere pura-
mente presuntivo, anche se risulta molto indicativo. Per maggiori dettagli consultare il caso studio
sulla biodiversita blastomicetica dei formaggi Pecorino.

3. Onomastica. I nomi dei prodotti agroalimentari vanno considerati con estrema attenzio-
ne in quanto derivano da stratificazioni successive storiche e culturali che possono generare diverse
situazioni:

a. Stessa denominazione, ma prodotti diversi. E il caso delle vernacce, nome che raccoglie
vini bianchi secchi flor (Vernaccia di Oristano), vini bianchi secchi (vernaccia di San
Gimignano), semifermentati rossi (Vernaccia di Cannara) e spumanti rossi (Vernaccia
di Serrapetrona).

b. Denominazione diversa, ma prodotti simili. E il caso di vini omonimi con vitigni
identici, ma denominati in maniera diversa in luoghi differenti. In questo caso la
nomenclatura potrebbe far supporre una differenza che effettivamente non é riscontrata
a livello delle materie prime (vedi sotto).

c. Denominazione mancante. In molti casi non ¢ stata richiesta o concessa alcuna denomi
nazione tipica e i prodotti vengono commercializzati con nomi generici. E tipico il caso
dei formaggi “Pecorino” identificati dalla zona di produzione, ma che in moltissimi casi
non presentano identificazioni aggiuntive. Un altro caso ¢ quello dei vari “pane fermetato
in maniera naturale” ottenuti da paste acide affatto diverse anche se raramente esiste una
differenziazione di denominazione.

In generale 'omnomastica e la denominazione sono un aiuto, ma richiedono un’attenta
disamina e ricostruzione per capire che tipo di differenza biologica sia da attendersi dai prodotti
alimentari in base al loro nome.

4. Tecnologia. La tecnologia produttiva ¢ uno degli aspetti fondamentali nel condizionamen-
to della biodiversita. In linea generale impianti e tecnologie innovative hanno scelto I'uso di starter
industriali, annullando o riducendo drasticamente la biodiversita residente, soprattutto autoctona.



D’altra parte tecniche diverse selezionano diversamente la biodiversita microbica, come per esempio le
temperature di riscaldamento del latte nell’industria casearia, I'uso dell’anidride solforosa o pratiche
di filtrazione dei mosti nell’industria enologica e cosi via. Soprattutto nelle piccole produzioni tipiche,
la tecnologia € ben correlabile con il territorio e quindi con la distanza geografica.

5. Sistema produttivo. Molti alimenti sono prodotti con sistemi convenzionali, biologici,
biodinamici etc. Non € ancora chiaro, ma si sta studiando quanto sia 'effettivo impatto sulla biodi-
versita di queste differenti modalita produttive. E comunque preferibile campionare la biodiversita
da aziende con sistemi produttivi diversi, la dove se ne presenti 'occasione.

6. Densita e dimensione dei produttori. La dimensione dei produttori, il loro numero e la
loro dispersione sul territorio sono parametri fondamentali in quanto, molto spesso, la biodiversita
microbica in campo alimentare € conservata da piccoli produttori familiari che hanno mantenuto
produzioni tipiche su scala ridotta. Viceversa, la scala industriale ¢ spesso associata all’'uso di starter
selezionati a diffusione ampia o globale con evidenti riduzioni sul livello di biodiversita microbica.

7. Disponibilita di impianti naif. Come esposto in diversi punti precedenti, uno dei mag-
giori rischi di erosione della biodiversita ¢ legato all’'uso di starter industriali. La ricerca di biodiver-
sita microbica non puo quindi prescindere da ricercare impianti naif, ovvero mai interessati all’'uso
di tali starter. Il ricercatore di biodiversita dovra curare in maniera particolare 'anamnesi relativa-
mente a questo aspetto prima di pianificare un campionamento, infatti non ¢ infrequente che esista
una ritrosia a dichiarare I’avvenuto uso di starter. E anche possibile che lo starter sia avvenuto senza
la piena comprensione dell’operatore, specie a causa di preparati commerciali contenenti anche lo
starter. Anche se puo apparire banale, questa fase di anamnesi richiede che venga usato il giusto
vocabolario, infatti pochi produttori comprenderanno il termine “starter”, altri con la parola lievito
intendono l'organismo fungino, altri un mix batterico per la panificazione etc., viceversa in certi
luoghi il lievito (sensu biologico) viene denominato”fermento”. E quindi indispensabile dedicare una
grande cura a questi particolari apparentemente insignificanti. Impianti non del tutto naif possono
essere tuttavia interessanti, a patto che si sia in grado di discernere fra la biodiversita autoctona e gli
eventuali starter impiegati.

8. Disponibilita di impianti dismessi. Gli impianti dismessi, vecchie cantine, caseifici sa-
lumifici etc. possono essere una sorgente di biodiversita, in quanto le massicce quantita di microbi
adese alle superfici possono in certi casi mantenere livelli sufficienti di vitalita da consentire I’iso-
lamento. In passato ¢ stato possibile, per esempio, isolare lieviti S. cerevisiae simili da pavimenti in
terra battuta di cantine dismesse da oltre 70 anni (Cardinali Pers. Com.).

9. Materie prime. Le materie prime di origine influenzano la microflora degli alimenti prin-
cipalmente in due maniere: trasportando microrganismi ambientali e selezionando il microbiota in
base alla composizione della materia prima stessa. Il primo caso ¢ esemplificabile nelle uve che por-
tano sulla propria superficie tutta una serie di batteri e funghi i quali possono influenzare la prima
parte della fermentazione. Casi simili possono riscontrarsi per tutte le materie prime che non vengano
sterilizzate o impoverite della carica microbica prima della trasformazione. Il secondo effetto della
materia prima sta nella selezione che compie a carico dei microrganismi. Per esempio, un mosto d’uva
molto zuccherino permettera di selezionare per ceppi di S. cerevisiae con elevato potere fermentativo.

10. Periodi produttivi. Alimenti analoghi vengono prodotti in stagioni o periodi dell’anno
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diversi. E’ il caso di formaggi prodotti nel corso dell’anno con tipi di latte diversi a causa del diverso
status fisiologico e produttivo di mucche o pecore. E” anche il caso dei “vinsanti” prodotti in epoche
successive alla vendemmia ordinaria, ma comunque diverse da zona a zona. La diversita dell’epoca
produttiva puo condizionare la variabilita e la diversita microbica direttamente (es. temperatura) o
indirettamente per via delle differenze delle materie prime.

11. Conservazione e invecchiamenti. Nel corso dell’invecchiamento o della semplice conser-
vazione si instaurano dinamiche delle popolazioni batteriche abbastanza note per alcune bevande o
alimenti, ma non ben esplorate per tanti altri. E’ comunque noto che il profilo microbico cambia si-
gnificativamente col tempo trascorso dalla produzione. Un caso tipico ¢ quello dei lieviti della polpa
di formaggio che aumentano nelle prime due o tre settimane per poi calare nei mesi successivi.

12. Posizionamento entro il prodotto. La biodiversita cambia in maniera molto marcata a
seconda della zona del prodotto analizzata. In certi casi si hanno variazioni anche nello spessore
dello stesso frutto. Sicuramente esistono grandi variazioni fra polpa e crosta dei formaggi. In campo
enologico esistono differenze fra la biodiversita recuperabile non tanto fra le varie parti del prodotto,
che essendo liquido assicura una certa omogeneizzazione, ma fra i vari materiali e strumenti che
sono venuti a contatto con mosto o vino in fase produttiva.

b. Microbiologia ambientale

Nel presente manuale verranno unicamente descritti i marcatori a livello del suolo perche di-
rettamente correlati con le popolazioni microbiche. Nel caso dei microrganismi del suolo e difficile,
se non impossibile fornire dei marcatori morfologici sui microrganismi stessi a livello di campo sia
per le dimensioni dei microrganismi stessi che non possono essere visti ad occhio nudo, che per il
fatto che ¢ molto difficile il loro isolamento e la loro coltivazione, pertanto a livello di osservazione
di pieno campo verranno definiti nel caso del suolo “marcatori morfologici” tutto cio che puo essere
osservato ad occhio nudo correlabile alla vita del suolo ed alle funzioni dei microrganismi, ma non
si trattera mai di microrganismi veri e propri.

Sono marcatori morfologici preliminari a livello del suolo tutti i marcatori riportati nella
matrice (Tabelle 1, 2, 3, 4 e 5). Di seguito se ne fornisce una descrizione sintetica.

1. Tessitura. Tra i fattori limitanti lo sviluppo e la crescita delle comunita microbiche del
suolo troviamo la temperatura e 'umidita del suolo. La tessitura definita, indipendentemente dalla
natura chimica e mineralogica delle differenti componenti, come la composizione granulometrica
del suolo, espressione in percentuale dei rapporti tra particelle grossolane in frazioni a diametro
comprese tra 2 e 0,2 mm (sabbia), 0,2 - 002 mm (limo) e 0,02 a 0,002 mm (argilla), caratterizza il
comportamento del suolo in termini di trattenimento dell’acqua e quindi della sua umidita, com-
pensazione del calore e di contenuto in ossigeno. Terreni ricchi in sabbia perderanno pitl facilmente
umidita e compenseranno pit difficilmente temperature elevate, viceversa saranno terreni nei quali
si avra una aereazione abbondante. Terreni argillosi o limosi, tratterranno acqua, con probabile ca-
renza di ossigeno. Terreni con una percentuale equilibrata tra le tre diverse frazioni granulometriche
saranno quelli che ospiteranno meglio le comunita microbiche, quindi saranno tendenzialmente
quelli ad avere una biodiversita pit elevata.

2. Colore. Dal colore del suolo si puo facilmente dedurre la composizione chimica predo-
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minante nel suolo stesso. Terreni molto scuri (marrone scuro, bruno scuro) saranno terreni par-
ticolarmente ricchi in sostanza organica. E’ noto che la sostanza organica ¢ la principale fonte di
nutrimento per la popolazione microbica del suolo e quindi suoli particolarmente ricchi in sostanza
organica saranno presumibilmente ricchi in biodiversita microbica. Un colore chiaro invece denun-
cia poca presenza in sostanza organica e quindi poca presenza di microrganismi, oppure una bassa
biodiversita per la presenza di popolazioni specializzate ed adattate a vivere in un ambiente con una
differenziazione trofica ridotta. Suoli rossi saranno caratterizzati dalla presenza di sesquiossidi di
ferro e quindi vedranno anch’essi una specializzazione della popolazione microbica, perché non tutti
i microrganismi si adattano bene a concentrazioni di ferro elevate, anzi in alcuni casi possono essere
addirittura lesive.

3. Coltura. La coltura ¢ un elemento chiave nella comprensione della dinamica della bio-
diversita del suolo. Sono note le strette relazioni che sussistono a livello rizosferico tra pianta e mi-
crorganismi del suolo. Pil ¢ complesso I'ecosistema vegetale del soprassuolo ¢ pili complessa sara la
biodiversita del suolo. I prati polifitici sono quelli che mostrano la maggiore complessita e ricchezza
nelle popolazioni microbiche del suolo. Monocolture tendono a semplificare la biodiversita del suolo
attraverso una eccessiva specializzazione della popolazione microbica. Sara pertanto fondamentale
capire quale tipo di gestione agronomica interessa il suolo per individuare le eventuali catene trofiche
che si innescano a livello del suolo, la presenza di leguminose e quindi simbiosi, quali specie sono
micorriziche o no e csoi via.

4. Lavorazioni. E importante conoscere il tipo di lavorazione che si effettua perché stretta-
mente correlata alla struttura del terreno ed al suo contenuto in sostanza organica. Lavorazioni trop-
po profonde portano ad una diluizione della sostanza organica, al una aereazione forzata e quindi
in determinati periodi dell’anno anche alla mineralizzazione della sostanza organica stessa. Terreni
asfittici, non lavorati possono compromettere comungque la vita microbica orientando la colonizza-
zione verso un prevalere di popolazioni anaerobiche sulle aerobiche.

5. Ambiente. Le zone climatiche sono esse stesse guida verso una individuazione di determi-
nati gruppi fisiologici piuttosto che altri. Non vi sono a tutt’oggi studi sistematici relativi al medesimo
gruppo fisiologico ed alla sua caratterizzazione genetica e molecolare nei confronti di un possibile
adattamente a zone climatiche diverse. Si conoscono microrganismi adattati a vivere a temperature
bassissime ad esempio sotto il demafrost oppure altri adattati a vivere nelle pozze di acqua termale,
ma ancora oggi non vi sono studi sistematici che li pongano a confronto.

6. Fertilizzazioni. La sostanza organica di per sé ¢ fonte di nutrimento per i microrganismi
e quanto pil ¢ stabile, tanto pill contribuisce al mantenimento di una ricca e abbondante comunita
microbica del suolo. Anche I'apporto di nutrienti in forma minerale contribuisce alla nutrizione mi-
crobica. E’ noto pero che i concimi minerali provocano quello che comunemente viene definito come
“priming effect” cioé un innalzamento del numero della popolazione microbica, per lo pilt molto
specializzata, che divora la componente minerale per poi andare a mineralizzare la sostanza orga-
nica endogena, pertanto nel lungo periodo le concimazioni organiche portano ad un innalzamento
della biodiversita del suolo, mentre le concimazioni minerali ad un impoverimento.

7. Produttivita delle colture. Alta produttivita é sinonimo di un buon stato di fertilita del
suolo e quindi di una buona biodiversita. Ovviamente questo marcatore deve essere correlato al tipo
di coltura per essere esaustivo.
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8. Tecnica colturale. La monocoltura € pratica non conservativa, quanto pit sara vario ed
articolato il disegno produttivo, tanto piu sara ricca ed abbondante la biodiversita del suolo. Rota-
zioni, successioni, alternaza tra colture pitt e meno esigenti, fertilizzazione verde ed altre tecniche
conservative costituiranno un elemento fondamentale nella conservazione della biodiversita della
popolazione microbica del suolo.

9. Presenza di funghi macroscopici. Una ricca presenza di funghi macroscopici ¢ sicuramen-
te correlata ad una buona qualita ambientale. Avere una presenza importante di funghi macroscopici
significa avere una presenza importante di ife fungine e di funghi microscopici. Significa avere una
buona fertilita del suolo e ricchezza in biodiversita del suolo. Recentemente sono apparsi in letteratura
articoli scientifici che correlano questo tipo di osservazione alla biodiversita del suolo. A livello nazio-
nale questo sarebbe il primo esperimento in tale senso e costituirebbe un importante acquisizione.

10. Presenza di piante spontanee ed infestanti. Anche in questo caso la ricchezza del sopras-
suolo corrisponde ad una ricchezza del sottosuolo. E’ importante vedere il sistema con un approccio
ecosistemico. I prati costituiscono il riferimento principale a livello microbiologico della complessita
della comunita microbica potenziale di un determinato suolo in un determinato ambiente.

11. Presenza di lombrichi ed altri vermi. Terreni fertili sono popolati da un gran numero
di lombrichi che oltre a svolgere un importante ruolo nel mantenimento della fertilita del suolo
possono fornire una osservazione derivata sullo stato di salute del suolo stesso, sono degli ottimi e
riconosciuti indicatori biologici. La dove ci sono molti lombrichi ci sara anche una ricca popolazione
e biodiversita microbica. Anche in questo caso a livello internazionale sono riportati degli studi in tal
senso. A livello nazionale esiste un solo esempio di correlazione tra popolazioni di lombrichi e vermi
e fertilita biologica del suolo condotto in uno studio pilota sul suolo della provincia di Pavia coor-
dinato dal JRC dell’'U.E. in cui il CRA-RPS ha curato gli aspetti relativi alla biodiversita microbica.
Raccogliere informazioni in tal senso sarebbe un esempio di grande valore nazionale.

12. Presenza di insetti o mesofauna in genere. Molte catene trofiche passano attraverso
l'osservazione degli insetti e della mesofauna. I carabidi del suolo sono ad esempio degli ottimi
bioindicatori. Esistono studi nei quali vengono correlate dimensioni e specie di carabidi alla qualita
ambientale. Anche in questo caso sarebbe interessantissimo correlare tra loro indicatori macro-
scopici quali i carabidi o insetti, facilmente catturabili, con la biodiversita microbica del suolo, non
catturabile e non osservabile. Sempre nell’esperimento condotto nella provincia di Pavia questo
approccio si € rivelato molto promettente ed a livello di comunita europea i carabidi sono stati
proposti come indicatori di biodiversita del suolo. In Italia non si hanno correlazioni in tal senso.
Osservazioni raccolte in questo modo costituirebbero la base per osservazioni a livello di territorio
italiano di grande valore.
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Marcatori pratici: analisi della composizione granulometrica (foto di B. Pennelli)
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Campionamento del suolo osservazione della sequenza dei diversi carotaggi
lungo il profilo di suolo (foto di B. Pennelli)
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Compilazione della scheda di campagna (foto di B. Pennelli)

B. Marcatori obiettivi

Sono marcatori obiettivi tutti quei parametri che consentono di evidenziare uno stato o ca-
ratteristiche che leghino un prodotto od un ambiente a dei processi metabolici microbici essenziali
perché si determino risultati univoci e caratteristici (ad esempio: qualita del prodotto alimentare,
fertilita del suolo).

a. Microbiologia alimentare

1. Stato sanitario del prodotto. Alimenti che presentino evidenti alterazioni di tipo patolo-
gico (es. malattie dei vini, ammuffimento o infradiciamento di frutta e verdura, gonfiatura e ammuf-
fimenti eccessivi di formaggi, degradazioni putrefattive dei salumi etc.) difficilmente offriranno un
quadro fedele della situazione del microbiota nel prodotto sano. Puo essere comunque interessante
campionare la biodiversita dei microrganismi responsabili del danneggiamento per poter definire
poi strategie e materiali per contenerli. Nel caso si vogliano isolare microrganismi dannosi € impor-
tante distinguere fra gli agenti eziologici del danneggiamento e i microrganismi che hanno instaura-
to la loro cresciuta sul prodotto danneggiato. In questi casi conviene seguire la procedura del postu-
lato di Koch per cui I’agente eziologico deve essere isolato, classificato e re inoculato in un prodotto/
alimento sano per verificare che poi che vengano riprodotte le condizioni di danneggiamento.

2. Caratteristiche organolettiche. Una delle ragioni principali della microbiologia enologi-
ca ¢ I'isolamento di microrganismi che producano alimenti organoletticamente validi. Per questo ¢



importante non prescindere da una valutazione di sapore, aroma e quant’altro possa indicare che in
effetti la trasformazione o la conservazione ha avuto buon esito.

3. Conservabilita. La conservabilita di un prodotto & molto spesso la ragione prima per cui
¢ stata sviluppata una tecnologia di trasformazione alimentare. In questo senso il vino ¢ la trasfor-
mazione conservabile del mosto d’uva, lo yogurt del latte etc. al di la di queste ragioni storiche, i vari
prodotti possono mostrare conservabilita molto differenti a seconda dei microrganismi presenti o
utilizzati nella trasformazione. E un osservazione molto diffusa che i pani di tipo industriale abbiano
in genere minor resistenza all’ammuffimento di quelli ottenuti con paste acide e quindi con I'azione
congiunta di batteri e lieviti.

4. Dimensione del prodotto. Per le ragioni sopra esposte sul posizionamento del microbiota
nel prodotto, va tenuta in considerazione anche la forma e soprattutto la dimensione degli alimenti.
Formaggi apparentemente simili, ma preparati in forme dio peso molto diverso possono contene-
re popolazioni diverse di microrganismi. D’altra parte ¢ ovvio che alimenti grandi permetteranno
meno scambi gassosi e di temperatura fra la parte interna e I'ambiente esterno, producendo in tal
modo condizioni di selettivita.

b. Microbiologia ambientale

1. Fertilita del suolo: stato generale della fertilita del suolo caratteristica per quel determinato
sito di produzione o osservazione. Tale marcatore & determinabile con appropriati indicatori di carat-
tere chimico, fisico e biologico riconducibili a precise grandezze. Conservare la biodiversita a livello
del suolo € una pratica che non puo prescindere dalle buone pratiche agronomiche e di coltivazione.
E’ chiaro che nel caso dei microrganismi del suolo I'approccio di monitoraggio e valutazione deve
necessariamente essere diverso rispetto agli organismi superiori vegetali ed animali. I microrganismi
sono gli artefici principali del ciclo degli elementi nutritivi e della fertilita del suolo pertanto alivello di
campo possono essere individuati dei marcatori obiettivi che vanno a correlarsi alle funzioni del suolo
ed alla sua fertilita. Sono note pratiche agricole conservative o distruttive nei confronti della fertilita
del suolo e della sua biodiversita ed ¢ a questa che ci si deve riferire per una prima analisi di campo
alla quale successivamente, se di interesse, dovranno essere affiancate misure di biodiversita. Possono
essere considerati marcatori obiettivi a livello del suolo tutte quelle condizioni ambientali particola-
ri che causano una specializzazione della popolazione microbica del suolo dovute a cause naturali
endogene. Suoli salini (infiltrazione d’acqua di mare, irrigazione con acque anomale, sodicizzazione
genetica, ecc), suoli con un elemento della fertilita predominante in concentrazioni tali da essere se-
lettivo per la popolazione microbica del suolo (suoli ricchi in sesquiossidi di ferro ed alluminio, suolo
limitrofi a escavazioni minerarie, serpentiniti, ecc.), vertisuoli (suoli geneticamente definiti con ca-
ratteristiche peculiari che comportano nel periodo siccitoso crepacciamenti molto profondi e quindi
una migrazione della popolazione microbica anche ad elevate profondita in controtendenza a quanto
comunemente ritenuto), ecc. Moltissimi marcatori obiettivi a livello del suolo potranno essere indivi-
duati dagli operatori. Tali marcatori potranno essere facilmente identificati nell’analisi della scheda di
campagna. Infatti nelle note sara cura di colui che andra ad effettuare i campionamenti di annotare
qualsiasi elemento possa essere ritenuto interessante. Ad esempio: zona termale, zona a pascolo, zona
interessata da traffico veicolare, zona interessata da fruizione turistica, zona inserita in una riserva na-
turale, zona inclusa in area industriale, zona precedentemente interessata da bonifica, zona limitrofa
a discarica, zona percorsa dal fuoco, tutti i distretti ecologici territoriali legati a prodotti tipici, ecc).
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TABELLA 1 - Matrice di riferimento per la valutazione della biodiversita del suolo mediante 'uso di
Indicatori Macroscopici

TIPO DI INDICATORE INDICATORE MACROSCOPICO BIODIVERSITA
TESSITURA Sabbia Limo Argilla Franco
X X +
X +/-
X +
COLORE Bruno Marrone Bianco
X +
X +
X -
COLTURA Leguminosa Graminacea Prato
X +
X -
X +
LAVORAZIONI Non lav Minima Profonda
X +
X +
X -
AMBIENTE Umido Temperato Arido
X +
X +
X -
FERTILIZZAZIONI Organica Minerale Mista
X +
X -
X +
EFI;(EI?I;J (1:-(r)IIY'I'Il-IJ-§E Alta Media Bassa
X +
X +
X -
TECNICA COLTURALE Monocoltura Successione
X -
X +
;iii%’;iﬁg: (':IU NGHI Alta Media Bassa
X
X +
X -
X
X +
X -
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PRESENZA DI LOMBRICHI

E ALTRI VERMI Alta Media Bassa
X +
X +
X R

PRESENZA DI INSETTI Alta Media Bacea
X +

X

X +

TABELLA 2 - Matrice Analitica che andra compilata a cura dell’agricoltore custode (Indicatori

Macroscopici)

TIPO DI INDICATORE INDICATORE MACROSCOPICO BIODIVERSITA
TESSITURA Sabbia Limo Argilla Franco

COLORE Bruno Marrone Bianco

COLTURA Leguminosa Graminacea Prato

LAVORAZIONI Non lav Minima Profonda

AMBIENTE Umido Temperato Arido

FERTILIZZAZIONI Organica Minerale Mista

[P)E(EE; Z;:_\:_IJ':E Alta Media Bassa

TECNICA COLTURALE

Monocoltura

Successione

PRESENZA DI FUNGHI

MACROSCOPICI Alta Media Bassa
PRESENZA DI PIANTE _
SPONTANEE ED INFESTANTI ) LelE) ek
PRESENZA DI LOMBRICHI .
E ALTRI VERMI Alta Media Bassa
PRESENZA DI INSETTI Alta Media Bassa
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TABELLA 3 - Esempio di costruzione di una matrice e risultato analitico (Indicatori Macroscopici)

TIPO DI INDICATORE INDICATORE MACROSCOPICO BIODIVERSITA
TESSITURA Sabbia Limo Argilla Franco
+ -
COLORE Bruno Marrone Bianco
+ -
COLTURA Leguminosa Graminacea Prato
+ -
LAVORAZIONI Non lav Minima Profonda
+ -
AMBIENTE Umido Temperato Arido
+ -
FERTILIZZAZIONI Organica Minerale Mista
+ -
:Eff; g;ll_\:_IJAR‘,E Alta Media Bassa
+ -

TECNICA COLTURALE

Monocoltura

Successione

+

PRESENZA DI FUNGHI )
MACROSCOPICI Alta Media Bassa

+ -
PRESENZA DI PIANTE :
SPONTANEE ED INFESTANTI A el 22T

+ -
PRESENZA DI LOMBRICHI )
E ALTRI VERMI Alta Media Bassa

+ -
PRESENZA DI INSETTI Alta Media Bassa

VALUTAZIONE

RISCHIO EROSIONE

TABELLA 4 - Esempio di costruzione di una matrice e risultato analitico (Indicatori Macroscopici)

TIPO DI INDICATORE INDICATORE MACROSCOPICO BIODIVERSITA
TESSITURA Sabbia Limo Argilla Franco
+ +
COLORE Bruno Marrone Bianco
+ +
COLTURA Leguminosa Graminacea Prato
+ +
LAVORAZIONI Non lav Minima Profonda
+ -
AMBIENTE Umido Temperato Arido
+ +
ey Cy



FERTILIZZAZIONI Organica Minerale Mista
+ +
PRODUTTIVITA .
DELLE COLTURE Alta Media Bassa
+ +
TECNICA COLTURALE Monocoltura Successione
+ +
PRESENZA DI FUNGHI .
MACROSCOPICI Alta Media Bassa
+ +
PRESENZA DI PIANTE .
SPONTANEE ED INFESTANTI Alta Media Bassa
+ +
PRESENZA DI LOMBRICHI .
E ALTRI VERMI Alta Media Bassa
+ +
PRESENZA DI INSETTI Alta Media Bassa
+ +

VALUTAZIONE

STABILE DA MONITORARE

TABELLA 5 - Esempio di costruzione di una matrice e risultato analitico (Indicatori Macroscopici)

TIPO DI INDICATORE INDICATORE MACROSCOPICO BIODIVERSITA
TESSITURA Sabbia Limo Argilla Franco
+ +
COLORE Bruno Marrone Bianco
+ +
COLTURA Leguminosa Graminacea Prato
+ +
LAVORAZIONI Non lav Minima Profonda
+ +
AMBIENTE Umido Temperato Arido
+ +
FERTILIZZAZIONI Organica Minerale Mista
+ +
:Eff; gy:l.l_lJAR‘,E Alta Media Bassa
+ +
TECNICA COLTURALE Monocoltura Successione
+ +
:ﬂiiSR%iiﬁ)E: ;UNG HI Alta Media Bassa
+ +
gzgﬁ'ixﬁ\: :szlfr:g:smml Alta Media Bassa
+ +
-
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PRESENZA DI LOMBRICHI

E ALTRI VERMI Alta Media Bassa

+ +
PRESENZA DI INSETTI Alta Media Bassa

+ +
VALUTAZIONE OTTIMA

Intervista all’agricoltore per la compilazione della scheda di campagna analitica e della matrice
(foto di B. Pennelli)

2.2 Suddivisione dei microrganismi in macro-gruppi omogenei

La suddivisione in macrogruppi ¢ essenziale in quanto ad essa ¢ legata 'applicazione dei
vari criteri di identificazione e caratterizzazione e la scelta dei descrittori di diversita e variabilita,
descritti nei paragrafi 2.3 e 2.4. La suddivisone dovra essere effettuata in modo da permettere un
rapido orientamento anche a personale scientifico non particolarmente addestrato in tassonomia e
filogenesi.

Per le finalita di questo manuale i microrganismi di particolare interesse agrario, ambientale
ed alimentare afferiscono principalmente a:

1. Regno Fungi (lieviti e funghi filamentosi)
2. Super-regno Batteri.

Dal momento che la maggior parte della biodiversita microbica non ¢ stata ancora rilevata, si
fornisce qui un elenco, necessariamente non esaustivo, degli ambiti agrari, alimentari e ambientali
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piu rilevanti per la salvaguardia e la valorizzazione della biodiversita, con le specie attualmente note
di maggior interesse.

a

. Microbiologia alimentare

VINO, MOSTI e BEVANDE FERMENTATE

BATTERI: Oenococcus oeni, Lactobacillus sp.

LIEVITL S. cerevisiae, S. pastorianus, Schizosaccharomyces pombe, Hanseniaspora uva
rum, genere Hanseniaspora genere Kloeckera, Candida stellata

PANE E PRODOTTI DA FORNO
BATTERI
LIEVITI: Saccharomyces cerevisiae

FORMAGGI E PRODOTTI CASEARI

BATTERI

LIEVITI: Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis
FUNGHI FILAMENTOS: Peniciliium roquefortii

FRUTTA, VERDURA E PRODOTTI VEGETALI

BATTERI

LIEVITI: Metschnikowia pulcherrima, M. fructicola, P. guilliermondii, genere
Hanseniaspora,

SALUMI E PRODOTTI CARNEI
BATTERI
LIEVITI

PRODUZIONI MINORI
BATTERI
LIEVITI: D. hansenii, K.lactis

b. Microbiologia ambientale

Nel caso del suolo abbiamo una prelavenza di microrganismi non coltivabili (VNC), piuttosto
che coltivabili (solo I'1% di tutti i microrganismi che svolgono le funzioni del suolo sono coltivabili),
quindi riconoscibili ed ascrivibili a questo o quel taxon.

Nel suolo vivono batteri, funghi (con prevalenza di basidiomiceti), alghe, attinomiceti.
E possibile discriminare gli uni dagli altri solo a livello molecolare mediante sequenze tipiche.
Comunemente vengono catalogati in base alle funzioni metaboliche che svolgono quali ad esempio:
nitrificanti, ammonizanti, solfo-riduttori, ammoniossidanti, ecc. e vengono quantificati in base a
marcatori chimici e metabolici del processo da loro mediato (produzione di nitrato, di ammonio,
ecc.) si tratta di gruppi misti ed ancora oggi non quantificabili completamente. Gli ambiti di ricerca
possono essere suddivisi in duei: suolo rizosferico e non rizosferico, definito scientificamente bulck.
Infatti alcuni microrganismi sono simbionti obbligati come ad esempio i Rizobi e quindi possono
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ritrovarsi unicamente sulla rizosfera, mentre la stragrande maggioranza vive libera nel suolo. Infine
non si ritiene opportuno catalogare microrganismi esogeni, che possono arrivare al suolo con I’ap-
potrto di sostanza organica perché una volta raggiunto il suolo la popolazione endogena tendera a
neutralizzare 'esogena e, dopo un breve periodo, di adattamento restera unicamente 'endogena.

Per quanto riguarda il suolo ¢ stata effettuata in passato una classificazione dei microrganismi
per “gruppi fisiologici” aggregando insieme organismi coltivabili che fossero coinvolti nei diversi
cicli dei principali elementi nutritivi quali azoto, carbonio, zolfo e fosforo, individuando le differenti
funzioni svolte: ammonizzazione, mineralizzazione, nitrificazione, ecc. Di seguito si riportano uni-
camente a titolo d’esempio suddivisi tra suolo e rizosfera alcuni gruppi fisiologici.

Non si ritiene qui elencare pedissequamente tutti i diversi gruppi fisiologici perché non indi-
spensabile nell’economia generale della stesura delle linee guida in quanto rappresentativi del solo
1% dell’intera popolazione microbica del suolo.

1. SUOLO
Ciclo dell’azoto

Microrganismi azoto fissatori liberi (non simbionti): Aerobacter, Achromobacter, Arthro-
bacter, Azotobacter chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii, Bacillus spp, Bejerinkia indica, B.
lacticogenes, B. mobilis, B. fluminensis, Clostridium butyricum, Cl. butylicum;Dexia spp., Klebsiel-
la, Pseudomonas.

Azotofissatori simbionti: Anabaena, Aulosira, Nostoc, Phytomyxa japonica Rhizobium Le-
guminosarum, R. meliloti.

Microrgansimi nitrificanti

o Nitrosanti: Nitrosomanas oeuropea, N. oligocarbogenes, N. monocella, Nitrosococcus,
Nitrosospira;

« Nitratanti: Nitrobacter winogradskyi, N. agile, Nitrocystis, Bactoderma e Microderma.

Microrganismi denitrificanti: Pseudonomas, Achromobacter, Micrococcus, Bacillus e Thio-
bacillus denitrificans.

Ciclo del carbonio

Degradazione del’amido Bacillus macerans, B.cereus, B. subtillis, Clostridium butyricum,
C. perfringens; funghi e lieviti

Degradazione delle emicellulose: Penicillium, Aspergillius, Sterptomyces, Clostridium,
Achromobacter;

Degradazione delle pectine: Bacillus subtilis, Plectridium pectinovorum, Clostridium
aurantium.

Degradazione della cellulosa: Vibrio, Cellvibrio e Cellfalcicula, Cellulomonas;
Degradazione della chitina: Streptomyces sp, Bacillus cereus, Cytophaga sp. e Arthrobacter;

Degradazione della lignina: Aspergillus, Chaetomiella, Alternariam Ormodendrum.

Ciclo del zolfo

Mineralizzazione dello zolfo: Pseudomonas, Proteus, Clostridium.

Ossidazione a riduzione dello zolfo minerale: Thiobacillus thioparus, T. denitrificano, T.
thioxidans.
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Metabolismo del fosforo

Bacillus megatherium var. phosphaticum e Serratia carollera var. phosphatica, Azotobacter
Nitrosomonas, Funghi (prevalenza di Basidiomycota).

2. RIZOSFERA

I Rizobi sono stati riportati nella sezione dedicata al ciclo dell’azoto. Per quanto attiene i funghi
micorrizici sono costituiti dalle ife fungine con prevalenza di glomas.

2.3 Definizione dei marcatori fenotipici applicabili nei rilevamenti di
biodiversita microbica

Sitratta dei primi marcatori impiegati nello studio della tassonomia microbica, possono essere
classificati come segue:

A. MARCATORI MORFOLOGICI
a. Macromorfologici (a livello visibile, es. colonie, patine etc)

b. Micromorfologici (attengono alla dimensione e forma delle cellule e degli aggregati
di cellule osservati al microscopio).

B. MARCATORI FISIOLOGICI
a. Assimilazioni e fermentazioni di fonti di C e N
b. Resistenze a fattori fisici, chimici e biologici.

Questi marcatori sono stati largamente, ma non completamente, soppiantati da alcuni marca-
tori molecolari, ma giuocano un ruolo essenziale nella determinazione della variabilita entro specie.
E’ importante raccogliere i marcatori importanti per i vari gruppi, anche in relazione ai loro costi (in
termini economici e di tempo) rispetto ai benefici attesi.

A. MARCATORI MORFOLOGICI
a.  Macromorfologici
1.  Dimensioni della colonia dopo un tempo predefinito di crescita su terreno standard
per il gruppo oggetto di studio

2. Forma della colonia. Forma in pianta della colonia:circolare, ovoidale, triangolare,
irregolare

Elevazione della colonia. Colonia piatta, elevata, a cappello di messicano, bombata
Margini della colonia. Lisci, lobati, filamentosi, irregolari

Consistenza della colonia. Pastosa, secca, filamentosa, granulosa, mucoide

QAN S

Colore della colonia. Determinazione qualitativa o semiqualitativa (es. su scala da
1 a 5 con 1= chiara, 5= nero scuro)

7. Uniformita della colonia. Soprattutto nel caso delle colonie di muffe si hanno
colorazioni concentriche diverse.

b.  Micromorfologici

1.  Dimensioni della cellula. Misurate come un singolo asse in caso di cellule
sfericheggianti o come asse maggiore e asse minore per le altre forme
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10.

Forma della cellula. Sferica, ellittica, ovoidale, allungata, bastoncellare, curvata.
Forma di riproduzione vegetativa. Fissione trasversa, gemmazione

Aggregazioni cellulari (Batteri, cocchi). Diplococchi, tetradi (quattro cocchi a for-
mare una specie di quadrato), sarcine (otto cocchi ai vertici di un cubo), stafilococchi
(cocchi a formare una specie di grappolo), streptococchi (catenelle di cocchi)

Presenza di pseudo micelio. Le cellule di lievito o di lievito simili posso non
distaccarsi dopo la gemmazione e formare catenelle pit 0 meno ramificate.
Le congiunzioni fra cellule (collo) sono strozzate, a differenza che nel micelio

Presenza di micelio. Il micelio € una serie di cellule tubuli formi pit o meno
ramificate. Le eventuali separazioni fra cellule sono dei setti trasversi a differenza
delle strozzature dello pseudo micelio

Grado di ramificazione del micelio e dello pseudo micelio. Miceli e pseudo miceli
possono avere gradi diversi di ramificazione

Presenza di endospore. Solo nei batteri. Lendospora e una struttura di
mantenimento fortemente disidratata. Si posiziona in posizione centrale (genere
Bacillus) o apicale (genere Clostridium) nella cellula che lo contiene e produce
tipiche rigonfiature

Presenza di spore sessuali. Le spore (in senso proprio) fungine sono il risultato
della meiosi e sono aploidi. Possono essere distribuiti esternamente ad una
struttura chiamata basidio (Basidiomiceti) o entro un sacchetto (Ascomiceti)

Numero delle spore per asco/basidio. 11 numero delle spore e la disposizione sono
spesso caratteristiche di specie. Ad esempio nel genere Schizosaccharomyces octo-
sporus si hanno otto spore, mentre in D. hansenii se ne ha solamente una. Da due a
quattro nel genere Saccharomyces e cosi via.

MARCATORI FISIOLOGICI

Assimilazioni e fermentazioni di fontidi Ce N

Le assimilazioni verificano la capacita di crescere in certe sorgenti di C o di N
con metabolismo respiratorio. (In giallo in Tab. 6)

Le fermentazioni verificano la capacita di assimilare sorgenti di C con metabolismo
fermentativo non necessariamente anaerobio. (In azzurro in Tab. 6)

I pannelli di sorgenti di C e N utilizzate sono parzialmente variabili a seconda dei
gruppi microbici. Nella tabella viene riportato un tipico pannello di prove assimilo-
fermentative.

Resistenze a fattori fisici, chimici e biologici

Non esiste una categorizzazione predefinita per questa categoria di marcatori.
Nella tabella 6 (in verde), vengono elencati la resistenza a forte osmosi (50% glucosio)
al cloruro di sodio, al cicloeximide e a varie temperature.*

*

Va sottolineato che questi marcatori sono richiesti nella descrizione ufficiale di specie (da riportare in inglese e in
latino) e hanno un grande valore per capire la funzionalita cellulare. Per 'impegno di tempo e per la variabilita in-
trinseca, tali fattori hanno un peso inferiore a quelli molecolari sia nell’identificazione della specie che nella differen-
ziazione a livello di ceppo. Restano validissimi i marcatori fisiologici per ricercare le caratteristiche che stabiliscono
I’impiego dei microrganismi nell’industria e nell’'ambiente.

T
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TABELLA 6 - Esempio di test fisiologici per ceppi di lievito

st1 st2 st3 st1 st2 st3

D-GLUCOSE 2 3 3 GLUC & LACTONE 0 3 3
D-GALCTOSE 3 0 0 K-GLUCONATE 0 0 0
L-SORBOSE 2 1 1 GLUCOSAMIONE 0 0 0
MALTOSE 0 0 0 DL-LACTIC ACID 1 3 3
SUCROSE 0 0 0 SUCCINIC ACID 3 3 3
CELLOBIOSE 0 3 3 CITRIC ACID 0 0 0
TREHALOSE 0 0 0 I-INOSITOL 0 0 0
LACTOSE 0 0 0 GLUCURONIC ACID 0 0 0
MELIBIOSE 0 0 0 Fermentation 0 1 0
RAFFINOSE 0 0 0 Starch 0 0 0
MELIZITOSE 0 0 0 growth at 4 0 0 0
INULIN 0 0 0 growth at 37 3 0 0
SOLUBLE STARCH 0 0 0 growth at 42 0 0 0
D-XYLOSE 3 3 3 osmotic medium 0 0 0
L-ARABINOSE 0 0 0 5% NaCl 3 2 2
D-ARABINOSE 0 0 0 10% NaCl 0 0 0
D-RIBOSE 0 0 0 12.5% NaCl 0 0 0
L-RHAMNOSE 0 0 0 lipase 0 0 0
ETHANOL 3 3 3 urease 0 0 0
GLYCEROL 3 3 3 nitrate 0 0 0
I-ERYTHRITOL 0 0 0 nitrite 0 0 0
ADONITOL 0 0 0 ethylamine 2 2 3
DULCITOL 0 0 0 casein 0 0 0
D-MANNITOL 3 0 0 methanol 0 0 0
D-SORBITOL 3 2 2 without amino acids 3 3 3
AMG 0 0 0 0.1 PPM cyclohexamide 3 0 0
SALICIN 0 3 3 1 PPM cyclohexamide 3 0 0

10 PPM cyclohexamide 3 0 0

P,

C. MARCATORI COMPLESSI MORFO-FISIOLOGICI DEL SUOLO

a.

Marcatori macro e micro morfologici del suolo: riguardano unicamente i micror-
ganismi coltivabili. Dall’osservazione del colore e della morfologia della colonia sara
facile distinguere ad occhio nudo quali microrganismi popolano quel determinato
suolo. Le tecniche di laboratorio sono riportate nel manuale “metodi di analisi mi-
crobiologica del suolo” di riferimento nazionale Supplemento ordinario G.U. n. 179
dell’1.08.2002. Poiché pero tali metodologie analitiche comportano comunque un
notevole dispendio di energia, tempo e denaro si ritiene che questi marcatori possa-
no essere sostituiti con i marcatori funzionali sicuramente piu efficaci nella defini-
zione della fertilita biologica del suolo come suggerito nel paragrafo precedente.
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b.  Marcatori fisiologici a livello del suolo: sono comunemente definiti come marcato-
ri di diversita funzionale del suolo e sono associati ai principali processi metabolici
del suolo (respirazione, nitrificazione, mineralizzazione, ecc.). I metodi di analisi per
identificare i diversi marcatori fisiologici (CO,, N-NO,, N-NH,, O,, ecc.) sono riport-
ti nel manuale “metodi di analisi biochimica del suolo”, anche in questo caso si tratta
di metodi di analisi ufficiali Supplemento Ordinario alla G.U. N. 61 del 13.03.2004.
Per determinati gruppi fisiologici per le sole comunita coltivabili sul manuale “meto-
di di analisi microbiologica del suolo” di riferimento nazionale Supplemento ordina-
rio G.U. n. 179 dell’1.08.2002 dei quali nel paragrafo ad essi dedicato viene proposta
una scelta ragionata.

2.4 Definizione dei marcatori molecolari

I marcatori molecolari hanno un’importanza determinante nello studio della biodiversita mi-
crobiologica. Possono essere distinti in quelli impiegati a livello di identificazione (determinazione
di specie) o di caratterizzazione (descrizione dei ceppi entro specie). Anche in questo caso ¢ essenzia-
le definire i marcatori in base ai gruppi microbici e sceglierli (o ordinarli) in base alla loro efficacia.

I marcatori molecolari hanno un’importanza determinante nello studio della biodiversita mi-
crobiologica. Possono essere distinti in quelli impiegati a livello di identificazione (determinazione
di specie), di caratterizzazione (descrizione dei ceppi entro specie) o in meta genomici (analisi di
popolazioni di genomi).

Anche in questo caso ¢ essenziale definire i marcatori in base ai gruppi microbici e sceglierli
(o ordinarli) in base alla loro efficacia.

FIGURA5 - Classificazione dei marcatori molecolari in base alla loro funzione

Sequenza rDNA

Riassociazione DNA:DNA

Identificazione Contenuto G+C %

RFLP

Descrittori
Molecolari RAPD

Caratterizzazione iSSR

SSR/VNTR

AFLP

PFGE

Metagenomici DGGE
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A. Marcatori per identificazione

1.

Sequenza DNA ribosomale (rDNA)

Sitratta della tecnica piti impiegata attualmente. Va differenziata fra eucarioti e pro-
carioti. Nei microbi eucarioti (funghi filamentosi, lieviti etc) si impiega di solito la
sequenza del dominio D1/D2 del gene 26S del DNA codificante per il RNA riboso-
male, abbreviato come rDNA. I primer amplificano una regione di ca. 570 bp. La bi-
bliografia corrente concorda nel ritenere che i ceppi della stessa specie abbiano un’i-
dentita di sequenza non inferiore al 99%. Nei batteri si usa il gene corrispondente, il
rDNA 16S, amplificandone un tratto superiore all e 1000 paia di basi (bp). In questo
caso la con specificita e riconosciuta a ceppi con identita non inferiore al 97,5%.

Riassociazione DNA:DNA

Si tratta di una delle prime tecniche molecolari e si basa sul calcolo dell'omologia
fra sequenze di DNA appartenenti a due ceppi diversi. Lanalisi puo essere effettuata
con riassociazioni su membrana (metodi radioattivi o chemio-luminescenti) oppure
in tampone con controllo spettrofotometrico. La soglia di con specificita varia fra il
70% e 1’80% a seconda dei gruppi microbici.

Contenuto Guanina e Citosina (G+C%)

E’ un test escludente in quanto ceppi con differenze di G+C% maggiori del 2% sono
considerati appartenere a specie diverse. La determinazione del G+C% puo essere

effettuata mediante curva di rinaturazione spettrofotometrica o mediante analisi
della composizione del DNA con HPLC.

B. Marcatori per caratterizzazione

1.

RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism)

Si tratta di una tecnica volta a costruire mappe di restrizione, ossia a determinare
la posizione di specifici enzimi di restrizione in geni o comunque in regioni note di
DNA. Variazioni delle posizioni di tali siti indicano differenze molecolari sulla cui
base si possono calcolare le distanze genetiche fra ceppi.

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Per molto tempo ¢ stata una delle tecniche di caratterizzazione pill popolari. Si ef-
fettua amplificando il DNA genomico con un solo primer molto corto a tempera-
tura relativamente bassa. Questi primer innescano reazioni di amplificazione dei
frammenti di DNA che si trovino fra due primer relativamente vicini e orientati in
maniera opposta sul DNA che funge da obiettivo (target). La tecnica non & sempre
riproducibile, ma ¢ poco costosa e rapida. Le distanze genetiche vengono calcolate
sulla base delle differenze dei pattern di amplificazione detti anche “bandeggi”.
iSSR (inter SSR)

Si tratta di una tecnica molto simile al RAPD che pero impiega particolar primer a
sequenza microsatellitare (es. GACAGACAGACAGACA). E’ piu riproducibile del
RAPD,pur essendo ugualmente poco onerosa.

SSR/VNTR (Short Sequence Repeats / Variable Number Tandem Repeats)
La tecnica SSR, chiamata anche VNTR o analisi microsatellitare)

AFLP (Amplified Fragments Length Polymorphism)

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)
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C. Marcatori metagenomici

Sono fondamentali per arrivare a definire le specie, presenti, ma anche per darne caratterizza-
zione. Anche in questo caso i metodi sono stati raccolti nel manuale “metodi di analisi molecolare a
livello del suolo”, attualmente in corso di pubblicazione. Alcuni di questi metodi sono riportati, nella
gerarchizzazione degli indicatori e si suggeriscono i metodi ritenuti pit significativi e piu utili nella
definizione e caratterizzazione della diversita microbica del suolo.

Nel caso della biomassa microbica del suolo le metodiche vanno adatti alla matrice suolo, ma
sono i medesimi proposti peri microrganismi alimentari.

1. DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

2.  Sequenziamento di DNA marker dopo clonaggio metagenomico
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3. Metodologie (protocolli standard)

IN QUESTO CAPITOLO

In questo capitolo saranno presentate le varie metodologie, microbiologiche e molecolari, per lo studio
della biodiversita microbica nei vari ambiti e a seconda del livello di precisone richiesto. Le metodologie
e le scelte comuni microbiologia ambientale ed alimentare saranno trattate insieme, mentre verranno
presentate separatamente le metodologie piu specifiche. Questa parte del manuale presuppone la normale
capacita tecnico-microbiologica, normalmente fornita dai vari corsi di laurea magistrali in materia bio-
logica, agraria e biotecnologica. Le metodologie ampiamente trattate in appositi manuali e nelle raccolte
dei metodi ufficiali non verranno presentate, ma se mai citate quando ritenuto necesario per una miglior
comprensione delle metodologie stesse.

Il capitolo é corredato da una tabella ipertestuale suddivisa per tipo, finalita e ambito applicativo delle
procedure, organizzata in modo tale da accedere direttamente al file con un articolo che tratti o la propo-
sta o l'utilizzo dela suddetta tecnica.

In microbiologia il riconoscimento della specie da studiare e valorizzare non ¢ automatico, per
cui la metodologia condivisa si occupera dei sistemi di identificazione specifica, prima dei metodi di
caratterizzazione sub specifica.

3.1 Individuazione di protocolli standard per il prelievo e l'isolamento

La coltura pura: forza e debolezze

La coltura pura ¢ un insieme di cellule derivanti dalla stessa cellula madre per esclusiva ri-
produzione vegetativa, senza quindi I’'intervento della ricombinazione. La coltura pura rappresenta
quindi un insieme di cellule pressoché identiche, ovvero identiche a meno delle mutazioni sponta-
nee. Essa rappresenta un sistema necessario di studio microbiologico in quanto al momento esistono
pochissime tecniche in grado di studiare la singola cellula ed ¢ quindi necessario di avere a disposi-
zione una biomassa omogenea sufficiente ad effettuare le varie analisi. Di fatto, 'unica tecnica che
potrebbe al momento non ricorrere alla coltura pura € la microscopia. Purtroppo la relativa poverta
morfologica dei microrganismi non permette di ottenere molte informazioni con il solo uso dei mi-
croscopi, ottici o elettronici che siano. La coltura pura rappresenta anche un limite particolarmente
gravoso sugli studi microbiologici, che puo essere brevemente delineato nei seguenti punti:

A. Non esistenza in natura

Di fatto in natura non esistono colture pure se non in casi particolari, legati soprattutto
alle situazioni di patogenesi in cui un unico agente eziologico colonizza un organismo e
produce lo status di patogenicita o parassitismo. In quasi tutti gli altri casi i microrgani-
smi vivono in comunita estremamente complesse. Studi recenti hanno dimostrato anche
che, in certi casi, non é possibile far crescere microbi di una specie in assenza dei microbi
di un’altra specie o dei loro prodotti esocellulari.



B. Eccesso nutrizionale

I terreni di coltura contengono quantita normalmente non limitanti di carbonio, azoto, e
fattori di crescita. Lassenza di situazioni limitanti & sicuramente assente in natura nella
maggior parte dei casi noti, con poche eccezioni quali I'accesso a frutti ricchi di nutrienti
da parte di patogenio di saprofiti. Queste eccezioni hanno comunque carattere tempora-
neo, perché ben presto insorge una competizione fra specie, dovuta all’assenza di colture
pure in natura come spiegato nel punto precedente.

C. Inadeguatezza nutrizionale

Lassunto basilare della Microbiologia Classica, ovvero quella delle origini, tuttora abba-
stanza seguito € che la fonte di carbonio universale sia rappresentata dal glucosio. Di fatto
questo zucchero ¢ abbastanza raro in forma libera in natura. Nel corso degli studi sono
stati isolati microrganismi in grado di crescere su terreni con pochissimo glucosio che
vengono inibiti da concentrazioni di circa un decimo di quelle normalmente impiegate.
In casi limite si & trovato che perfino tracce di questo esoso possono inibire la crescita mi-
crobica. Al di la del glucosio e della fonte di carbonio in genere, il problema fondamentale
nella formulazione di un terreno di coltura & che non sappiamo con precisione quali siano
le abitudini e le capacita nutrizionali dei microrganismi. A peggiorare questo problema c’e
il fatto che in microbiologia, a differenza che nelle altre branche della biologia, ¢ necessa-
rio far crescere i microbi per studiarli e per farli crescere si deve formulare e preparare un
terreno di coltura che, pero, di fatto non sappiamo sempre ben preparare perché ancora
non abbiamo studiato i microbi in oggetto. Questo status di circolo vizioso non ¢ facile da
rompere, anche se non mancano gli sforzi in tal senso.

D. Densita cellulare

Le crescite microbiche vengono avviate sempre con quantita rilevanti di cellule e raggiun-
gono densita (ovvero cellule per unita di volume) superiori a quelle trovate in natura anche
di parecchi ordini di grandezza. In passato si riteneva che tale questione fosse solo quan-
titativa e non producesse effetti qualitativi, come ad esempio la capacita o I'incapacita di
crescere. I recenti avanzamenti nel settore del quorum sensing stanno dimostrando che di
fatto l'attivita dei microbi ¢ modulata dal numero delle cellule circostanti.

Queste poche considerazioni generali mostrano quanto numerosi e seri siano i limiti imposti
dall’'uso della coltura pura che, al momento ¢ una specie di male necessario. Di fatto le dimensioni
dei microrganismi impediscono un'osservazione diretta ed impongono osservazioni in laboratorio
in condizioni non certo simili a quelle naturali. Questa limitazione intrinseca al momento impedisce
di seguire un qualsiasi approccio olistico in cui 'osservatore sia sostanzialmente indifferente ed ob-
bliga ad un accumulo di dati analitici ottenuti con forti interferenze dell’operatore. Per visualizzare
meglio il problema si immagini di voler studiare il moto di una biglia di vetro con la limitazione di
doverla prendere, esaminare e rimettere in moto ogni pochi istanti.
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3.1.1 Sistemi di prelievo

A. MICROBIOLOGIA ALIMENTARE

a. Matrici solide non asportabili

Si tratta normalmente di superfici (muri, tavoli, pavimenti) o attrezzature (pompe, filtri,
graticci, fiescoli, totrchi, botti, barriques etc) che per loro natura non possono essere frazionati ed
asportati. In questo caso si deve procedere in loco al prelievo superficiale. La tecnica universalmen-
te applicabile consiste nel predisporre tubi sterili contenenti un lungo stecchino sulla cui sommita
sia avvolto un batuffolo di cotone idrofilo. Si inserisce lo stecchino nel tubo contenente ca. 5 ml di
soluzione fisiologica in modo che il batuffolo stia a bagno. Si chiude con un tappo e si sterilizza in
autoclave per 15 min. a 121 °C. All’atto del prelievo si estrae lo stecchino, si passa la punta su una
superficie che, in caso di conta, deve essere misurata. Si reintroduce lo stecchino nella soluzione fi-
siologica. In laboratorio si procede all’isolamento dalla soluzione fisiologica. Esistono in commercio
tubi gia predisposto come sopra descritto. Esistono anche speciali piastre che permettono di spingere
il fondo con il terreno culturale solidificato sulla superficie in modo da “timbrare” la microflora sulla
superficie del terreno stesso.

b. Matrici solide asportabili

I1 prelievo di matrici solide si riferisce soprattutto ad alimenti quali formaggi, salumi, carni
fresche etc. Si tratta in genere di substrati che possono essere asportati dall’ambito della produzio-
ne e frazionati con tecniche relativamente semplici. Va ricordata I'importanza di procedere a cam-
pionamenti numerosi e differenziati per poter disporre di campioni significativi che permettano di
distinguere I'informazione dalla variabilita accidentale. Il problema principale delle matrici solide ¢
la scarsa omogeneita microbica e quindi la necessita di frazionare il prelievo. Un caso tipico ¢ il cam-
pionamento dei formaggi in cui ¢ opportuno distinguere la microflora della superficie, inclusa spesso
in una densa sugna oleosa, dalla microflora della crosta, del sottocrosta e della polpa. Uno studio
recente ha dimostrato come all’interno di un frutto quale 'ananas esistono differenze significative
fra la zona periferica, quella centrale e lo stilo.

Un altro problema del campionamento da matrici solidi ¢ il fatto che operazioni di taglio pos-
sono trascinare la microflora superficiale verso I'interno dell’'oggetto da campionare. Anche se il pro-
blema non ¢ di facile soluzione, una possibile tecnica (applicata alle forme di formaggio) puo essere
la seguente: si effettua un taglio orizzontale con il quale si preleva la crosta. Si risterilizza il coltello,
si effettua un taglio parallelo e si elimina un fettina sottile in quanto sulla sua superficie superiore
potevano essere stati trascinati i microbi della crosta laterale. Si risterilizza il coltello e si effettuano
due tagli verticali prelevando la parte centrale. Nel caso di prelievi ancor piu differenziati si continua
con la stessa sequenza di tagli perpendicolari e di risterilizzazioni del coltello.

c. Matrici liquide ad alta densita microbica

Si tratta di matrici in cui la crescita microbica sia gia avvenuta da poco o sia in pieno svolgi-
mento. Alcuni esempi possono essere il mosto di vino e di malto in fermentazione, tutte le bevande
alcoliche prima della decantazione, gli yogurt e le bevande fermentate a base di latte.

In questa tipologia di prelievo la quantita di cellule da isolare non ¢ sicuramente un problema,
viceversa puo essere difficile ottenere campionamenti significativi e rappresentativio. Un caso esem-
plificativo puo essere la fermentazione dei mosti in grandi vasche aperte o chiuse. & noto, ed intuibile,
che si avra una certa variabilita in base all’altezza del punto di prelievo che condiziona tra l’altro anche
il livello di ossigeno disponibile nel mezzo. Prelevare dalla parte superficiale ¢ banale (sempre che esi-
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stano le necessarie aperture), mentre campionare a quote diverse € particolarmente difficile in quanto
si rischia di prelevare inavvertitamente anche quote di campione derivanti dalle quote superiori. A
questo scopo, se se ne risontra la necessita, & possibile predisporre all’inizio della fermentazione una
batteria di tubicini assicurati in modo da aspirare a quote diverse. Al momento del campionamento
non si fara altro che aspirare da ciascun tubicino, scartare un volume almeno pari a quello contenuto
nel tubicino, infine si procede al campionamento vero e proprio.

d. Matrici liquide a bassa densita microbica

Si tratta di liquidi appena inoculati o presumibilmente asettici. In questo caso si deve presu-
mere una carica bassissima di poche cellule per litro. Considerando che l’obiettivo ¢ di allocare circa
cento cellule per piastra e che su una piastra possono essere sparsi non pitt di 0.1 - 0.2 ml di liquido, &
necessario procedere ad una concentrazione. Esistono due sistemi di concentrazione: per filtrazione
e per centrifugazione. La filtrazione viene effettuata con un imbuto di Biichner (precedentemente
sterilizzato) piazzato su una beuta. Sulla superficie dell’'imbuto viene sistemata una membrana fil-
trante sterile con porosita di 0.22 pm e al beccuccio apposito della beuta viene applicato un tubo da
collegare ad una pompa a vuoto vedi (Figura 1). si versa nel bicchiere dell’imbuto una quantita defi-
nita di liquido. Si accende la pompa. In caso sia necessario, si procede a riempire il bicchiere finché
non sia filtrata la quantita di liquido necessaria. Alla fine si stacca la pompa, si rimuove ilo bicchiere
superiore, si preleva il filtro con pinzette sterili e lo si adagia su un terreno di coltura solidificato in
piastra Petri. Si procede come con qualsiasi altra coltura in piastra.

Nel caso si impieghi la centrifugazione, si preleva il liquido, lo si centrifuga negli appositi
contenitori precedentemente sterilizzati. Si rimuove tutto il sopranatante e si riso spende il corpo di
fondo con 0.1 ml di liquido per ogni piastra da inoculare. Si procede al piastra mento a e alla coltura.

Protocolli dettagliati possono essere reperiti nelle norme ufficiali di anslisi o in documenti
molto chiari ed esaustivi di cui segnaliamo uno a cura del servizio sanitario della regione Emilia e
Romagna. (http://asr.regione.emilia-romagna.it/wcm/asr/collana_dossier/doss030/link/doss30.pdf)

Scheda di rilievo

Ogni prelievo dovrebbe essere pianificato e corredato di tutta una serie di informazioni che tal-
volta sembrano addirittura eccessive, ma che servono quasi sempre a ricostruire l'effettiva situazione
del campione prelevato.
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riportato:

P,

Le informazioni dovrebbero essere raccolte in sezioni secondo uno schema come quello sotto

a.

Sezione geografico/topografica

Latitudine

Longitudine

Altitudine

Orografia

Tipo di locale (se opportuno)
Oggetto/strumento/ superficie etc di isolamento
Nome della localita

Comune (Provincia)

Sezione tipologica

Tipo di prodotto

Eventuale sottotipo (se pertinente)

Marchio (se pertinente)

Materie prime (con eventuali razze [animali] o cultivar [vegetali] di provenienza)

Localita di origine delle materie prime

. Sezione tecnologica

Conservazione delle materie prime prima della lavorazione (se pertinente)

Tipo di lavorazione

Fase della lavorazione/ invecchiamento/ conservazione al momento del prelievo
Macchine impiegate per la lavorazione

Materiali con cui € venuto a contatto il prodotto durante la lavorazione

Tipologia degli operatori

Sezione microbiologica

Data di prelievo

Ora di prelievo

Operatore/i

Quantita di campione prelevato

Indicazioni sul substrato o superficie di prelievo
Temperatura del campione

pH del campione

acidita del campione

Modalita di campionamento

Repliche di campionamento
Raggruppamento dei campioni (tecnica bulk)
Sistemi usati per evitare contaminazioni
Temperatura di mantenimento

Tempo di trasporto al laboratorio
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o Temperatura di mantenimento in laboratorio prima delle analisi
« Tempo di immagazzinaggio in laboratorio

« Tipo di isolamento

« Conta totale del campione

« Conta vitale del campione

o Identificazione/i specie del campione

o Numero di ceppi isolati

o Modalita di mantenimento della coltura pura

 Collezione/i di deposito

o Numeri dell’accessione

e. Note libere

Accorgimento n°1

Chiaramente le schede di prelievo vanno adattate alle condizioni ed ai prodotti specifici, per
cui € possibile che anche schede di rilevo pitt semplici possano risultare soddisfacenti.

Lampia diffusione di dispositivi elettronici portatili a prezzi accessibili suggerisce di preparare
le schede con software di database elettronico che siano in grado di variare i formati delle schede in
modo che, una volta definiti tutti i campi di interesse, possano essere agevolmente prodotti diversi
formati, ciascuno relativo ad una specifica situazione. Ulteriore vantaggio di quest’accorgimento ¢
il fatto che i dati possono essere automaticamente tabulati, ponendo ciascun campione in una riga
e riportando i vari parametri nelle diverse colonne. Tali tabelle sono poi preziose per le eventuali
analisi statistiche.

Accorgimento n°2

Al momento del prelievo ¢ bene dedicare qualche momento per chiarire con operatore ali-
mentare quali siano le reali condizioni del prodotto che si va a campionare. E’ particolarmente im-
portante cercare di capire se effettivamente la materia prima ¢ locale o derivi da altre zone.

Accorgimento n°3

Andando ad isolare microrganismi per lo studio e il mantenimento della biodiversita ¢ im-
portante conoscere la storia dell’impianto, specialmente se siano stati impiegati in passato o al mo-
mento del prelievo ceppi starter di origine commerciale. In certi casi e possibile riscontrare una certa
ritrosia a rispondere, come la possibilita che 'operatore non comprenda appieno la domanda. Per
esempio, in certe cantine domestiche ¢é inutile chiedere se siano stati usati “starter” o “lieviti” o “sec-
chi attivi”, € molto meglio chiedere se siano stati mai aggiunti “fermenti” acquistati. In altre parole
¢ bene ricordare che l'operatore alimentare appartiene ad una particolare cultura che va rispettata e
preservata, il linguaggio ed il lessico ne fanno parte integrante e I’isolatore deve calarsi in essa con
garbo ed intelligenza.

B. MICROBIOLOGIA AMBIENTALE
Il suolo ¢ 'ambiente naturale, costituito da materiali minerali ed organici, che sulla superficie
della Terra garantisce la vita agli organismi viventi.

Recentemente ¢ stato definito “la zona critica” della terra meritando un’attenzione particolare
grazie al suo ruolo chiave negli equilibri ambientali a sostegno dell’intera vita del nostro pianeta.

Mantenere in collezione i microrganismi del suolo rappresenta una necessita irrinunciabile
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soprattutto nel caso di studi a livello ambientale per comprendere quali pressioni realmente possano
intervenire da parte dell'uomo o di eventi ambientali sul suolo, quali i cambiamenti climatici. Alcuni
ceppi microbici o fungini possono essere utilizzati come biomarcatori e, quindi, fungere da eccellenti
bioindicatori ambientali (Bloem et al., 2006).

I1 suolo rappresenta comunque una miniera di geni inesplorata e, dallo studio e caratteriz-
zazione dei microrganismi del suolo, ¢ possibile individuare i principali artefici di molti processi
biotecnologici, che spaziano dalla bioenergia alla biofertilizzazione al biorecupero, alla biodegrada-
zione, ecc.

Oggi si ¢ in grado, attraverso appropriati indicatori microbiologici, biochimici e molecolari,
di definire la qualita e la salute di un suolo, prevederne ed arginarne processi di degrado, fino alla
desertificazione, nonché calibrare correttamente gli interventi di fertilizzazione con una gestione in-
tegrata dei nutrienti, sulla base della conoscenza del ciclo e del bilancio dei diversi elementi nutritivi,
quali ad esempio I'azoto. Su questo principio si possono basare tutti gli studi che rientrano nel tema
della metagenomica del suolo.

Realizzare una collezione di microrganismi del suolo risulta pitt complesso della raccolta in
collezione di altri microrganismi di interesse agrario in quanto ¢ noto dalla letteratura che solo I'1%
dei microrganismi che vivono nel suolo sono coltivabili e quindi isolabili, caratterizzabili e conser-
vabili in collezione (Lynch et al., 2004).

Poiché una collezione di microrganismi del suolo dovrebbe consentire la caratterizzazione
del suolo stesso nella sua complessita funzionale e genetica, si ritiene di fondamentale importanza
ed utilita mettere in collezione oltre al singolo individuo, caratterizzato e catalogato secondo quanto
prescritto nelle schede “Batteri” e “Funghi”, anche una scheda che possa riguardare tutti i microrga-
nismi non coltivabili.

Verranno riportate di seguito le modalita per la messa in collezione di batteri e funghi tellu-
rici, ma verranno anche descritte le attivitd necessarie alla creazione di una collezione in situ con
l'obbiettivo di poter correlare gli isolati con I'ambiente, di fornire una base per I'inserimento dei
microorganismi non colturabili come genoma del suolo, nella prospettiva della creazione di un data-
base per il metagenoma suolo degli ambienti italiani.

La metodologia descritta per la conservazione dei microrganismi del suolo ex situ (in labo-
ratorio) ¢ tratta dal manuale “COLMIA” redatto nell’ambito del Progetto Nazionale Collezione di
Microrganismi di Interesse Agrario, Industriale ed Ambientale coordinato dalla Dott.ssa Marina
Barba e finanziato dal Mipaaf, reperibile sul sito www.cra-pav.it, nonché dai manuali di analisi di
Microbiologia del Suolo e di Biochimica del Suolo realizzati nell’ambito delle attivita dell’Osser-
vatorio Nazionale Pedologico del Mipaaf. Tali documenti costituiscono punto di riferimento nor-
mativo ai quali si rimanda per approfondimenti mirati, reperibili rispettivamente sul S.0. G.U. n.
179 dell’1.08.2002 e sul S.O. G.U. n. 61 del 13.03.2004 e sul sito del Mipaaf ciccando sul link esterno
— Rete Rurale Nazionale 2007/2013 (http://www.reterurale.it/flex/cm/pages/ServeBLOB.php/L/IT/
IDPagina/1034).

In alcuni casi si ¢ ritenuto opportuno inserire pedissequamente la metodologia perché &
di fondamentale importanza utilizzare metodologie comuni e condivise per rendere possibile la
creazione di una “banca dati” a livello nazionale utilizzabile non solo su scala nazionale, ma anche a
livello internazionale.
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Campionamento del suolo per 'isolamento dei microrganismi

Arboree: nel caso in cui si pratichi la conservazione del germoplasma di specie arboree sara
necessario raccogliere il suolo corrispondente a piante di eta intermedia (non troppo giovani, ne
troppo vecchie) all’interno della chioma, ma non troppo vicino al fusto e in tre punti, radialmente al
fusto stesso, come illustrato di seguito.

FIGURA 7 - Schema di campionamento del suolo per le culture arboree

NORD

?

Nei primi 20 cm di profondita e mescolare tra loro i tre campioni di terreno. Il campionamen-
to dovrebbe essere effettuato alla ripresa vegetativa ed eliminando eventualmente il cotico erboso.

Erbacee: il campionamento dovra essere effettuato nel pieno della fase vegetativa prescelta

nei primi 20 cm di profondita vicino alla pianta ma in pili punti dell’apprezzamento mescolando
tra loro i campionamenti

FIGURA 8 - Schema di campionamento del suolo per le culture erbacee

Il campionamento dovra essere effettuato all’interno dell’apprezzamento lasciando all’esterno
un bordo coltivato con la stessa coltura.
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FIGURA 9 - Campionamento del suolo intorno alla singola pianta (ortive, arbustive)

Il campione puo essere prelevato con trivelle, pale o campionatori a martellamento con cilin-
dro o pistone facendo attenzione a mantenere il pitt possibile il campione indisturbato. Per ciascun
sito di prelievo viene generalmente compilata una apposita scheda definita “scheda di campagna”,
(Tabella 7). La scheda dovrebbe fornire al potenziale utente della collezione informazioni utili alla
collocazione del microrganismo nell’ambiente di raccolta, al fine di consentire comparazioni o rap-
presentare strumento di riferimento.

Al fine di costituire un campione medio rappresentativo, il campionamento viene effettuato
in maniera randomizzata lungo un percorso a X o a W che non tenga conto delle zone anomale e dei
bordi della parcella, prelevando almeno 5 sottocampioni (Figura 9). Il campione di terreno viene,
quindj, liberato dai residui colturali superficiali presenti.

La profondita del prelievo ¢ di norma compresa tra 0-20 cm, anche se condizioni particola-
ri della parcella (ad es. aratura) o particolari tipi di terreno (ad es. suolo con copertura forestale)
possono richiedere differenti profondita o la suddivisione di una profondita in diversi campioni in
relazioni ai diversi strati; per informazioni pill dettagliate su questo punto si rimanda al “Manuale di
metodi di analisi Microbiologica del suolo della SISS (Allievi et al., 2003).

Per il bulk soil si campiona a debita distanza dalla vegetazione.

Per la rizosfera si preleva un pane di terra contenente la pianta con la massima parte dell’ap-
parato radicale, nel caso di pianta erbacea ortiva o arbustiva, mentre nel caso di piante arboree si
effettuano prelievi di suolo ad una distanza dalla pianta e ad una profondita che variano a seconda
dello sviluppo radicale della specie studiata (Figura 7).

fé?"} i

P,



65



TABELLA 7 - Scheda di campagna per il rilevamento dell’agrobiodiversita a livello di suolo
con compilarsi ogni qualvolta venga effettuato un prelievo di suolo per la definizione
della biodiversita microbica

DATI GENERALI

Oggetto: Campione n.

Rilevatore: Data del rilievo:

Localita:

°N
°E

Coordinate GPS della stazione

DESCRIZIONE DEL SITO

Esposizione

Venti dominanti

Pendenza (%) Quota s.l.m.

Qualita:

Rocciosita -
Quantita:

DESCRIZIONE DEL SUOLO

Profondita del prelievo (cm)

Dimensioni:

Radici
Quantita:

PRECIPITAZIONI (MEDIA MENSILE)

Piovose: Nevose:

TEMPERATURE (MEDIA MENSILE)

VICINANZA DI CENTRI URBANI, INDUSTRIALI, AUTOSTRADE, ECC.

TIPO DI VEGETAZIONE E COPERTURA (%)
Prato Alto fusto Colture Altro
USO DEL SUOLO (AGRICOLO, PASCOLO, RISERVA NATURALE, ECC.)

DESCRIZIONE DELLA SUPERFICIE DEL TERRENO AL MOMENTO DEL PRELIEVO (COLORE, AFFIORAMENTO DI
PLASTICHE, CEMENTO, LATERIZI, ECC.)

ALTRE NOTE:

Le informazioni da riportare nella scheda sono relative a:

Dati generali: costituiscono I’elemento base per I’ identificazione del campione e dovranno
seguire un criterio concordato ed omologato con un protocollo dettagliato e specifico da raccogliere
in una piccola guida. In questa parte dovranno essere annotate l'oggetto, il numero e il nome dei
campioni, la data del rilievo, il nome del rilevatore e la localita con le relative coordinate GPS.

Descrizione del sito: in questa parte dovranno essere riportate alcune importanti caratte-
ristiche del sito quali 'esposizione ai venti, la pendenza del suolo, la rocciosita e la quota sul livello
del mare.

Descrizione del suolo: ¢ fondamentale per I'interpretazione dei dati raccolti. Elementi come la
profondita del prelievo, la presenza di falda, 'umidita e la presenza di radici devono essere riportati.
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Condizioni climatiche: in questa parte vanno indicate la precipitazioni (piovose, nevose, me-
die, ecc) e le temperature (medie) dell’aria.

Uso del suolo: anche questo tipo di informazione risulta di fondamentale importanza al fine
di caratterizzare al meglio I'organismo e 'ambiente. Pertanto occorre specificare la coltura in atto e
la gestione colturale abituale. Ad esempio se forestale (specificare la specie o la consociazione), prato-
pascolo, incolto o altro (fruizione turistica, riserva naturale, giardino pubblico, ecc).

Ubicazione: indicare la vicinanza a centri urbani, strade e autostrade, siti industriali, ferrovie, ecc.

Informazioni storiche: ogni informazione utile a ricostruire l'evolversi dell’ecosistema.
Ad esempio sarebbe interessante conoscere, nel caso si osservasse un terreno incolto, se e da quanto
tempo ¢ incolto oppure se precedentemente hanno insistito coltivazioni, boschi ecc.

Descrizione del sito al momento del prelievo: colore del suolo, presenza di croste superficiali, af-
fioramento di materiali particolari come metalli, plastiche, laterizi, residui organici di vario genere, ecc..

Altre informazioni utili: 'operatore dovra qui annotare ogni altra informazione che riterra
utile segnalare. Ad esempio nel caso di aree destinate al pascolamento dovra descrivere la consisten-
za delle deiezioni animali, il compattamento, lo scavo da parte di animali selvatici, ecc.

3.1.2 Sistemi di mantenimento preliminare del campione

A. MICROBIOLOGIA ALIMENTARE

Una volta prelevato, il campione dovrebbe essere sottoposto ad isolamento il prima possibile.
In alternativa & opportuno mantenerlo in condizioni di sterilita ad una delle tre temperature sotto
indicate.

o Temperatura normale del prodotto. Questa viene scelta in caso non esista il rischio di
uneccessiva proliferazione microbica o di una crescita selettivamente differente fra vari
componenti del microbiota del prodotto prelevato. Per esempio, nella pasta acida
mantenuta a temperature medio basse si favorisce la crescita dei lieviti, a temperature
sopra i 30°C tendono a prevalere i batteri

o Refrigeramento (2-6°C) E’ forse il caso pitt comune e serve a limitare la crescita del
microbiota. Va verificato non esistano nel prodotto organismi frigido fili che tenderebbero
a prevalere

« Congelamento. Viene effettuato quando si teme che variazioni significative di quantita e
composizione del microbiota possano avvenire in tempi brevi. Va verificato a priori che i
microrganismi non abbiano a subire una mortalita eccessiva. A questo proposito ¢ bene
mettere in atto la procedura riportata di seguito.

Si effettua un prelievo e si divide in due parti uguali ed omogenee la prima viene sottopo-
sta immediatamente a conta, la seconda viene congelata per almeno due giorni.

Dopo lo scongelamento si effettua la conta con le stesse quantita impiegate per il primo
campione. Si confrontano i dati ottenuti nelle due prove.

Le temperature di congelamento possono essere di -20°C o di -80°C.

La seconda favorisce un congelamento pit rapido e la scarsa presenza di aghi d’acqua che
perforino le cellule.

Tale inconveniente puo essere ulteriormente ridotto mediante aggiunta di glicerolo sterile
fino alla concentrazione finale del 17%.

67

oo
W‘“



B. MICROBIOLOGIA AMBIENTALE

Una volta prelevato, il campione si mantiene a 4°C attraverso un contenitore da trasporto
refrigerato fino all’arrivo in laboratorio, preferibilmente entro la giornata stessa del prelievo.

Il campione puo essere analizzato:

a. Fresco;

b. Secco all’aria previo ricondizionamento all’atto dell’analisi.

Esistono scuole di pensiero diversificate sulle migliori condizioni d’analisi.

Il suolo analizzato fresco consente di focalizzare l'attenzione sulla composizione della comu-
nita microbica del suolo in funzione delle fluttuazioni stagionali, delle pratiche agricole in corso,
dell’'andamento cimatico, ecc. Tale procedura necessita di tempestivita analitica ed un monitoraggio
nel tempo molto frequente. Inoltre il campione puo risentire fortemente delle alterazioni imputabili
alla manipolazione e dalle modalita di prelievo.

Il campione analizzato dopo essiccazione, caglio a 2 mm, e ricondizionamento abbatte ogni
eventuale variazione in termini di stagionalita e di manipolazione del campione di suolo mettendo in
rilievo la popolazione « base » del campione che nel tempo potra essere confrontata senza alterazioni
imputabili a fattori esterni. Approfondimenti su questo tema sono trattati nel Capitolo I del Manuale
dei “Metodi di Analisi Microbiologica del Suolo” G.Picci e P.Nannipieri coordinatori e Bloem e nel vo-
lume “Microbial Methods for Assessing Soil Qualita” Bloem J., Hopkins D. e Benedetti A. Eds (2006).

3.1.3 Sistemi diisolamento e conta vitale

Isolamento

Lisolamento ¢ l'operazione che permette di separare i vari microrganismi di un substrato in
colonie che possono essere definite come: gruppi di cellule microbiche distinti e discreti nello spazio,
costituiti da cellule derivanti da un’unica cellula madre per esclusiva riproduzione asessuale.

La colonia ¢ tale quindi se ha un’assoluta omogeneita genetica, a meno delle inevitabili muta-
zioni spontanee. Nell’isolamento vanno tenuti costantemente presenti alcuni principi generali, come
sotto riportato.

A. Purezza microbiologica

La purezza microbiologica viene garantita da una buona tecnica di isolamento e soprattutto
dalla reiterazione, ovvero dal re-isolamento, che consiste nel reisolare da una colonia. In ogni iso-
lamento si puo presumere che la colonia di partenza fosse omogenea se le colonie derivanti da iso-
lamento sono macro-morfologicamente simili. Un’ispezione microscopica su alcune colonie scelte
a caso dovrebbe poter confermare la valutazione macro-morfologica. In caso di reisolamento e di
presenza di colonie disomogenee ¢ opportuno adottare una nomenclatura che tenga traccia del re
isolamento. Per esempio la sigla FNA1, potrebbe indicare il Formaggio di Norcia del Produttore
“A”, colonia n°l. Se dal re isolamento di FNA1 derivino due o pil colonie differenti si proceda di
conseguenza isolandole entrambe e denominandole FNAla e FNA1b. Non ¢ escluso che le diffe-
renze macromorfologiche siano transienti e le due morfologie FNAla e FNA1b possano revertire e
scambiarsi.

B. Contabilita

La possibilita di contare il numero delle cellule con una tecnica di conta vitale ¢ fondamentale
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per conoscere I'entita delle popolazioni microbiche. Si tenga presente pero che la conta non puo esse-
re effettuata dopo arricchimento mentre puo essere eseguita in selezione.

La contabilita di un campione ha valore statistico soprattutto quando in piastre Petri da 90
mm di diametro si ottengano da 30 a 300 colonie.

C. Assenza di fenomeni di riproduzione sessuale

Alcuni microrganismi (es. i lieviti, le muffe etc.) hanno un ciclo aplodiplonte e possono
sporificare in piastra. La sporificazione porta alla formazione di nuovi tipi diversi dal parentale.
Normalmente ogni cellula diploide produce 4 spore diverse, per cui le colonie con sporificazioni in
atto avranno un numero di tipi (ovvero cellule della stessa linea genetica) derivanti da una stessa
cellula madre per riproduzione vegetativa pari a:

T=1+4*S.

In cui T ¢ il numero di tipi e S il numero di cellule sporificanti. Le colonie di questo tipo solo
politipiche in contrasto con le vere colonie monotipiche.

Si tenga comunque presente che il numero di fenotipi ottenibili per sporificazione é:

Tmax = 2L

In cui Tmax ¢ il massimo numero di fenotipi e L il numero di loci. Per un lievito tale valore &
circa 26000 che ¢ molte migliaia di volte superiore al numero stimato di atomi nell’'universo. Da cio
si desume che la sporificazione ha un potenziale assolutamente enorme nel produrre fenotipi diversi
anche entro colonie singole.

La sporificazione si evita di solito favorendo la fermentazione e comunque usando terreni ric-
chi in glucosio. Si tenga comunque presente che tali terreni possono far perdere in brevissimo tempo
ed in maniera definitiva la capacita di sporificare delle cellule che ¢ uno dei caratteri tassonomici
distintivi ed un prezioso aiuto per la variabilita genetica. Sarebbero quindi da preferire terreni con
quantita non eccessive di glucosio, con un attento monitoraggio delle colonie sotto studio.

a. MICROBIOLOGIA ALIMENTARE
Isolamento di lieviti

Isolamento semplice per spandimento

I lieviti vengono normalmente isolati per spandimento su piastre petri contenenti terreni
complessi solidificati con agar. Nel caso di un semplice isolamento, senza necessita di cal-
colare la densita cellulare, si procede con uno dei metodi sotto elencati.

A.  Spandimenti con ansa su piastra di substrati solidi

In questo caso si deve innanzitutto provvedere ad omogeneizzare una quantita del
substrato prelevato in acqua o soluzione fisiologica (NaCl 0.9% = 0.154M) sterili. In
certi casi l'omogeneizzazione ¢ abbastanza facile e rapida come ad esempio per una
ricotta. In altri casi & necessaria un'opera di frantumazione ed omogeneizzazione
abbastanza energica ottenibile sian con piccoli omogeneizzatori casalinghi, da steri-
lizzare tassativamente prima e dopo ciascun uso con appositi composti chimici per
evitare contaminazioni incrociate ed inquinamenti in genere.

In alternativa puo essere effettuata in molti casi un'omogeneizzazione in tubi da 15
ml (o similari) contenenti il substrato, la soluzione sterile e palline sterili di vetro di
diametro variabile da 1 a 5 mm, a seconda del substrato. Il tubo deve essere agitato
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velocemente (Vortex) o posto in apparati che lo sottopongano a rapidi movimenti
alternati con frequenze sull’ordine dei 1000 rpm.
In ultimo, esistono omogeneizzatori a busta (vedi foto sotto) in cui il campione viene

sigillato in un'apposita busta di plastica usa e getta e sottoposta ad un movimento “a
pedale” di due lamine metalliche all’interno dell'omogeneizzatore.

Il campione omogeneizzato deve essere controllato per verificare che non ci siano
stati riscaldamenti e perché il livello di omogeneizzazione sia completo o comunque
sufficiente da evitare la presenza di pezzi grossolani.

L'omogeneato viene sparso sulle piastre petri con un’ansa da microbiologia secondo
uno degli schemi di spandimento sotto riportati a radianti o a quadranti.

Omogeneizzatore a busta Ansa da microbiologia

FIGURA 10 - Schemi di isolamento per spandimento su piastra

QUADRANTI RADIANTI
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Lo spandimento a quadranti prevede una serie di strisciate successive intervallate
da sterilizzazioni alla fiamma. Nell’isolamento a radianti si procede con tre serie di
strisciate, anche in questo caso con sterilizzazioni intermedie. Dopo lo spandimento
si incubano le piastre a temperature da 25 a 30°C in termostati con atmosfera non
controllata. I tempi di crescita delle colonie di lievito vanno da 2 a diversi giorni.

B.  Spandimento su piastra di substrati liquidi o semiliquidi

In questo caso si opera come descritto per i substrati solidi senza pero dover proce-
dere ad omogeneizzazione.

C.  Spandimento su piastra di tamponi da superfici

Il campionamento da superfici effettuato con tamponcini di cotone sterile e umido
attaccati ad uno stecchino prevede una tecnica di isolamento per spandimento in cui
il tampone viene usato per i primi tratti dello spandimento come se fosse un’ansa. La
parte finale dello spandimento dovrebbe proseguire con un’ansa come sopra descritto.

Isolamenti con arricchimento o selezione

In certi casi la popolazione blastomicetica &€ meno rappresentata di quella batterica o vi &
il reale rischio di un’alta concentrazione di muffe. In questi casi € opportuno effettuare un
arricchimento o una selezione prima dell’isolamento vero e proprio.

Arricchimento.

Larricchimento consiste nel predisporre una condizione di crescita che favorisca le
specie microbiche da isolare e sfavorisca le altre. Si effettua di solito in terreno liqui-
do con contenuto abbastanza elevato di zuccheri (dal 2 al 20%) in modo da favorire i
lieviti che sono di solito voraci utilizzatori di zuccheri ed hanno tempi di generazio-
ne abbastanza rapidi. In altri casi si puo operare sulla temperatura (la maggior parte
dei lieviti sono mesofili, ma ne esistono anche di termofili non estremi e frigidofili),
o sullo stato redox della coltura (la maggior parte dei funghi sono aerobi)*.

Selezione.

A differenza dell’arricchimento, la selezione ha un effetto drastico in quanto per-
mette o non permette la crescita delle varie specie microbiche. Esempi di selezione
sono 'aggiunta di antibiotici ad ampio spettro per evitare la crescita batterica. Per
contenere lo sviluppo delle muffe si usa aggiungere Rosa del Bengala o propoinato di
sodio. Tali composti non agiscono in maniera universale su tutte le specie di mufte,
ma alle concentrazioni suggerite in letteratura non inibiscono la crescita dei lieviti,
per cui vanno considerati agenti di selezione.

Dopo la selezione o I'arricchimento si prosegue con ’isolamento con la procedura base.

Isolamenti con conta.

Nel caso si vogliano contare i microrganismi da isolare si devono effettuare le stesse ope-
razioni della conta vitale come sotto descritto.

Omogeneizzazione del campione con le stesse procedure descritte per I'isolamento.

Diluizione su base decimale, ottenuta aggiungendo 1 ml di omogenato ad un tubo

* Dopo arricchimento non ¢ possibile effettuare conte microbiche. Questo principio & dovuto al fatto che l'arricchimento
modifica le densita relative delle varie specie e qualsiasi conta verrebbe ad essere una grave sovra o sotto-stima delle den-
sita reali.
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con 9 ml di acqua sterile (diluizione 10"). Dopo vigorosa agitazione si aggiunge 1 ml
di sospensione ad un altro tubo con 9 ml di acqua sterile (diluizione 102). Si procede
fino a raggiungere la diluizione desiderata, secondo lo schema sotto riportato.

FIGURA 11 - Schema di diluizione a piastratura per la conta microbica vitale

PROCEDURA =
GENERALE | | | [

/ \
! 14 \'.

- | 'l
|

1mi 1 mi 1mi 1 mi 1

NN A
e

(X

Tubi contenenti 1
9 ml di acqua
1 { ) ' 1

\ /. 4 -, ./ . 7
(10 (109 (109 (104 (109 (109

moul‘ xoonl‘ 1ooull won!l lwull lWl“

r ~»\ V. "--\ y '-\\ Vo N /.-‘ '-,\ P

£ \ 5 Z

Spandimento a_ ' | ( 2 \( ) N\
3 1

L spato'a ; / \ J \ J \ J "- / ( )
-_—r B O i/ % y

Spandimento su piastra.

Si effettua con spatole di vetro o di metallo, o alternativa con pipette da 1 o 2 ml di vetro.
Si versa sulla piastra 0,1 ml (100 pul ) della diluizione desiderata. Non € in genere necessa-
rio piastrare tutte le diluizioni, ma le ultime tre, in quanto le precedenti produrranno un
tappeto indistinto di cellule. Dopo lo spandimento si incubano le piastre nelle condizioni
descritte per gli isolamenti. Per ogni diluizione ¢ opportuno predisporre due o tre repliche.

La densita cellulare, Dc, viene espressa in unita formanti colonia (ufc o cfu nella nomen-
clatura inglese) a mL [cfu mL"] . La Dc si ottiene con la seguente formula:

Dc= Cm*10 @+

In cui Cm ¢ la media delle colonie per piastra rilevate nelle varie repliche. “d” ¢ il tasso di
diluizione, pari all’inverso dell’esponente della diluizione. Per esempio il “d” della dilui-
zione 107 e 5. Il piastramento di 1/10 di mL viene considerato nel termine “+1”.

Le diluizioni ottimali dovrebbero permettere di ottenere da 30 a 300 colonie per piastra
(cfr. ISO 7218-2007, con I'adeguamento ISO/TS 19036 del 2006), per cui ina regola generale
permette di stimare il tasso di diluizione secondo la seguente formula:

d=D-3
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in cui D rappresenta 'ordine di grandezza atteso della densita cellulare. A titolo di esem-
pio da un mosto in attiva fermentazione ci si aspettano 10® cfu mL" per cui D=8 e d sara 5.
Si effettuera quindi la diluizione fino al tubo 107 e si piastreranno le ultime due diluizioni.

Isolamento di batteri

Lisolamento dei batteri viene eseguito con le stesse procedure descritte per i lieviti. Va
precisato che in genere i batteri sono presenti a densita cellulari di almeno un ordine di
grandezza superiore ai lieviti. Nel caso di colture selettive non si useranno antibiotici a
largo spettro ma antibiotici selettivi nel caso si voglia isolare batteri Gram+ o Gram -. Nel
caso non si vogliano funghi si impiegano antimicotici da definire volta per volta.

TABELLA 8 - Alcuni terreni di coltura normalmente impiegati per isolamento, crescita e conta microbica

TERRENO FUNZIONE
Yepd (2% glucosio, 1% estratto di lievito, 1% peptone) Terreno di uso generale per lieviti.
PDA (potato dextrose agar) Terreno di uso generale per muffe e lieviti ambientali
Sabouraud Come YEPD, con aggiunta di 0.05 gl-1 cloramfenicolo
Mc Clarey’s Scorificazione lieviti
Mrs Broth Lattobacilli
Lura Bertani (lb) Generico per biomassa batterica
Mac Konkey Selettivo per batteri enterici
Brilliant green Selettivo per batteri enterici
b. MICROBIOLOGIA AMBIENTALE

Lisolamento dei microrganismi del terreno avviene attraverso metodologie di laboratorio che
differiscono in relazione alle caratteristiche dell’organismo cercato (trattato dal Manuale Col. Mi.A.
www.cra-pav.it ).

Isolamento di funghi e batteri

Per la valutazione dei funghi e dei batteri colturabili, si mette il suolo, parzialmente smi-
nuzzato, a seccare all’aria in vasche di materiale inerte in luogo buio e areato per non pit
di 5-6 giorni. I campioni vengono poi setacciati in vagli di dimensione di 2-4 o pilt mm,
a seconda delle esigenze. Nel caso dell’isolamento dei batteri dalla rizosfera, si rimuove il
pane di terra dalle radici e si preleva l’'apparato radicale della pianta con il suolo adeso per
uno spessore non superiore ai 2 mm; si recupera il suolo tramite sbattimento, in agitatore
orbitale a 200 oscillazioni min-1 per alcuni minuti, di 5 g di radici spezzettate in fram-
menti di 1 cm ca., + suolo, in presenza di 25 ml di tampone fosfato salino PBS pH 7,4; si
eliminano le radici e si recupera il suolo rizosferico con una centrifugazione a 5.000 rpm
per 15 minuti a temperatura ambiente in tubi tipo Eppendorf.

Isolamento delle comunita dei batteri azotofissatori aerobi
Vengono utilizzati i seguenti metodi:
1. Metodo con piastramento diretto da suolo (indicato per Azotobacter)

 Una piccola aliquota di suolo (30-50 g), vagliato come precedentemente indicato,
viene impastato con una quantita pari all’ 1% di Na-piruvato e acqua sterile in un
mortaio di porcellana;

et
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o Limpasto viene trasferito in capsule Petri con una spatola sterile, avendo cura
di “lisciare” convenientemente la superficie dell’impasto, che non deve toccare
il coperchio della piastra al fine di evitare condizioni di anaerobiosi. Dopo incu-
bazione a 30°C per 3-7 giorni si evidenziano le colonie di Azotobacter, di aspetto
lucido e consistenza viscosa. Per gli isolamenti viene adottata la metodologia se-
condo Beijerinck per Azotbacteriaceae (Beijerinck 1901): 20 ml della soluzione
nutriente vengono aliquotati in beute da 100 ml sterilizzate, inoculate con 0,3-0,5
g di terreno e incubati per 2-7 giorni a 30°C.

Prelevato il film caratteristico della crescita di questi batteri e diluito in 10 ml di
acqua sterile, u.p. (ultra pura) 100 pl di questa diluizione vengono ulteriormente
diluiti in eppendorf contenenti 1,9 ml di acqua sterile u.p. (ultra pura) fino a rag-
giungere la quinta diluizione. 100 ul di ciascuna diluizione vengono strisciati su
piastre da 10 cm di diametro contenenti il terreno di coltura e incubate a 30°C.

Questo ulteriore passaggio in un mezzo solido privo di azoto si rende necessario
per allontanare gli eventuali ceppi contaminanti la cui crescita in mezzo liquido,
avvertibile dal forte odore di butirrato, puo essere resa possibile dall’azoto fissato
prodotto da Azotobacter.

+ Allo sviluppo delle colonie, queste vengono strisciate su capsule Petri di 10 cm
di diametro con terreno RM (Newton et al., 1953) e incubate per 24 h a 30°C. I
substrati utilizzati sono quelli originali di Beijerinck 1901, riportati nei testi di
microbiologia.
2. Isolamento con piastramento su terreni solidi o semisolidi

Gli isolamenti si ottengono a partire da 10 g di suolo vagliato, messo ad agitare
in boccette di vetro sterili da 250 ml contenenti 90 ml di tampone fosfato pH 7,2
(0,8 g K,HPO, + 0,2 g KH,PO,) per 30 minuti in shaker orizzontale oscillatorio a
120 rpm. Questa sospensione viene considerata una diluizione 10"'. Vengono poi
effettuate successive diluizioni seriali in tampone fosfato e 100 pl delle diluizioni
107, 10* e 10~ vengono piastrati sui terreno solido o inoculati in 4,9 ml di terreno
semisolido.

I terreni solidi sono realizzati con I'aggiunta di 15 g/1 di Agar mentre per i semisolidi
vengono aggiunti 5 g/l di Agar. Fra i terreni pil usati si ricordano:
o Terreno di Rennie (Rennie, 1981) generale per Diazotrofi liberi aerobi;

o Terreno Nfb (Krieg e Dobereiner, 1984) per Azospirillum spp.;

Isolamento delle comunita dei rizobi

I rizobi sono batteri capaci di instaurare una simbiosi mutualistica con le radici di piante
leguminose in quanto i batteri si riforniscono dei carboidrati prodotti dalla pianta me-
diante fotosintesi, mentre le piante si riforniscono di azoto assimilabile (ammoniaca) pro-
dotto dai batteri per riduzione dell’azoto atmosferico (azoto molecolare).

Questi batteri sono presenti in tutti i terreni e la loro capacita di adattamento a condizioni
estreme (es. terreni salini, terreni semidesertici ecc.) rende gli studi su questa specie bat-
terica molto interessanti. Particolare attenzione viene data alla selezione e all'impiego di
ceppi dotati di maggiore efficienza azotofissatrice (Zaccardelli et al., 2002).

L’ isolamento dei rizobi avviene generalmente dai tubercoli radicali. In caso di isolamen-
to diretto dal suolo,campioni rappresentativi di terreno vengono prelevati e posti in vasi
all’interno dei quali vengono successivamente seminati semi di leguminose, opportuna-
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mente sterilizzati in superficie. Quando le piante hanno raggiunto un sufficiente sviluppo,
si procede alla raccolta dei tubercoli.

In caso di isolamento dei rizobi da campioni di seme, questi ultimi vengono posti diret-
tamente in vasi contenenti agriperlite sterile e, dalle piante che si sviluppano, vengono
prelevati i tubercoli per I'isolamento.

Operativamente, I’isolamento dai tubercoli radicali avviene secondo quanto segue:

« ogni singolo tubercolo o gruppo di tubercoli viene sterilizzato in superficie con soluzio-
ne acquosa sterile contenente il 2% circa di ipoclorito di sodio, per un tempo di 2 minuti;

« dopo lavaggio con acqua bidistillata sterile (SDDW) per 2-3 volte, il tubercolo viene
schiacciato in tubi Eppendorf sterili in presenza di 200 ul di SDDW;

» l'omogenato ottenuto viene strisciato, con un’ansa, in piastre di YEM-agar (composi-
zione per litro: mannitolo 7,5 g; KH2PO4 0,5 g; MgSO4 0,2 g; NaCl 0,1 g; estratto di
lievito 0,4 g; pH 7,2) e incubato a 28 °C per 4-6 giorni;

« daognuna delle piastre di isolamento viene prelevata e purificata, per almeno due volte,
una singola colonia.

o Avvenuto I’ isolamento in purezza, si procede alla conservazione dei ceppi.

Le comunita fungine colturabili del suolo o ‘filamentous fungi living in the soil layer’

Le comunita fungine dei suoli hanno caratteristiche molto diverse e non possono essere
valutate con un solo metodo (Gams, 2007). Per valutare le comunita dei funghi colturabili
del suolo con il metodo delle diluzione seriali (Dhingra e Sinclair, 1985) su agar acqua si
parte dai campioni essiccati all’aria, come descritto nel punto precedente sulla prepara-
zione dei campioni. Il suolo cosi preparato viene vagliato con setaccio a 4 mm. Appena il
campione di suolo & pronto si procede alla valutazione delle comunita fungine. Si prepara
la soluzione madre 10" a partire da 3gr di suolo in un falcon di 40 ml agitando alla massi-
ma velocita con vortex per 1 min. Dalla soluzione 10" si ottengono le diluizione successive
102, 107, da cui si preleva 1 ml che viene aggiunto a 49 ml di agar acqua raffreddato a
40 °C, addizionato con 200 mg I"" di streptomicina fosfato e 2 g I Oxgal. La soluzione di
suolo in agar acqua ottenuta viene distribuita in piu piastre Petri in modo da creare un
film sottilissimo di suolo incluso in agar che viene incubato a 24°C per 3 giorni.

La diluizione piu rappresentativa viene scelta per la conta del numero di propaguli espressi
per grammo di suolo.

Per la valutazione qualitativa le colonie fungine vengono classificate in funzione della for-
ma. Almeno 30 colonie per forma vengono trasferite da agar acqua a substrato nutritivo
(PDA) per: i) verificare la corrispondenza della specie con il simbolo di identificazione; ii)
per la successiva identificazione.

Le comunita dei funghi endofiti

Per la valutazione delle comunita fungine dei suoli a comportamento endofita, la raccolta
dei campioni di suolo avviene con i criteri generali di raccolta del suolo precedentemente
indicati. Tuttavia in questo caso vengono raccolti almeno 5 Kg di suolo per campione, che
vengono parzialmente asciugati all’aria in ambiente fresco e sminuzzati grossolanamente
a mano o con piccoli attrezzi. In funzione della coltura oggetto di studio, il suolo viene
distribuito in vasi di 8-10 cm di diametro o in contenitori multifori con diametro minimo
di 5 cm. Per le colture da seme, le piantine ottenute in sterilita vengono trapiantate nei
vasi con il suolo campione, per le piante da frutto si possono utilizzare piantine micro
propagate. Allevando per 2 mesi in serra le piantine, si ottiene una buona colonizzazione

et
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radicale del campione. Dopo questa fase di allevamento, le radici vengono delicatamente
liberate dai residui di suolo, lavate sotto acqua corrente per almeno 10 minuti, disinfettate
con una soluzione di ipoclorito di sodio all’1% per 1 minuto, risciacquate con acqua sterile
e asciugate sotto cappa per almeno 15 minuti. Un numero predefinito di espianti (30-50
mm) delle radici viene posto su agar acqua e incubato per 4-5 gg.

Le colonie che partono dai singoli espianti vengono trasferite in substrato nutritivo (PDA)
e incubate per almeno una settimana; le colonie risultanti vengono sottoposte a identifi-
cazione.

3.1.4 Sistemi di mantenimento delle colture isolate

1. Terreno di coltura (temporanea)

Le manipolazioni microbiche vengono effettuate su biomasse ottenute facendo crescere le cel-
lule microbiche su terreni liquidi o solidificabili. Dopo la crescita ¢ possibile refrigerare i contenitori
(tubi, bottiglie, piastre etc.) con le colture sul proprio terreno. Questo sistema di conservazione ¢
normalmente adattabile a brevi periodi e puo essere esteso con la refrigerazione. Volendo mantenere
per qualche settimana le colture su terreno ¢ opportuno predisporre tubi di vetro con il terreno soli-
dificato a “becco di clarino” e chiusi con tappi di cotone, in modo da minimizzare gli inquinamenti.

In linea generale il mantenimento su terreno di coltura e sconsigliabile perché comunque av-
viene una qualche forma di variazione genetica nella cultura, come ad esempio ricombinazioni o
mutazioni. E’ piuttosto difficile rilevare tali variazioni in corso d’opera, ma numerosi sono i casi in
cui l'evidenza sperimentale ha mostrato che tali variazioni sono avvenute.

Eliminare o limitare al massimo le variazioni ereditabili ¢ parte stessa della strategia di man-
tenimento della coltura ex situ, per cui si desidera immagazzinare una situazione fedele e stabile di
una porzione della biodiversita microbica di un certo ambiente. Inoltre, tali variazioni non vengono
selezionate in un ambito naturale (che & un po’ la filosofia dell’in situ), ma in una condizione assolu-
tamente artificiale sia per quanto riguarda i nutrienti che le relazioni inter ed intra-specifiche.

Un caso particolarmente grave di variazione stabile che interviene in terreno di coltura ¢é la
perdita di particolari caratteristiche morfologico-funzionali come la capsula o la capacita di sporifi-
care. Per questa ragione, anche in fase di isolamento primario ¢ bene limitare al massimo il manteni-
mento della coltura in terreni da laboratorio e procedere al suo congelamento prima che essa venga
studiata, in modo che si abbia sempre un campione originario da cui ripartire in caso le colture usate
per lo studio abbiano subito tali variazioni.

I ceppi per cui sia stato praticato a lungo il mantenimento su terreno di coltura, ed anche
quelli congelati dopo una temporanea permanenza su terreno di coltura, vanno considerati con
moltissima attenzione perché possono essere stati selezionati per condizioni diverse da quelle per
cui erano stati isolati.

In conclusione, tale sistema, ampiamente usato in passato, € sconsigliato nella maggior parte
dei casi.

2. Congelamento

I congelamento delle colture microbiche viene effettuato mescolando particolari agenti chi-
mici che evitino la formazione di aghi dio ghiaccio (di solito il glicerolo) alle colture appena cresciute
e refrigerando il pitt rapidamente possibile tali colture o in azoto liquido (-195,8°C) o in congelatori
a-80°C. La rapidita del congelamento ¢ essenziale per evitare il danneggiamento delle cellule e man-
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tenere un’elevata vitalita.

Tale tecnica viene applicata con diverse varianti pratiche per facilitare la movimentazione dei
campioni, i quali sono solitamente di circa un mL o anche meno. In generale il congelamento ¢ la
tecnica ideale per il mantenimento a lungo termine delle colture, riduce al minimo i fenomeni di va-
riazione genetica ereditabile e consente di immagazzinare molti ceppi in spazi ridotti. Basti pensare
che in una tipica scatola per colture (120*120*50 mm) possono essere introdotti e mantenuti fino a
100 tubi.

3. Liofilizzazione

Laliofilizzazione ¢ una sublimazione dell’acqua congelata. Viene applicata per conservare col-
ture microbiche dal II dopoguerra. Le colture vengono congelate e sottoposte a vuoto spinto. Ne
deriva una polvere che puo essere mantenuta anche a temperatura ambiente. La liofilizzazione fun-
ziona egregiamente con moltissime specie batteriche, mentre produce alte mortalita negli eucarioti.
Stante la necessita di effettuare diverse manipolazioni in condizioni di non assoluta sterilita, non &
infrequente trovare colture liofilizzate inquinate.

CONSERVAZIONE
(tratto dal Manuale Col.Mi.A. www.cra-pav.it)

Funghi tellurici

I funghi colturabili del suolo possono essere conservati con differenti metodi a seconda delle
loro caratteristiche biochimiche:

« Tutti gli isolati possono essere conservati come porzioni di micelio o spore concentrate in
azoto liquido (-180 °C), previo congelamento lento a -80°C per 2-3 gg, in acqua contenente
Dimethylsulfoxide al 10%.

» Molti Ascomiceti, Oomicotai (Chromista) e Zigomyceti possono essere mantenuti in colle-
zione in acqua sterile (10 ml) contenuta in provette di plastica da 15 ml, in frigorifero a 4°C.

« Pochi isolati come colonie su substrato nutritivo (Potato Sucrose Agar) a 6-8°C, in provette
di vetro con tappo a vite in silicato.

Per tutte le modalita di conservazione vengono seguite le indicazioni descritte da Smith
e Onions (1994).

Batteri azotofissatori liberi

I ceppi isolati sono mantenuti in collezione attraverso la preparazione di glicerolati conservati
a -80°C. Per questo sistema di conservazione 1 ml di coltura del ceppo, allevato su un terreno
liquido di tipo massimo viene aggiunto, in una provetta sterile per criogenia da 2 ml con tappo
a vite, ad 1 ml di glicerolo 80% (w/v) in modo da ottenere una soluzione al 40% (w/v) finale
in glicerolo. La provetta si agita energicamente per mescolare il glicerolo con la coltura e si
conserva a -80°C.

Rizobi

La conservazione dei rizobi avviene secondo le modalita generalmente adottate per tutti
i batteri coltivabili aerobi. Per periodi relativamente brevi (diversi mesi) i rizobi possono essere
conservati in tubi di agar posti in frigorifero (4 °C). Per garantire la conservazione degli isolati
per lunghi periodi (diversi anni) si ricorre alla preparazione di liofilizzati oppure, pitt sempli-
cemente, alla crioconservazione a — 80 °C. In questo caso le sospensioni batteriche vengono
concentrate (almeno 109 C.F.U. ml?) in brodo addizionato con il 20 % di glicerolo.
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Vista l'elevata variabilita dei rizobi dal punto di vista genetico, della specificita dell’ ospite e
dell’ efficienza azotofissatrice (Zaccardelli et al., 2002), & di estrema importanza conservare un
numero molto elevato di ceppi affinche sia ben rappresentata la biodiversita di questa specie
microbica simbionte. Pertanto, al fine di ridurre i tempi e i costi della conservazione, € anche
possibile crioconservare a - 80°C direttamente i tubercoli, senza ricorrere all” isolamento dei
rizobi.

A livello ambientale le collezioni di microrganismi in laboratorio sono uno strumento fonda-
mentale nello sviluppo del lavoro di ricerca e infatti la stragrande maggioranza delle collezioni
attualmente esistenti in Italia possono infatti considerarsi come “collezioni da lavoro” ove i
microrganismi vengono conservati per esigenze di studio e non di propagazione e vendita.

Nel caso della conservazione della biodiversita microbica del suolo, in funzione della conser-
vazione della fertilita del suolo e delle sue funzioni legate ai servizi ecosistemici, questa va
tutelata e garantita attraverso l'attivazione di collezioni in situ-on farm. Sara il monitoraggio
in situ spazio-temporale a fornire indicazioni su eventuali modifiche a carico della della bio-
diversita microbica del suolo.

Nei capitoli di seguito riportati verranno fornite le metodologie da seguire.

Per quanto riguarda invece la conservazione di singoli ceppi microbici di interesse generaliz-
zato ¢ consigliabile attenersi ai protocolli internazionali quali ad esempio la Banca Mondiale
dei glomali o la ECCO per la descrizione delle quali si rimanda ai loro siti ufficiali.

3.2 Individuazione di protocolli standard di identificazione per macro-gruppi
microbici

Al momento esistono alcune procedure condivise per le operazioni di identificazione, ma
molti aspetti restano nell’ambito della discussione. Per elaborare procedure comuni nell'ambito del
Piano Nazionale per la Biodiversita Agraria & necessario effettuare scelte motivate sia da criteri scien-
tifici che applicativi. E” particolarmente importante la scelta fra sistemi radicalmente diversi quali,
ad esempio, I'identificazione monofasica (una singola analisi) o polifasica (una serie contemporanea
o successiva di analisi diverse). I protocolli attualmente in uso producono normalmente larghe messi
di dati di tassonomia-numerica da elaborare con analisi statistica multivariata o filogenetica. Tutto
cio rende necessaria la definizione dei sistemi di biostatistica e bioinformatica da impiegare.

Largomento della specie microbica, del suo significato, delle sue difficolta ed implicazioni e
stato trattato in precedenza. In questa sezione ci si occupera solo delle strategie e delle metodologie
per 'identificazione microbica.

Esistono due approcci fondamentali per I'identificazione: il monofazico ed il polibasico.
I1 primo si basa sull’uso esclusivo di una sola metodologia che sia in grado di discriminare fra specie,
almeno nell’ambito di un gruppo ben definito. Lapproccio polibasico si basa su un numero, talvolta
anche rilevante, di tecniche diverse che descrivano il ceppo da diversi punti di vista.

Lapproccio monobasico ¢ chiaramente meno sicuro del polibasico, ma indubitabilmente piu
rapido e meno costoso. Negli ultimi tempi si ritiene che sia conveniente identificare in maniera mo-
nobasica e poi proseguire con una caratterizzazione che sia la piti dettagliata possibile. Un ulteriore
vantaggio di sistemi monobasici ¢ che esistono database pubblici cui sottoporre i dati della tecnica
monobasica (sequenziamenti), ottenendo un’indicazione quantitativa della similarita genetica del
ceppo in oggetto con altri gia identificati.
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3.2.1 Identificazione polifasica morfo-fisiologica

a. Procarioti

Lidentificazione polifasica morfofisiologica dei procarioti ¢ stata completamente soppiantata
dall’avvento delle tecniche molecolari e quindi dalla caratterizzazione monobasica molecolare.

Molti infatti i limiti della caratterizzazione polibasica morfofisiologica.

o Non culturabilita del 99% dei microrganismi ambientali, ma recenti studi hanno anche di-
mostrato che nel caso dei microrganismi alimentali quelle che semplicisticamente venivano
individuate come vie metaboliche semplici (piruvato) rappresentano l’'espressione funzio-
nale di un insieme di vie metaboliche che hanno come marcatore finale il piruvato, ma che
in realta vengono sviluppate da una catena di reazioni metaboliche generate da differenti
popolazioni di microrganismi.

o Instabilita morfologica da parte di organismi isolati dal loro ambiente naturale e, se an-
che coltivabili, messi a riprodursi in completa assenza di tutti i cofattori che generalmente
ne determinano anche le caratteristiche morfologiche oltre che quelle funzionali. Esempio
classico ¢ la perdita di caratteristiche come la capacita di produrre antibiotici, oppure quella
di sporulare oppure ancora quella di possedere flagelli, ecc

 Ridondanza funzionale in natura molte funzioni vengono svolte da pill di una specie di mi-
crorganismo, questo comporta che soprattutto nel caso di piti organismi coltivabili che con-
corrono a svolgere la medesima funzione, ma con substrati diversi, che derivano da diffe-
renti nicchie metaboliche nella decadenza del metabolismo possono essere confusi o coperti
dalla prevalenza di altri organismi in grado in determinate condizioni edafiche semplifica
di prevalere gli uni sugli altri.

o Falsi positivi a causa della sensibilita degli strumenti di analisi, ancora legata molto alla
manualita, alle condizioni di asepsi ed ad altri fattori involontari che possono portare in-
quinamento alle colture cellulari e quindi modificarne la risposta analitica.

b. Eucarioti

Lidentificazione polifasica degli eucarioti presenta tre passaggi fondamentali di seguito
descritti.

o Analisi morfologica. Consiste nel raccogliere una serie di osservazioni macro e micro mor-
fologiche. Tali osservazioni vengono analizzate con chiavi dicotomiche o, piii raramente,
immesse in appositi software dio confronto con database. Tale analisi permette in molti casi
di giungere al livello di genere.

o Analisi fisologica. Consiste nel raccogliere informazioni sulla capacita di fermentare o assi-
milare diversi composti del Carbonio e dell’Azoto. Vengono inoltre rilevate le resistenze a
tutta una serie di egenti chimici o fisici. Anche tali osservazioni possono essere analizzate
come quelle morfologiche. In linea di principio con tali dati si puo giungere all’identifica-
zione a livello di specie. Una parziale automatizzazione di tale fase puo essere ottenuita con
'uso di kit in cui le varie fonti da saggiare sono contenute in piccoli pozzetti raccolti in un
apposito contenitore plastico.

o Analisi molecolare. Storicamente si € trattato di un’analisi di riassociazione nDNA:nDNA,
per ibridazione radioattiva o per spettrofotometria, fra il DNA genomico del ceppo in esame
e quello del ceppo tipo della specie di presumibile assegnazione. Tale tecnica, tutt’ora in uso
in taluni laboratori, fu un enorme passo in avanti negli anni 60 del secolo sciorso, ma ormai
pare obsoleta soprattutto in termini di rapporto costi benefici. Infatti tali riassoci azioni ri-
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chiedono elevate quantita di DNA e solo pochi ceppi all’anno possono essee identificati con
certezza.

In particolare, per i funghi del suolo il riconoscimento delle colonie fungine viene svolto sulla
base delle comuni chiavi tassonomiche (Ellis, 1971; Nelson et al. 1983; Burgess et al., 1988; Samson
and van Reenen-Hoekstra, 1988; Watanabe 2002; CMI descriptions) e, in molti casi, a conferma del
riconoscimento tassonomico, viene svolta ’'analisi del DNA da micelio o da cellule libere con 'uti-
lizzo di Kit specifici.

Anche se I'identificazione polifasica raggiunge un elevato livello di certezza tassonomica, ri-
sulta scarsamente compatibile con al caratteristiche dello studio della biodiversita, caratterizzato
dalla necessita di analizzare molte centinaia di ceppi in tempi brevi.

3.2.2 Identificazione monofasica molecolare (tratto dal manuale col.mi.a. www.cra-pav.it)

a. Procarioti

Riconoscimento dei batteri azotofizzatori aerobi

Lidentificazione dei batteri azotofissatori liberi isolati dal suolo viene eseguita per via mole-
colare attraverso:

« il sequenziamento del gene per il 16S rDNA

o il sequenziamento di una porzione del gene nifH per la nitrogenasi reduttasi, gene specifico
dei batteri azotofissatori liberi.

A partire dal DNA genomico, estratto dalle cellule batteriche attraverso il metodo detto del
CTAB (Ausubel et al., 1987), la porzione del 16S rDNA viene amplificata utilizzando primer specifici
(PO e P6) e, successivamente, sequenziata (Castaldini et al., 2005)

Riconoscimento dei rizobi

Il riconoscimento dei rizobi pud essere eseguito adottando mezzi biologici, biochimici
e/o molecolari.

L’identificazione con mezzi biologici consiste nell” eseguire test di nodulazione su una o piu
specie di leguminose al fine di individuare la specie ed, eventualmente, la sottospecie di apparte-
nenza del rizobio isolato. Questi test di nodulazione vengono eseguiti ricorrendo all’ allevamento di
piantine in vasi contenenti agriperlite sterile; queste piantine vengono ottenute dalla germinazione di
semi preventivamente sterilizzati con soluzione di ipoclorito di sodio al 2% e inoculati con il ceppo
batterico da identificare. Dopo circa uno-due mesi di crescita, vengono eseguiti i rilievi sulle radici
per verificare la presenza o meno di tubercoli. Il test di nodulazione presenta lo svantaggio di richie-
dere molto tempo ma fornisce indicazioni in merito all’ efficienza azotofissatrice dei ceppi.

L identificazione con mezzi biochimici si basa sul profilo catabolico mostrato dal ceppo batte-
rico da identificare, cioe dalla capacita o meno di utilizzare una serie di specifici composti organici.
Un sistema biochimico di identificazione semplice da utilizzare e che da risposta in un paio di giorni
¢ il BIOLOG. Questo sistema utilizza delle piastre, molto simili a quelle impiegate nei test ELISA,
nelle quali i 96 pozzetti contengono specifici substrati che, se catabolizzati dallo specifico ceppo da
identificare, assumono una colorazione violacea.

I metodi molecolari di identificazione dei rizobi si basano, come per la maggior parte dei bat-
teri, sulla reazione a catena della polimerasi (PCR). Primer specifici per i geni nod ABC sono stati di-
segnati per Rhizobium leguminosarum biovar viciae (Zhang et al., 2001)). Questo protocollo di PCR
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e sicuramente molto valido ma, purtroppo, permette I’identificazione soltanto di questa sottospecie.
Diversi altri metodi molecolari, universalmente usati per la caratterizzazione e I’identificazione dei
batteri, sono stati sviluppati anche per i rizobi.

Tra questi si ricordano I’ amplificazione del 16S rDNA, seguita dall’ analisi di restrizione
(ARDRA) o dal sequenziamento; I'amplificazione di specifici geni implicati nell’azotofissazione, se-
guita dalla restrizione o dal sequenziamento ecc. Tuttavia, questi metodi sono abbastanza laboriosi
nell’ interpretazione dei risultati e, pertanto, non molto adatti ad essere applicati nell” identificazione
routinaria.

b. Eucarioti

Lidentificazione monobasica dei funghi segue il protocollo pubblicato da Kurtzman e Robnett
nel 1998 (Articolo LO nella tabella dei metodi), basato sull’'amplificazione mediante PCR del dominio
D1/D2 del DNA codificante per il RNA ribosomale 26S. Tale amplicone viene poi sequenziato nelle
due direzioni e la sequenza & comparata con le altre presenti nel database GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Si riteiene che un ceppo appartenga ad una specie nota quando l'omo-
logia fra le due sequenze ¢ uguale o superiore al 99%.

Esistono lavori che dimostrano come talvolta tale identificazione non sia sufficientemente
accurata, ma nella maggior parte dei casi ¢ possibile con essa risalire alla classificazione corrente.

3.3 Individuazione di protocolli standard di caratterizzazione dei
raggruppamenti sub specifici (varieta, ceppi, popolazioni)

Le stesse indicazioni per l'obiettivo O2.2 sono riferibili all’obiettivo O2.3 con la differenza
che i marcatori fenotipici sono piu largamente impiegati nella caratterizzazione che nell’identifica-
zione. numerosissimi descrittori molecolari di caratterizzazione sono stati proposti nei vari gruppi
microbici. Le relative procedure saranno scelte dopo averne vagliato criticamente costi e benefici.

3.3.1 Caratterizzazione fisiologica

La caratterizzazione fisiologica si distingue dall’identificazione polifasica con metodi fisiolo-
gici per due motivi principali. Nella caratterizzazione si cercano caratteri variabili entro specie, men-
tre nell’identificazione venivano cercati caratteri stabili e costanti entro specie. Ancor pil rilevante
il fatto che la caratterizzazione fisiologica impiega caratteri quantitativi legati, di solito, alle possibili
applicazioni tecnologiche. Da questo punto di vista la caratterizzazione fisiologica risulta un sistema
potente per ottenere informazioni preziose relative all’effettiva utilizzabilita dei microrganismi. Va
qui sottolineato che la biodiversita non va salvata solo in funzione della sua applicazione e ancor
meno dell’applicabilita diretta ed immediata. Le ragioni sono che anche nell’ambito dell’applica-
zione della biodiversita ¢ quanto mai probabile che caratteristiche attualmente non utilizzabili o lo
divengano in seguito. Ancor piu importante ¢ il fatto che la biodiversita si ¢ formata e sviluppata in
funzione dell’ecosistema globale e non delle sole necessita umane per cui la sua importanza va oltre
le frontiere della mera applicazione. Allo stesso tempo ¢ innegabile che molti fondi, anche pubblici,
per la biodiversita puntino alla sua valorizzazione. Da queste brevi considerazioni deriva I'importan-
za di preservare la biodiversita anche al di la’ degli interessi applicativi immediati. In questo delicato
equilibrio fra le istanze naturalistiche e quelle applicative, i marcatori fisiologici giuocano un ruolo
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chiave in quanto ¢ in funzione della fisiologia microbica che di solito si decide che un certo ceppo ¢

interessante e va preservato. Ne consegue che una caratterizzazione fisiologica ¢ importante, ma non

dovrebbe essere necessariamente impiegata come sistema per scartare organismi fisiologicamente

poco interessanti nella visone applicativa attuale.

a.

Procarioti

La caratterizzazione fisologica dei procarioti segue gli stessi principi di quella degli eucarioti,
descritta di seguito.

b. Eucarioti

Sistemi di caratterizzazione

I sistemi di caratterizzazione fisiologica coprono un ambito vastissimo di possibili analisi. Qui

di seguito riportiamo solo una lista assolutamente non esaustiva con alcune potenziali ambiti appli-
cativi per i quali tali caratteri risultino utili.

Capacita produttiva specifica. E il caso dell’etanolo dei lieviti da fermentazione per scopi
alimentari (vino, birra, sake) o per scopi industriali. E* anche il caso dei microrganismi me-
tanigeni.

Capacita produttiva generica. E il caso della produzione di biomassa, come, ad esempio
quella dei lieviti impiegati per produrre estratto di lievito.

Capacita di biotrasformazione. E il caso di tutti quei microrganismi capaci di trasformare
un substrarto in un composto specifico senza impiegare sistemi chimici. Tale proprieta puo
essere assolutamente specifica o anche generica, come nel caso di certe capacita idrolitiche di
substrati complessi.

Resistenza. La resistenza a diverse situazioni ambientali (temperatura, pH, salinita, caren-
za di N etc.) & un carattere importante sia per comprenderne i meccanismi, spesso ancora
poco chiari e comunque complessi, sia per avere a disposizione microrganismi per svariati
utilizzi quali ad esempio la bio-depurazione (bioremediation). Infatti per depurare acque di
conceria si cercheranno organismi resistenti al cromo, ai fenoli e alla salinita e cosi via.

Tutte queste categorie di funzioni fisiologiche possono essere analizzate con una grande quan-

tita di saggi, spesso messi a punto ad hoc. In ogni caso i saggi possono essere suddivisi in quattro
categorie:

P,

Saggi di produzione. Sono tutti saggi in cui si pone il microrganismo in uno specifico sub-
strato misurandone la conversione in un prodotto o in una gamma di prodotti.

Saggi di resistenza. Sono tutti i saggi in cui il microrganismo viene posto a contatto con
dosi crescenti (per tempo di contatto o di concentrazione) di agenti stressanti di origine
chimica, fisica o biologica. La riduzione di crescita che ne deriva ¢ una misura diretta della
suscettibilita all’agente in questione.

Saggi di specificita. Sono tutti saggi in cui si valuta se il microrganismo sia capace di cre-
scere o di degradare o di assorbire specificamente un particolare composto.

Saggi di antibiosi. Sono i saggi in cui si verifica se i microrganismi a livello di presenza
cellulare o a livello di estratto acellulare contengano agenti capaci di inibire altri organismi
e in particolare altri microrganismi.
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3.3.2 Caratterizzazione molecolare

1. AFLP

Polimorfismo della lunghezza dei frammenti amplificati per PCR (Amplified Fragments
Length Polimorphism) ¢ uno strumento basato sulla PCR utilizzate nella ricerca genetica,
nel DNA fingerprinting, e nel monitoraggio . Sviluppato nei primi anni del 1990 da Keygene
(1], ' AFLP utilizza due enzimi di restrizione per digerire il DNA genomico, i frammenti
vengono poi legati (ligation) ad adattatori appositi. Un sottoinsieme dei frammenti di restri-
zione € quindi selezionata per essere amplificato. Questa selezione ¢ realizzata usando primer
complementari alla sequenza adattatore, ovvero la sequenza del sito di restrizione e di pochi
nucleotidi all’interno del frammento del sito di restrizione. I frammenti amplificati sono vi-
sualizzati su gel di poliacrilamide denaturante attraverso metodologie autoradiografiche o a
fluorescenza.

2. ARDRA

LARDRA (Amplified rDNA (Ribosomal DNA) Restriction Analysis ) ¢ un’estensione della tec-
nica del RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) per il gene che codifica per una
parte delRNA ribosomiale microbico. La tecnica comporta I'amplificazione PCR con primer
delle regioni conservate alle estremita del gene, seguita da digestione con enzimi di restrizione
“tetra cutter”.

I profili di bandeggi ARDRA sono spesso usati per de replicare gli isolati prima del sequen-
ziamento del rDNA.

3. ARISA

LARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) ¢ una tecnica di fingerprint mo-
lecolare appliacto alle comunita microbiche basato sul polimorfismo di lunghezza delle regio-
ni spaziatrici dell’'operone rRNA (ITS) . I frammenti sono marcati al terminale 5" e soggetti a
corsa in un sequenziatore automatico.

La tecnica si basa sul fatto che anche gli ITS , come i 16S rRNA e 26S rRNA, sono in copia
multipla. Inoltre, gli TS sono molto piu variabili dei geni dell’operone codificanti per le varie
sub unita di RNA ribosomale.

4. FAME

La tecnica FAME (Fatty acid methyl esther) si basa sulla separazione gascromatografica degli
esteri di acidi grassi. Puo essere effettuata su coltura pura o per definire popolazioni complesse.

5. iSSR

La tecnica iSSR (intra Short sequence Repeat) ¢ sostanzialmente simile ad un RAPD in cui i
primer sono costituiti da sequenze micro satellitari (es GACA GACA GACA GACA, indicato
come GACA4). Questo fatto permette di innalzare la Tm e quindi la temperatura di annealing
della PCR producendo risultati piu ripetibili di quelli del RAPD.

6. DGGE/TGGE

Queste due tecniche (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis o Temperature Gradient Gel
Electrophoresis) sono finalizzate a stimare il numero di specie partendo dal DNA metageno-
mico estratto da comunita microbiche complesse. Le sequenze non vengono separate in base
al loro peso molecolare, ma piuttosto per la loro composizione complessiva e in particolare di
alcuni siti. Infatti, le sequenze ricche di G e di C si denaturatno meno di quelle con A e T in
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presenza di agenti alcalini e caotropici come I'urea (DGGE) o per effetto della temperatura
(TGGE). Gli ampliconi vengono sottoposti a queste particolari elettroforesi da cui risultano
sostanzialmente tante bande distinte quante sono le specie presenti nella comunita.

Per I’estrazione di DNA da suolo, il suolo essiccato e vagliato a 2 mm viene conservato a - 40°C
o a temperature inferiori. Lestrazione del DNA viene svolta con I'utilizzo dei kit per estrazione
di DNA da suolo, utilizzando le istruzioni della ditta fornitrice. Il DNA estratto viene ampli-
ficato con primer specifici per il 16S rDNA e gli amplificati vengono clonati direttamente o
previa separazione mediante Denaturino Gradient Gel Electrophoresis (DGGE).

I frammenti provenienti dalla scelta random dei cloni o dalle bande elettroforetiche pil si-
gnificative vengono sequenziali, come descritto in Castadini et al. (2005); la collocazione tas-
sonomica degli organismi viene poi eseguita per comparazione con il database di sequenze
nucleotidiche disponibile in web (GenBank).

7. MICROARRAY

L'uso dei microarray & nato per definire con un solo esperimento l’attivazione o la disattivazio-
ne trascrizionale di tutti i geni di un genoma.

Successivamente, sono stati prodotti vetrini di microarray “tassonomici” contenenti sequenze
di specie ben note, per cui quando tali vetrini vengono ibridati con DNA metagenomico mar-
cato si evidenzieranno gli “spot” su cui sono stati deposti i DNA specifici delle specie presenti
nella comunita. Il limite di tale sistema & I'incapacita di rilevare o anche di indicare la presenza
nella comunita microbica di specie non considerate nel microarray.

Altro problema ¢ determinare e ritrovare sequenze specie specifiche da impiegare nella pro-
duzione del vetrino.

8. RAPD

La metodologia RAPD (Randomly Ampliefied Polymorphic DNA) si basa sull’amplificazione
casuale di frammenti di DNA con un solo primer abbastanza corto da potersi ibridare fre-
quentemente nel genoma. La tecnica puo essere effettuata in “multiplex” impiegando piu di
un primer in modo da aumentare il numero di bande ottenibili in ogni corsa elettroforetica.

I1 RAPD ¢ stata una delle prime tecniche di caratterizzazione ceppo specifica ed é tuttora im-
piegato, anche se la ripetibilita della tecnica non ¢ elevatissima.

9. RFLP

Questo approccio (Restriction Fragment Length Polymorphism) si basa su una serie di tecni-
che che mirano ad evidenziare la posizione di specifici enzimi di restrizione lungo il gene. Si
hanno tre forme particolari di RFLP:

« restrizione diretta del DNA genomico e corsa su gel d’agarosio colorato con Etidio Bromuro
(funziona solo per geni in copia multipla come quelli del rRNA)

o elettroforesi del DNA genomico ristretto e rilievo delle bande specifiche mediante sonde
marcate (tecnica del Souther Blot)

« Amplificazione PCR del gene da studiare seguita da restrizione e corsa su gel d’agarosio. Un
caso particolare di questa tecnica ¢ 'TARDRA.

10. Sequenziamento

Il sequenziamento di regioni particolarmente discriminanti a livello di specie (16S nei batteri
e 26S nei funghi) o a livello di ceppo (ITS) ¢ lo strumento per I'identificazione monofasica e
per una caratterizzazione molto particolareggiata a livello di ceppo. Si effettua 'amplifica-
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zione delle sequenze marcatrici e poi si sottopongono immediatamente a sequenziamento su
entrambi i filamenti.

11. SSR

Questa tecnica (Short Seequence Repeat) chiamata anche analisi micro satellitare si basa sul
fatto che molte regiooni del genoma contengono numeri variabili di brevi sequenze, per cui
alleli diversi risultano essere caratterizzati da lunghezze diverse, rilevabili con gli apparati di
sequenziamento.

12. T-RFLP

Come la DGGE e la TGGE, la T-RFLP (Terminal RFLP) ¢ una tecnica finalizzata alla stima del
numero di specie diverse in comunita microbiche. Si effettua di solito amplificando la regione
16S 0 26S con i normali primer, di cui uno fluorescinato.Dopo restrizione con enzimi a taglio
frequente si sottopone il preparato a migrazione in un apparato da sequenziamento.

Specie diverse di solito esibiscono siti diversi di restrizione nelle zone sopra dette, per cui
dalla presenza di bande di lunghezza diversa si puo desumere il numero delle specie presenti.
I metodi sopra riportati sono applicabili alla caratterizzazione o all’identificazione dei vari
microrganismi procarioti o eucarioti di interesse agroalimentare e ambientale.

Le tabelle nella parte finale di questo capitolo riportano i collegamenti ipertestuali a vario
articoli a seconda della combinazione fra tecnica e ambito applicativo o fra tecnica e tipo di
organismo da studiare. Ulteriori approfondimenti possono essere trovati sia nella sezione “ul-
teriori letture” sia nel manuale “Metodi di analisi Molecolare per lo studio dei microrganismi

del suolo” a cura della Societa Italiana Scienza del Suolo (SISS) e del MiPAF.

TABELLA 9 - Metodi di identificazione monofasica e caratterizzazione molecolare

Funzione Batteri Lieviti e Muffe
rDNA identificazione B0, BOO LO
AFLP caratterizzazione B1,B2, B3, B4, B7 L1,L2,L3,L4,L5,L39
ARDRA caratterizzazione B6, B8, B9,B10,B11,B12,B13 L6,L7,L8,L9,L10
ARISA caratterizzazione B20,B21,B22,B23 L12,L13,L28, L29,
PFGE caratterizzazione B3 L11
DGGE caratterizzazione B12,B29 L9,

DNA mitocondriale

caratterizzazione

L17,L20, L25,126,L27,L37,1L38

FAME

caratterizzazione

B15,B16,B17,B18,

122,123, L24,

Interdelta seq

caratterizzazione

L15,L17,L18,L19, L20, L21,

iSSR caratterizzazione B5,B19, L8, L14,L15, L16, L30,
ITS caratterizzazione B3 L4
microarray caratterizzazione B24, B30 L41, L42
RAPD caratterizzazione B3, B4, B6, B14, B19,B25,B26,B27 L15,L31,L32,L33, L34, 135,139
RFLP caratterizzazione B33, B34 L17,1L36, L37,L38
SSR caratterizzazione B32 L19,L33,L39, L40
T-RFLP caratterizzazione B28, B29, B31 L43
S SR
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TABELLA 10 - Metodi di identificazione monofasica e caratterizzazione molecolare

Funzione Vino Formaggi Salumi Panee Prodotti Suolo
e birra e latticini pr. forno vegetali etc.
rDNA identificazione L0,B0,BOO  LO,BO,BOO LO,BO,BOO LO,BO,BOO LO,BO,BOO LO,BO,BOO
. . L1,L2,B7, L3, B3, L4,
AFLP caratterizzazione 139 B14 B1 B2, L4 B4, L5
ARDRA caratterizzazione BG,;Q(; L8, L7,B11 B12,L9 B13,L10 B8, L6,
ARISA caratterizzazione
PFGE caratterizzazione L11 B3 L11 L11
DGGE caratterizzazione B12,L9 B29
DNA X caratterizzazione L27,L37 L38
mitocondriale
. . B18, L22,
FAME caratterizzazione L24,
Interdeltaseq caratterizzazione L15’II:;(7)’ L19, L21,
iSSR caratterizzazione B5
ITS caratterizzazione L8,L15 B3
microarray caratterizzazione L42 B30
. . B6, L32, B27,
RAPD caratterizzazione 133, 139, L35 B3, B26 L31,B25 B4, L34
RFLP caratterizzazione L15,L36,L37 L38,B33 B33 B34
. . L19, L33,
SSR caratterizzazione 139, L40
T-RFLP caratterizzazione B28 B31 B29, B31
. -
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4. Linee guida per la conservazione dei
microrganismi

IN QUESTO CAPITOLO

In questo capitolo saranno presentate le tre strategie fondamentali per la conservazione della biodiver-
sita microbiologica di interesse agroalimentare ed ambientale con un’analisi critica delle motivazioni
per adottarle. Particolare cura sara prestata agli effetti delle varie forme di conservazione sulla struttura
genetica dei materiali conservati. Cottimizzazione delle procedure per mettere in essere tali progetti di
conservazione e un’analisi critica delle modalita attualmente in uso, saranno presentati nella seconda

parte del capitolo.

4.1 Analisicritica dei sistemi di conservazione microbica

Come qualsiasi altro organismo, anche i microbi possono essere conservati nello stesso posto
dove risiedono e da dove verrebbero isolati (in situ), oppure in apposite collezioni (ex situ).

Per i microrganismi ad uso agro-industriale ¢ possibile applicare una forma intermedia che potrem-
mo denominare “in factory”, simile all’ "on farm” di piante ed animali.

A ciascun sistema sono associati vantaggi e svantaggi, inoltre le particolari tipologie di microrgani-
smi possono prestarsi 0 meno ai diversi tipi di conservazione. Di seguito vengono riportate alcune
considerazioni sui tre sistemi di conservazione.

A. Conservazione ex situ

Breve rassegna storica dei sistemi di conservazione microbica

La conservazione ex situ € stata la prima forma di preservazione della diversita microbi-
ca molto tempo prima dei trattati sulla biodiversita e della nascita di una sensibilita in questo
senso.

Dalla seconda meta del XIX secolo i microbiologi hanno avviato a conservare le colture
che ottenevano.

I primi tentativi avvennero in terreno liquido, solo piu tardi si pote passare a terreni so-
lidificati. Per I’inizio del XX secolo era stata messa a punto la tecnica del tubo con il terreno
solidificato “a becco di clarino” (ottenuto facendo solidificare il terreno in un tubo posto in
posizione quasi orizzontale) e chiuso da tappo di cotone cardato.

Solo dopo il secondo dopoguerra si diffuse la refrigerazione ed anche la liofilizzazione.
Il congelamento a bassissime temperature in azoto liquido o a -80°C si resero disponibili solo
verso la fine del secolo scorso ed adesso sono considerate fra le pit valide e diffuse.

Questa breve storia del mantenimento della coltura é funzionale a due aspetti: capire le di-
verse tipologie di conservazione e comprendere che le tecnologie connesse sono ancora in fieri.

Collezioni

Le collezioni microbiche permettono il mantenimento ex situ delle risorse genetiche microbi-
che (coltivabili) isolate sottoforma di ceppi distinti e possibilmente ben descritti.



Si possono distinguere diversi tipi di collezioni in base alle finalita che si propongono:

Collezioni tassonomiche. Si tratta di collezioni che raccolgono ceppi di specie e comunque
ceppi di varia derivazione, ma comunque identificati a livello di specie in maniera inequivo-
cabile secondo gli standard del momento.

Collezioni brevettuali. Queste collezioni raccolgono ceppi naturali, ingegnerizzati e sog-
getti a miglioramento genetico su cui sussistono rivendicazioni brevettuali.

Collezioni di lavoro. Ogni laboratorio tende a mantenere i ceppi isolati e studiati per tutto
il tempo del loro impiego. Lavvento dei sistemi di crioconservazione ha incoraggiato il man-
tenimento di tali colture anche per tempi pitt lunghi.

Collezioni di Servizio. Si tratta di collezioni tassonomiche con disponibilita a fornire ser-
vizi di mantenimento, identificazioni, etc.

Collezioni applicative e settoriali. Si tratta di collezioni per settori specifici (fitopatologico,
alimentare, ambientale, etc. e possibilmente finalizzate al mantenimento della biodivrsita e
alla sua reintroduzione. Tali collezioni debbono minimizzare la selezione indotta dall’isola-
mento e dal mantenimento in laboratorio e in collezione. Queste collezioni sono particolar-

mente finalizzate al binomio “conservazione e valorizzazione”.

Box 2 - Collezioni di microrganismi di interesse agrario, industriale ed ambientale
delCRA

Attraverso il sito www.cra-pav.it & possibile collegarsi alla Banca dati Col.Mi.A. che raccoglie tutte le sche-
de descrittive dei microrganismi conservati in collezione presso le diverse strutture di ricerca del CRA.

La Banca dati Col.Mi.A., finanziata dal Mipaaf, nasce nell’ambito delle iniziative intraprese per la conser-
vazione delle risorse genetiche di interesse agrario.

La Banca dati riguarda tre diversi comparti:
Microrganismi fitopatogeni

Microrganismi alimentari

Microrganismi del suolo

La Banca dati ¢ gestita dal Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale, mentre le singole collezioni sono
conservate nelle differenti strutture del CRA.

Nell'ambito del progetto Col.Mi.A. sono state redatte “linee guida per la conservazione in collezione
di microrganismi di interesse agrario” al fine di uniformare le procedure e poter acquisire standard di
qualita nella conservazione validi a livello europeo in una prima approssimazione, per tenedere a livello
di standard mondiale successivamente. Le linee guida sulla conservazione sono anche esse riportate sul
sito del CRA-PAV.

La coltura pura: forza e limite della conservazione ex situ

Fondamentale aspetto della conservazione ex situ ¢ il concetto di tenere fuori dall’ambiente

d’origine una frazione specifica di tutta la biodiversita per conservarla e poi, magari riutilizzarla.

Tale strategia & stata di grande efficacia in tutti i casi in cui il microrganismo agisca come

una coltura pura nel suo ambiente di prelievo. Due casi paradigmatici sono le colture patogene e le
colture di alcune trasformazioni alimentare. Trascurando le prime, che in certi casi sono delle vere
colture pure in certi distretti infetti, passiamo a considerare le colture industriali. Forse non ¢ un
caso che la messa a punto definitiva della coltura pura sia stata attribuita a Emil Christian Hansen
che operava in ambito birrario. La birra viene ottenuta da un mosto di malto virtualmente sterile per
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via dell’alta temperatura impiegata, ne consegue che le colture di Saccharomyces cerevisiae o S. pasto-
rianus inoculate in esso agiscano da colture pure vere e proprie. Meno definita ¢ la situazione della
fermentazione vinaria controllata, infatti in questa si riduce la vitalita di batteri e lieviti apiculati con
'uso dell’anidride solforosa e dei metabisolfiti, ma non si raggiunge mai una vera e propria sterilita,
per cui la coltura starter di S. cerevisiae deve comunque interagire con altre specie o con altri ceppi
della sua stessa specie, sia pure da una posizione di vantaggio per 'alto numero di cellule dell’ino-
culo rispetto alle cellule naturalmente presenti, per di piti inattivate dai bisolfiti. Nel latte si hanno
situazioni che spaziano da quelle della birra a quelle del vino per la prima parte della fermentazione
e maturazione dei formaggi. I formaggi pastorizzati si comportano tendenzialmente come la birra,
viceversa quelli da latte crudo. Resta il fatto che il latte € comunque un ambiente complesso e molto
appetito da una gran quantita di microrganismi, per cui si instaurano in esso e soprattutto sulla sua
superficie tutta una serie di interazioni alcune molto interessanti ed utili sia dal punto di vista della
sicurezza alimentare che della qualita del prodotto.

La situazione microbiologica dei salumi ¢ molto meno nota di quella dei formaggi, ma esistono
sia tecnologie che prevedono massicci inoculi, sia metodi che confidano nell’inoculo naturale pre-
sente nei laboratori e che si sviluppa nei tempi di stagionatura. In generale ¢ difficile immaginare la
maggior parte dei salumi come soggetti a colture pure.

La produzione del pane ha profili simili a quelli del formaggio, ma per ragioni diverse, si spa-
zia infatti dall’'uso delle colture madri (pasta acida o sourdough) in cui esiste una congerie di microbi
anche molto diversi fra di loro, ai pani ottenuti con notevoli aggiunte di lievito di birra (S. cerevisiae)
all'impasto. In questa seconda tecnologia si ottiene una coltura quasi pura in quanto si ha un inoculo
massiccio, ma non ¢ stata effettuata alcuna forma di inibizione o sterilizzazione delle farine e degli
altri ingredienti prima dell’'impasto.

Questa disamina necessariamente sommaria delle tipologie di colture che agiscono nel settore
agroalimentare. Ne emerge che le situazioni in cui prevalga la coltura pura non sono la totalita. Va
anche aggiunto che I'uso di starter “puri” si e diffuso soprattutto in conseguenza dello sviluppo della
coltura pura e della nascita di collezioni di collezioni di colture pure. Ne deriva una considerazione
sul fatto che la prima stagione della conservazione della biodiversita ha portato alla diffusione di
sistemi a coltura singola o prevalente, modificando le tipologie produttive e la stessa biodiversita
microbica alimentare. Il fatto che si abbiano difficolta a trovare siti incontaminati da colture pure
(prevalentemente commerciali) € una testimonianza dell’impatto avuto dalla conservazione ex situ
sulla biodiversita microbica. Paradossalmente, queste prime attivita sulla biodiversita hanno avuto il
merito di elucidarne molti aspetti e di mettere in salvo alcune colture di pregio, ma erano basate su
un concetto di selezione spinta che ha inevitabilmente ridotto la biodiversita microbica, specialmen-
te agroalimentare, disponibile.

Una considerazione finale va fatta sulla sostenibilita delle collezioni dal punto di vista dei costi
energetici. Molti enti, infatti lamentano un’eccessiva spesa per il mantenimento delle collezioni che
racchiudono, come detto, solo circa I'l o 2% della biodiversita totale. Questi due dati di fatto, costi
elevati e bassa capacita di isolamento delle specie, porta alla conclusione che ¢ probabilmente saggio
effettuare anche conservazione dei substrati in foto da lasciare alle future generazioni che, magari,
sapranno isolarne e studiarne meglio la microflora. Questa operazione permetterebbe di ridurre
drasticamente i costi di conservazione a lungo termine, ma richiede un attenta ricerca per stabilire le
condizioni migliori di conservazione dei substrati per periodi lunghi o lunghissimi.

B. Conservazione “in factory”

La biodiversita microbica agroalimentare si & sviluppata quasi sicuramente nei siti di trasfor-
mazione, anche primitivi in cui venivano effettuate le prime rudimentali operazioni per trasformare
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e conservare le derrate alimentari. Il fatto che molta bibliografia sottolinei la presenza, ma a bassa
densita, di S. cerevisiae in natura, mentre esso € presente ad alte concentrazioni in ambienti di canti-
na, ¢ una delle tante evidenze che suggeriscono come lo sviluppo del lievito sia fortemente legato al
suo inconsapevole utilizzo nelle trasformazioni dei succhi zuccherini fermentati. In generale, va ri-
cordato che la trasformazione, anche nelle sue forme piu semplici, comporta masse di prodotto man-
tenuto in qualche modo isolato dal resto dell’ambiente, in cui si sviluppano alcuni ceppi microbici a
densita elevatissime che spesso superano i 10° cellule mL". A fronte di alcune miglia glia di cellule per
grammo di substrato negli ambienti naturali, le densita delle fermentazioni alimentari sono quindi di
circa4 o 5 ordini di grandezza superiori. E proprio questa differenza di concentrazione che sottolinea
I'importanza delle strutture di trasformazione nello sviluppo e nel mantenimento della biodiversita.
Di fatto la singola struttura produttiva non presenta necessariamente una biodiversita elevatissima
a livello di ceppo perché tutta una serie di operazioni hanno portato ad una inconsapevole selezione
massale da cui emergevano pochi stipiti. Tali operazioni sono il riutilizzo delle “madri” che hanno
dato buoni prodotti (come per molti passiti tradizionali e per gli aceti), il riutilizzo delle “botti buone”,
ovvero di quelle in cui si produceva il miglior vino, ma anche il lavaggio accuratissimo, la disinfezio-
ne e, in ultima istanza, lo smantellamento delle botti da cui era stato ottenuto un cattivo prodotto.

I1 fatto che nei singoli siti di trasformazione ci sia una biodiversita non necessariamente ele-
vatissima, puo anche essere dovuto in taluni casi alla limitazione dei mezzi con cui tale biodiversita
¢ stata rilevata e poi caratterizzata. In ogni caso l'aspetto fondamentale da sottolineare ¢ il fatto che
nelle zone di produzione tipica la biodiversita ¢ elevata soprattutto considerando i tanti piccoli e di-
versi impianti dio produzione, come le molte cantine che letteralmente tappezzavano le zone vitivini-
cole o i piccoli caseifici sparsi per monti e colline.La complessa orografia del nostro territorio ha poi
favorito lo sviluppo di specificita, magari in valli attigue, con un ovvio incremento della biodiversita.

Da questi aspetti geografici, socio-politici e di coltura locale (compreso il tanto maltrattato
“campanilismo”) si € originata la biodiversita microbica agroalimentare. Molta di questa biodiversita
e restata nei singoli impianti e tutt’ora potrebbe essere mantenuta in essi.

Al momento attuale, mantenere la biodiversita nel proprio impianto significa sostanzialmente
applicare tutte le attenzioni per evitare contaminazioni massicce da ceppi contaminanti, senza im-
pedire, pero, I'eventuale evoluzione del corredo microbico dell’impianto stesso. Poiché questa evolu-
zione non ¢ necessariamente positiva dal punto di vista qualitativo, sara opportuno mettere in atto
strategie che possano al contempo salvare la biodiversita, ma anche i produttori che ad essa affidano
il proprio lavoro.

C. Conservazione in situ

Nel caso dei microrganismi del suolo la conservazione ex situ, cioé in laboratorio, rappresenta
solo una piccolissima parte della realta ambientale. Infatti come ¢ noto solo 1'1% della popolazione
microbica del suolo, la popolazione che attivamente contribuisce al mantenimento delle funzioni del
suolo e della sua fertilita, & attualmente coltivabile. Questo comporta che solo per '1% dei principali
artefici della vita nel suolo puo essere isolata e conservata in collezioni ex situ. Cio non toglie che le
tecniche di conservazione descritte non siano utili ed interessanti per conservare e studiare ex situ
organismi riconosciuti artefici di un determinato processo od azione.

Per la biodiversita correlata alle funzioni del suolo ed alla sua fertilita &€ importante invece
andare ad operare la conservazione in situ, come descritto nel capitolo apposito. Inoltre nel caso del
presente lavoro sara ancora meglio andare ad operare una conservazione di tipo ecosistemico, cio¢
analizzare e monitorare i microrganismi in relazione alle colture ed al loro ambiente di coltivazione.

Cos’¢ la conservazione della biodiversita a livello ecosistemi. E lo studio e la conseguente va-
lutazione della biodiversita microbica associata ad una determinata coltura o specie vegetale. E noto
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dalla letteratura che ogni specie vegetale rilascia nel suolo, in funzione anche delle caratteristiche
pedoclimatiche ed ambientali, essudati radicali, che selezioneranno una determinata popolazione
microbica. Si verranno a creare dei microambienti edafici che costituiranno reti trofiche specifiche
associate alla pianta. Questo comporta che soprattutto nel caso delle specie vegetali tipiche o a ri-
schio erosione una conservazione del solo germoplasma vegetale ex situ, potrebbe non garantire il
desiderato risultato di conservazione.

E ormai noto da tempo che alla diminuzione della sostanza organica sono direttamente le-
gati sia la diminuzione della massa microbica che la perdita di biodiversita, nonché di funzionalita
dei suoli. 11 fattore principale della degradazione dei suoli agrari ¢ la progressiva diminuzione della
sostanza organica tanto che I’European Soil Bureau stima che i tre quarti dei suoli dell’Europa meri-
dionale hanno un contenuto di sostanza organica inferiore all’1,7%.

La diversita microbica ¢ stata ampiamente correlata alla gestione dei suoli, pertanto le comu-
nita batteriche, essendo le piu rappresentate, sono state anche le piu studiate per prevedere la ferti-
lita dei suoli agrari; meno studiati, invece, sono stati i funghi del suolo, benché essi rappresentino
buona parte della massa microbica, siano coinvolti in processi fondamentali come la degradazione
dei residui organici ed abbiano un ruolo primario nella ‘C sequestration’. Lostacolo principale che
ha limitato le ricerche in questo settore ¢ sempre stata la scarsa propensione dei microrganismi del
suolo a crescere in vitro (coltivabile), rendendo di fatto impossibile studiarli. La possibilita di studiare
le comunita microbiche del suolo a partire dagli acidi nucleici, grazie alle nuove tecniche molecolari,
che permettono una caratterizzazione anche degli organismi non coltivabili superando le difficolta
legate al riconoscimento microbiologico tradizionale, rendono possibile la caratterizzazione tanto
dal punto di vista qualitativo che quantitativo delle comunita microbiche. Questo permette di calco-
lare, con maggiore facilita rispetto al passato, gli indici di diversita microbica dei sistemi agrari con
la possibilita di poterli applicare anche per il monitoraggio della biodiversita.

Le comunita batteriche e fungine hanno funzionalita e distribuzione diverse nei suoli, con un
rapporto diverso nei confronto delle piante, pertanto la “lettura” di un sistema agricolo attraverso
questi due indicatori microbici permette un approccio completo allo studio della ecologia microbica
dei suoli agrari.

Aglio rosso di Proceno (VT) (foto di B. Pennelli): sito di conservazione ecosistemica
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Collezione ARSIAL di olivo varieta Sirole, Montopoli Sabina (RI)
(foto di B. Pennelli): sito di conservazione ecosistemica

Varieta locali di fagiolo della Valle dell’Aniene, Vallepietra (RM)
(foto di B. Pennelli): sito di conservazione ecosistemica
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4.2 Ottimizzazione dei protocolli di conservazione in collezione (ex situ),
in factory e in situ

A. Ottimizzazione conservazione ex situ

La conservazione ex situ, o in collezione microbica, presenta i vantaggi e i limiti indicati pre-
cedentemente. Lottimizzazione dei protocolli di conservazione deve considerare i seguenti principi:

1.

Limitare al massimo la selezione delle popolazioni complesse in fase di isolamento.

Si ottiene impiegando terreni di isolamento il piti possibile universali ed evitando
l’arricchimento. In caso si sia interessati ad una forma di biodiversita non prevalente
nel terreno & opportuno ricorrere a terreni o condizioni selettive. L'uso di terreni
di coltura liquidi andrebbe comunque evitato per ridurre la competizione fra colture
a diversa fitness nelle particolari condizioni colturali.

Limitareicambiamentidellacolturaindottidaunterrenocolturalenecessariamente
diverso dalle condizioni ambientali del substrato da cui il microbo ¢ stato isolato.

Si ottiene mantenendo le colture su terreni di isolamento solo per il tempo
strettamente necessario alle operazioni di isolamento

Anteporre la conservazione alla piena caratterizzazione della coltura

Consiste nel congelare a —80°C le colture subito dopo il secondo re-isolamento, al
caso si puo congelare addirittura dopo il primo isolamento, procedere al re-isola-
mento ed eventualmente congelare la coltura da secondo isolamento. Certe carat-
teristiche quali la presenza di capsula o la capacita di scorificare vengono perse in
maniera massiccia dopo poche generazioni in terreni da laboratorio.

Accertamento della purezza microbiologica della coltura

Si effettua con accurate osservazioni macro e microscopiche. In caso di dubbio si
procede ad un nuovo isolamento. D’altra parte non va dimenticato il naturale
polimorfismo di molte specie.

Mantenimento della coltura in condizioni in grado di minimizzare eventuali
mutazioni

Il mantenimento dovrebbe essere effettuato direttamente in azoto liquido o a -80°C,
evitando prolungati mantenimenti in coltura.

Provvedere ad un’identificazione affidabile

A seconda della tecnica prevalente & opportuno procedere all’identificazione con
sistemi inequivocabili, anche se spesso di carattere tipicamente nominalista
e tipologico.

Effettuare dereplicazioni in grado di limitare la ridondanza delle collezioni

La dereplicazione ¢ l'operazione che permette di riunire ceppi identici in un unico
gruppo. Di solito si mantiene uno o pochissimi isolati per gruppo e si scartano gli
altri, considerati copie identiche. Le tecniche di de replicazioni includono tutti
i sistemi di caratterizzazione molecolari descritti nell'obiettivo 2 e le tecniche di
fingerprint metabolomico come la FTIR (Fourier Transform InfraRed
spectroscopy).

Registrazione in un apposito database elettronico con tutte le informazioni raccolte

Per quanto riguarda le informazioni si faccia riferimento alle schede di prelievo
trattate in precedenza.



B. Ottimizzazione della conservazione “in factory”

La conservazione delle colture in factory consiste nel loro mantenimento nelle condizioni d’u-
so normale. Due diverse maniere di conservazione possono essere messe in atto: conservazione dina-
mica e conservazione statica.

La conservazione dinamica & quella che non pone significative restrizioni all'uso delle colture,
salvo I'introduzione o la miscelazione con colture di altra provenienza. Questa conservazione po-
trebbe non mantenere la biodiversita né a livello delle comunita, né a livello delle singole componenti
e rispecchia in qualche modo I'andamento evolutivo aperto a inconvenienti di vario tipo (es. conta-
minazioni da materie prime) come a selezioni interne al microbiota.

La conservazione statica & molto restrittiva e cerca di mantenere la coltura in condizioni tali
da evitare cambiamenti di qualsiasi natura. Nella conservazione statica devono essere evitate le con-
taminazioni (soprattutto se massicce) da parte del microbiota delle materie prime, I'introduzione o
la miscelazione con altre colture anche se provenienti dalla stessa area, i cambiamenti di tecnologia,
la contaminazione ambientale di qualsiasi tipo.

Anche nelle conservazioni tradizionali esistono approcci diversi che in qualche modo richia-
mano queste due scuole di pensiero. Per esempio, nella conservazione delle paste acide da panifica-
zione sono state tramandate due modalita denominate “alla maniera del contadino” e “ alla maniera
del fornaio”. Nella prima tutta la pasta acida conservata viene impiegata per formare I'impasto da
cui, prima della cottura o prima della formazione delle pagnotte, viene prelevata unaliquota da con-
servare. Nella modalita del fornaio solo una parte della pasta acida viene impiegata nella formazione
dell’impasto. La parte residua viene mescolata ad acqua e farina e lievitata a parte.

Evidentemente le due forme sono diverse e quella del fornaio permette un mantenimento piu
accurato della pasta madre oltre alla liberta di integrare I'impasto da panificare con altri ingredienti,
magari incompatibili con la pasta madre stessa.

Le attenzioni da dedicare a questa forma di conservazione possono essere delineate nei
seguenti principi:
1. Evitare introduzione di microrganismi alloctoni
Evitare miscelazioni dell’inoculo con componenti a forte carica microbica
Evitare contaminazioni ambientali (per la conservazione statica)
Evitare contaminazioni da materie prime (per la conservazione statica)
Evitare cambi tecnologici che possano squilibrare I'inoculo

Mantenere diverse aliquote dell’inoculo in collezioni ex situ.

N9 oA w

Controllare periodicamente il mantenimento della qualita dei prodotti trasformati con
I'inoculo conservato.

8. Favorire la disseminazione dell’inoculo presso diversi trasformatori, possibilmente entro
aree circoscritte.

9. Promozione dei prodotti di qualita: le politiche della qualita dei prodotti agricoli possono
avere impatti positivi sulla biodiversita. La tutela dei prodotti “tradizionali” tipici delle
regioni italiane ¢, indirettamente, utile alla conservazione della biodiversita in quanto ¢
associata al sistema ambientale e al patrimonio culturale, artigianale e artistico locale.

C. Conservazione in situ

In Italia la conservazione in situ & possibile nelle aree ad agricoltura tradizionale soprattutto
se poste all’interno di zone protette, non solo per il regime vincolistico che ne deriva, che ¢ utile a
garantire la continuita nell’uso del suolo e una gestione dell’agrosistema in coevoluzione con la bio-
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diversita in esso presente, ma anche perché garantisce un accesso pill agevole ai regimi di sostegno
alla produzione.

Conservare i microrganismi in situ, oppure meglio, sarebbe dire on farm puo essere praticato
congiuntamente alla conservazione del germoplasma vegetale. La dove verranno condotte azioni
conservative di germoplasma vegetale sara necessario conservare i microrganismi del suolo.

Il protocollo per la conservazione & molto semplice: conservare il suolo e la sua fertilita secon-
do le seguenti azioni.

a) Caratterizzazione secondo il protocollo precedentemente riportato della diversita della
comunita microbica funzionale e genetica.

Tale analisi dovra essere condotta secondo un approfondimento “per livelli”.

I1livello 1 dovra considerarsi irrinunciabile e dovra essere condotto contemporaneamente, o
meglio ancora, preventivamente rispetto al punto “0” costituito dalla compilazione della matrice e
dell’analisi del risultato, come riportato al punto 01.3.2. A secondo di quanto segnalato dalla matrice
verranno approntati, compatibilmente all’interesse territoriale e di specie vegetale conservata, gli
altri tre diversi livelli. Il secondo e terzo livello sono consigliabili per distretti ecologici di grande
interesse territoriale quali ad esempio “Brunello di Montalcino”, oppure la dove ci siano delle specie
a forte erosione genetica.

Il livello 4 dovra invece essere sempre praticato. Quindi i livelli 0 - 1 - 4 andranno sempre
effettuati, mentre i livelli 2 — 3 nei casi di distretto ecologico di grande valore oppure di erosione
genetica.

LIVELLO AZIONE

0 Analisi matricale

1 Valutazione della IFB Conservazione del suolo ex situ

Analisi della composizione genetica e funzionale della comunita microbica

3 Sequenziamento e caratterizzazione di singole specie ed eventuale conservazione ex situ
4 Monitoraggio spazio-temporale. Il monitoraggio spaziale potra essere facoltativo, mentre
il monitoraggio temporale sara obbligatorio.
LIVELLOO

Lagricoltore custode dovra essere aiutato a compilare la matrice e guidato nella sua interpre-
tazione. Sara necessario spiegare all’agricoltore quali elementi/caratteri macroscopici (morfologici)
osservare nel tempo e come interpretarne i mutamenti. All’agricoltore custode dovra essere richiesto
di contattare i servizi tecnici regionali quando le sue osservazioni lasceranno percepire dei muta-
menti non occasionali.

Lagricoltore dovra annotare eventuali modificazioni di gestione del suolo rispetto al tempo
0 (fertilizzazione, irrigazione, lavorazione, eventuale successione colturale, ecc.) contestualmente si
chiedero all’agricoltore di conservare 1 Kg di terreno essiccato all’aria in bottiglie di vetro scuro e
sigillate ed etichettate.

Ogni 5 anni sara necessario raccogliere e conservare 1 Kg di terreno essiccato all’aria e cam-
pionato nel medesimo sito.

Qualora dovessero intervenire pesanti mutamenti nella gestione del suolo o eventi calamitosi
sara necessario raccogliere e conservare 1 Kg di suolo essiccato all’aria, annotando sull’etichetta il
perché del nuovo campionamento. Nel caso di successioni diverse sara necessario campionare per
ogni specie su tutte le specie se queste sono oggetto di conservazione del germoplasma.
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LIVELLO 1

Lanalisi della fertilita biologica IFB (indice di fertilita biologica) andra effettuata in laborato-
rio sul suolo corrispondente alla coltura oggetto di conservazione del germoplasma. Andra analizza-
ta per ogni specie conservata. Le modalita di campionamento del suolo sono le medesime descritte
per la conservazione del suolo ex situ. Quest’analisi potra essere effettuata ogni 5 anni in corrispon-
denza dell’'operazione di conservazione di suolo ex situ. Tale analisi sara necessario ripeterla qualora
intervengono pesanti modificazioni nella gestione della coltura. Essa potrebbe fornire importanti
informazioni circa I'efficacia di eventuali azioni correttive che interessino la fertilita.

LIVELLO 2

Consiste nella identificazione vera e propria della biodiversita delle comunita microbiche
del suolo. Infatti attraverso I’estrazione del DNA dal suolo si ¢ in grado di osservare abbondanza
e ricchezza della biodiversitd. E una misura che puo essere effettuata unicamente in laboratorio.
Dovrebbe essere fatta in tutti i siti in cui si va a conservare germoplasma vegetale, ma ovunque si
voglia conoscere la biodiversita microbica dei suoli. Dato il costo di questa analisi, comunque, si
consiglia di farla in siti di particolare importanza. Anche in questo caso il livello 4 dovrebbe essere
ripetuto nel tempo secondo quanto riportato in allegato.

LIVELLO 3

Ulteriori informazioni sul “chi fa cosa” o “io chi sono” possono derivare solo da questo livello
di approfondimento. Si tratta sempre di analisi molecolare da condurre in laboratorio che va a ca-
ratterizzare il singolo organismo e la singola comunita. Deve essere mirata a screening che possono
emergere dall’analisi di 2 livello. Se in un distretto ecologico dall’analisi molecolare di abbondanza
e ricchezza dovesse emergere l'esistenza di bande tipiche associate ad una determinata specie vege-
tale in quel determinato areale pedoclimatico sara necessario andare a caratterizzarla perché quella
determinata comunita potrebbe essere biunivocamente correlata alla specie vegetale e quindi essere
fondamentale per la sua conservazione.

Tutti i campionamenti di suolo per le analisi di 2 e 3 livello dovranno essere effettuati come
precedentemente riportato. Se questo microrganismo risultera coltivabile si potra isolare e conserva-
re in collezione secondo quanto stabilito al punto 3.1.4.

LIVELLO 4

Consiste unicamente nella temporizzazione e nella spazializzazione delle azioni. Saranno le
Regioni a stabilire su quanti siti monitorare la biodiversita dl suolo.
1. A questo punto potrebbero organizzarsi campagne di monitoraggio temporale: sempre nel-
lo stesso sito con rilievi ogni 5 anni.
2. Sulla stessa coltura, ma su siti diversi della regione: una tantum, ma qualora si trovassero
organismi diversi andrebbe organizzata una nuova campagna di raccolta dati.

3. Random senza una correlazione con la coltura, ma seguendo ad esempio la maglia di cam-
pionamento europeo “LUCAS” entro quadrati di 9 Km x 9 Km.

NOTA

Definire la biodiversita delle comunita microbiche del suolo, fino a caratterizzare genetica-
mente i singoli organismi ¢ ormai possibile grazie alle tecniche di biologia molecolare standardizzate
per lo studio del suolo. Piu difficile sicuramente la divulgazione e la pratica a livello di campo per
arrivare alla possibilita di realizzare una conservazione on farm.
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Attualmente si hanno solo pochi esempi di applicazione di questo protocollo di appannaggio
esclusivo di istituti di ricerca. Se da un lato questo puo essere riduttivo da un altro & sicuramente
rassicurante il fatto che una standardizzazione delle metodologie in campo ¢ stata gia attuata.

11 piano nazionale sulla biodiversita puo costituire una grande opportunita per riuscire finalmente
a portare al livello di attivita routinaria queste osservazioni. Gia semplicemente poter iniziare a raccoglie-
re informazioni relative alla matrice (livello 0) da correlate ad alcune analisi di primo livello [IFBedi2 e 3
associate alla conservazione del germoplasma vegetale in alcuni distretti ecologici particolari, operate con
la collaborazione tra ricercatori - regioni ed agricoltori, sarebbe un risultato di straordinaria innovazione
e progresso. A livello europeo si hanno pochi esempi sul territorio, a quanto risulta sono di appannaggio
di Istituti di ricerca, ma senza il coinvolgimento diretto degli agricoltori. Riuscire a comunicare agli agri-
coltori che il suolo deve essere gestito e curato anch’esso come un organismo vivente contribuirebbe in
maniera determinante alla sensibilizzazione ecologica ed alla gestione sostenibile dell'ambiente.

FIGURA 12

CASO A ROUTINE

IFB LS
I LIV S
4 LIV

La caratterizzazione della biodiversita microbica del suolo ¢ fortemente legata alle caratteristiche
pedoambientali. Sarebbe importante conoscere le principali caratteristiche chimico-fisiche del suolo
per iniziare a capire la tipologia di composizione microbica che ha colonizzato quel suolo. Sono fat-
tori limitanti la vita microbica: pH, temperatura, umidita, carenze nutritive quali sostanza organica,
ma anche maroalimenti N-P-K, presenza di elementi potenzialmente tossici quali (metalli pesanti, o
micro elementi in quantita eccessiva), eccesso di Sali, compattamento.

Altro elemento fondamentale & conoscere le pratiche agricole a livello “storico” per capire se
sono intercorse delle situazioni nelle quali si & spinto verso una eccessiva specializzazione della po-
polazione microbica. La stessa agricoltura biologica produce una semplificazione del sistema suolo.
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Campionamento di suolo per la fragolina di Nemi (foto di B. Pennelli)
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5. Definizione di rischio di estinzione e di
erosione genetica

IN QUESTO CAPITOLO

In questo capitolo saranno analizzati i rischi di erosione, estinsione e sostituzione cui puo andare incon-
tro la biodiversita microbica di interesse agrario, considerando le specificita proprie dei microbi quali la
numerosita, la velocita riproduttiva e 'estrema adattabilita.

5.1 Analisi bibliografica del rischio di fenomeni di estinzione, erosione e
sostituzione

I rischi di erosione genetica e di estinzione in microbiologia debbono tener conto di tutta una
serie di fattori fondamentali, di seguito elencati e discussi.

A. Numerosita

Una delle caratteristiche meglio conosciute dei microrganismi ¢ la loro grande numerosita
che si estrinseca in alte densita di cellule vive per grammo di substrato. A questo proposito
basti pensare che nel suolo si trovano fino a 10° - 10° cellule batteriche e circa 10* cellule fun-
gine per grammo e che in un mosto in fermentazione si arrivano a contare circa 3*10° cellule
a millilitro. Questi dati stanno a significare che anche le specie meno rappresentate negli am-
bienti meno densamente popolati assommano almeno a qualche decina di cellule per gram-
mo. Questo significa che, per esempio, nei 100 mm superficiali di un ettaro di suolo agrario
(1000 m?) si trovano non meno di 1010 cellule delle specie fungine meno rappresentate. Questi
ordini di grandezza riportati alle superfici di terreno agrario, e alle biomasse effettivamente
sottoposte a trasformazione, portano a ritenere che ¢ estremamente difficile immaginare che
si abbia una perdita totale di una specie microbica in un qualsiasi ambito agrario, soprattutto
considerando che la numerosita entra in sinergia con gli altri fattori per favorire la sopravvi-
venza delle specie.

B. Riproduzione asessuale

Come gia ampiamente trattato nella parte relativa alla natura della specie microbica, la ripro-
duzione dei microrganismi puo essere sia sessuale che asessuale (o vegetativa). La maggior dif-
ferenza fra le due forme sta nel fatto che la riproduzione asessuale non richiede la compresenza
di due partner, ma ciascuna cellula é capace di provvedere da sola alla funzione riprodutti-
va. Questo fatto non elimina soltanto il problema probabilistico dell’incontro di due partner
compatibili (es. tipo sessuale opposto), ma risolve tutte le complicazioni relative alle barriere
pre- e post-coniugative che, di fatto, sono i fenomeni che confinano i vari organismi superiori
in specie ben definite, come ben specificato dai sostenitori del Concetto Biologico di Specie.

C. Velocita di crescita

La riproduzione asessuale ¢ largamente predominante fra i microrganismi, permettendo alle
popolazioni di raggiungere ritmi di crescita esponenziali che assicurino il rapido ripristino
numerico delle popolazioni sottoposte, per qualche ragione, a moria o a selezione.
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Va intanto specificato che la crescita microbica ¢ condizionata da fattori intrinseci (le carat-
teristiche proprie specifiche) ed estrinseci quali la disponibilita di nutrienti, I'accumulo di
cataboliti e la densita microbica stessa. Nelle condizioni ambientali non antropiche (es. suolo
agrario) prevalgono situazioni con scarsi nutrienti e basse concentrazioni cellulari, per cui la
crescita € sostanzialmente limitata solo dai nutrienti. Ne deriva che, non appena alcune so-
stanze assimilabili si rendano disponibili, la crescita pud avviarsi a ritmi sostenuti.

Per dare un’idea della potenza del sistema basta pensare che una popolazione che abbia subito
una mortalita del 99,9 puo tornare alle densita originali nel tempo di 10 generazioni come si
evince dalla formula generale e dal susseguente sviluppo per I'esempio specifico in cui G ¢ il
numero di generazioni e M la mortalita espressa in termini decimali.

G=log2 [1/(1-M)]
G=log2 [1/(1-0,999)]
G=log2 [1/0,001]
G= 9,9657

Questi semplici esempi mostrano come le colture microbiche possano effettivamente ricostru-
ire la propria consistenza con estrema rapidita. Inoltre, la capacita di riprodursi sessualmente
evita tutti i problemi di eccessivo inbreeding (quali la consanguineita elevata negli animali)
tipicamente provocati dai bottleneck nelle popolazioni delle piante e degli animali che vadano
incontro a forti contrazioni numeriche.

D. Capacita di vita latente

Tutti i microrganismi hanno la capacita di rallentare la propria crescita fino a passare ad un
sistema di vita latente che, per certi batteri, & caratterizzato da strutture di resistenza quali le
endospore che permettono di protrarre la vita delle cellule per tempi lunghissimi in attesa che
si ripresentino le condizioni ideali per la crescita.

E. Adattabilita per selezione

La selezione in microbiologia assume significati abbastanza diversi da quelli correntemente at-
tribuiti ad essa in biologia vegetale ed animale. Brevemente, la selezione dei macro-organismi
avviene a carico di individui di una o piu generazioni successive a quella in cui la variazione
(di solito una mutazione) € avvenuta. Questo significa che le condizioni che hanno favorito la
mutazione sono potenzialmente diverse da quelle presenti nel momento della sua eventuale
selezione.

Nei microrganismi aploidi e in tutti i procarioti, invece, la selezione ¢ contestuale alla muta-
zione per cui entrambe sono sottoposte alle stesse condizioni ambientali, tanto che si potrebbe
addirittura concludere che le stesse condizioni di selezione, ove sufficientemente drastiche,
siano esse stesse mutageniche.

Queste differenze fra macro- e micro- organismi fanno si che i microrganismi siano tenden-
zialmente sottoposti alle stesse variazioni che in una certa misura ne favoriscono lo sviluppo,
tanto che in passato tutto il fenomeno venne chiamato con l'espressione “mutazioni adattative”.

Altra differenza fondamentale ¢ il fatto che il macrorganismo che muta (e la sua discendenza)
possono avere alternatamente successo o insuccesso a causa della suddetta mutazione. Nel
secondo caso (che ¢ di solito prevalente) la linea evolutiva va in estinzione. Nei microrgani-
smi, invece, lo stesso individuo ¢ presente in tantissime copie identiche ciascuna delle quali
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puo subire mutazioni con 'eventualita di successo o di insuccesso. Anche se le probabilita di
successo fossero estremamente basse (diciamo circa 10°) esiste la quasi certezza che alcune
cellule appartenenti a grandi popolazioni avranno successo. A proposito di grandi popolazio-
ni ci si riferisca al paragrafo a. e si consideri che in una botticella di mosto da 100 litri ci sono
circa 2x10" i cellule, per cui anche una probabilita di successo di 10° e di mutazione di 10° c’e
comunque la possibilita di trovare 2¥10"'/(10°10°) = 2 cellule che, essendo mutate, si adattino
alla nuova situazione.

Questo meccanismo, anche se sommariamente descritto, permette di capire come le situa-
zioni piu drastiche non siano un momento di estinzione per le popolazioni microbiche, ma
piuttosto una crisi da cui derivino organismi piu adatti alla situazione corrente.

Questi aspetti nel loro complesso mostrano come il rischio di estinzione per le specie micro-
biche sia teoricamente o bassissimo o addirittura nullo. Viceversa, i vari ceppi sono soggetti a
variazioni e selezioni anche frequenti per cui possono benissimo scomparire ceppi precedente-
mente esistenti e nascerne di nuovi, in una dinamica complessivamente chiamata sostituzione.

Nel complesso si puo concludere dicendo che:

a. Estinzione: la scomparsa di intere specie microbiche ¢ molto improbabile, per cui la diver-
sita microbica ¢ difficilmente a rischio

b. Sostituzione: la sostituzione di ceppi con altri della stessa specie o dio altre specie ¢ molto
probabile e frequente, per cui ¢ a rischio la variabilita microbica e, soprattutto, la specifica
variabilita che magari ha valorizzato territori ed alimenti

c. Erosione: la perdita di carica microbica e di biodiversita complessiva & pit che probabile,
soprattutto la dove non vengano seguite le buone pratiche agricole e di trasformazione.
Questo aspetto verra trattato nei paragrafi successivi, soprattutto in relazione al suolo. Vi-
ceversa negli alimenti ¢ probabile sia I'erosione (soprattutto con tecnologie che riducano
eccessivamente la carica microbica) e la sostituzione.

Erosione di biodiversita microbica del suolo e perdita della fertilita

Nei giorni 22 e 23 settembre 2010 si ¢ tenuto a Bruxelles, organizzato dalla Commissione
Europea, DG Ambiente, il convegno dal titolo “suolo, cambiamenti climatici e biodiversita: dove
stiamo andando?” nel quale sono stati discussi i punti cruciali della conservazione della biodiversita
diversita del suolo quale nodo degli equilibri ambientali affermando che senza la conservazione della
fertilita del suolo e della sua fertilita biologica viene messo a rischio I’intero pianeta. La biodiversita
del suolo deve essere considerata elemento portante per la conservazione delle funzioni vitali del
suolo e quindi, la biodiversita del suolo, vista come potenziale elemento di contrasto ed adattamento
ai cambiamenti climatici.

In termini applicativi sino ad oggi difficilmente quando si parla di biodiversita si sente affron-
tare l'argomento della biodiversita microbica e ancora pit difficilmente della biodiversita dei micror-
ganismi del suolo commettendo una omissione molto grave in quanto sono i microrganismi del suo-
lo a garantire la necessaria fertilita alla base della produttivita vegetale e della vita sull’intero pianeta.

I microrganismi del suolo costituiscono un’enorme quantita di vita “invisibile” essendo l’e-
lemento chiave di numerose attivita quali le trasformazioni della sostanza organica, la mineraliz-
zazione e il ciclo dell’N e del C, cicli di tutti i nutrienti indispensabili per le piante, la stabilita della
struttura del suolo, il flusso dell’acqua, il biorisanamento, le risposte allo stress e il mantenimento
della fertilita (Lavelle e Spain 2001).

La biodiversita del suolo ¢ fortemente correlata al contenuto in sostanza organica del suolo
stesso. E’ una evidenza scientifica che il limite minimo per il mantenimento del 100% delle funzioni

101

oo
W‘“



biologiche del suolo ¢ garantito da un contenuto in carbonio organico dell’1,784%, cioe circa 3,5% di
sostanza organica Lynch et al. 2004, mentre 'OCSE stabilisce il limite dell’1% in sostanza organica
quale innesco dei processi di desertificazione (OCSE 1996).

Tali considerazioni, se relazionate alla realta italiana evidenziano seria preoccupazione. La su-
perficie agraria utilizzabile in Italia e pari al 56% dell’intero territorio nazionale. La media in sostan-
za organica dei suoli agrari italiani ¢ di 1,5%, di questo 1,5% senza le dovute integrazioni organiche se
ne perde I’1,5% annuo (Tombesi et al. 1990). Vi sono poi regioni pitt vulnerabili di altre a causa delle
caratteristiche del proprio territorio e della storia che le ha attraversate. Nel caso ad esempio della
Regione Marche oltre il 75% del territorio ha un contenuto di sostanza organica del suolo inferiore
all’1%. Rapportando a questi dati quanto precedentemente affermato risulta che ormai tutta la SAU
italiana ha perso gran parte delle funzioni del suolo e che in alcuni casi, come ad esempio la Regione
Marche, sono gia in corso processi di desertificazione del territorio.

Lagricoltura nei confronti della biodiversita riveste un duplice ruolo essendo al contempo
elemento di conservazione mediante presidio sul territorio, tutela delle risorse genetiche autoc-
tone, selezione di specie adattabili a cambiamenti climatici anche attraversi e integrazione della
conservazione della biodiversita nelle politiche agricole, ma anche di erosione mediante I'uso non
sostenibile delle risorse acqua, aria, suolo; I'introduzione di specie aliene, la sostituzione o l’alie-
nazione di specie autoctone perché poco produttive, il trasferimento di parassiti da aree agricole
alle aree selvatiche, ecc.

Concetto di erosione genetica microbica

Per erosione genetica microbica si intende la perdita di diversita genetica in una determinata
area e in un determinato periodo di tempo, associata, al contempo, al concetto di perdita di una
funzione.

I1 concetto di erosione resta legato al concetto di diversita genetica e diversita funzionale.

In un ecosistema dotato di numerose vie metaboliche ed energetiche come il suolo I'alterazio-
ne 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.
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 suo-
lo 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 pitt ad un
plateau di nutrienti che saranno uniformemente distribuiti su tutto il suolo, selezionando cosi quei
microrganismi che meglio si adattano a quelle condizioni.

Tutto questo comporta che il concetto di erosione genetica, come perdita di ceppi puo essere
mascherata dalla rispondenza in termini di funzionalita e quindi di conservazione delle espressione
genica finale data dalla somma e dalla compartecipazione a livello di “comunita di piti ceppi o piu
organismi anche differenti “ alla medesima funzione. Lerosione genetica microbica potrebbe essere
quindi valutata come:

1. Perdita della funzione

2. Perdita di una intera comunita microbica che svolge una determinata funzione
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3. Perdita di alcuni ceppi o organismi che concorrono allo svolgimento di una funzione senza
che questa venga interrotta

4. Perdita di un ceppo

I1 dibattito scientifico in questo senso ¢ molto ampio. In termini assoluti ogni qual volta ven-
gano persi geni si configura perdita di biodiversita. In termini funzionali ¢ importante andare a
valutare la ridondanza dei diversi organismi per quantificare il danno che puo derivare dalla perdita
di quel determinato ceppo.

Sicuramente il problema dell’erosione a livello genetico ¢ pill importante nel caso dei micror-
ganismi degli alimenti pili che del suolo, data la ridondanza funzionale che viene a stabilirsi nel suolo
grazie anche alla ricchezza in termini edafici che si trova nel suolo stesso.

Cause di erosione genetica microbica

Molte possono essere le cause di erosione genetica microbica e molto spesso sono associate
all'impatto antropico, ai cambiamenti climatici, al verificarsi di eventi calamitosi e catastrofi am-
bientali.

Nel presente documento verranno unicamente analizzate le cause legate a pratiche agricole
aggressive. E importante sottolineare che nel caso del suolo i fattori limitanti la vita microbica sono:

1.  condizioni edafiche (abbondanza di substrato nutritivo)
2.  temperatura
3. umidita

Quali le cause di perdita di biodiversita del suolo e di perdita della fertilita? Molte e semplice-
mente restando nel comparto agricolo, I’agricoltura puo essere sia fonte di perdita della biodiversita
attraverso pratiche agricole troppo aggressive, I'introduzione di inquinanti nel suolo, sfruttamento
eccessivo e scorretto della risorsa, ecc., ma anche al contrario elemento di tutela, monitoraggio ed
incremento della fertilita mediante il costante ed accorto presidio sul territorio da parte degli agri-
coltori. Tutte le pratiche agricole che vanno ad incidere su questi tre fattori ovviamente possono
potenzialmente essere causa di stress per i microrganismi fino a diventarne causa di erosione. Poi
possono essere causa di erosione l'utilizzo di sostanze xenobiotiche tossiche e nocive, la cementifica-
zione, e tutte le forme di inquinamento, ecc.

Lavorazioni: lavorazioni profonde provocano mineralizzazione della sostanza organica e diluizione
della stessa. Al contempo la compattazione del suolo provoca anossia.

Irrigazioni: eccesso d’acqua causa la lisciviazione dei nutrienti, innesca condizioni di asfissia e ca-
renza d’'ossigeno. Compresenza di temperatura ed umidita alta innescano processi di minera-
lizzazione della sostanza a con perdita della fertilita.

Concimazioni: uso di fanghi e compost non garantiti possono introdurre elementi indesiderati tos-
sici e nocivi. Eccesso di nutrienti in forma salina possono causare variazioni di pH e quindi
causare problemi osmotici e morte del microrganismo.

Tipo di coltura: ¢ noto che le piante rilasciando nel suolo essudati radicali entrano in associazione
con i microrganismi del suolo, la monocoltura riduce enormemente la differenziazione mi-
crobica producendo una eccessiva specializzazione delle comunita microbiche associate alla
pianta con drastica riduzione delle funzioni del suolo stesso.

Difesa: uso di fitofarmaci puo causare danni alla popolazione microbica, se le quantita utilizzate
sono eccessive. Prodotti organici di sintesi possono essere degradati dai microrganismi, ma
possono al contempo far prevalere delle comunita su altre. La solarizzazione e le macchine
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a vapore sterilizzano il suolo non solo nei confronti dei patogeni, ma anche nei confronti dei
microrganismi utili.

Incendi: sono causa di perdita di microrganismi termolabili e lasciano prendere il sopravvento a
comunita resistenti alle alte temperature. E sconsigliata la bruciatura delle stoppie.

Cementificazione: costruzione di edifici su suoli fertili provoca la perdita irreversibile del suolo.

Inquinamento da sostanze xenobiotiche: utilizzo di biomasse organiche come ammendanti di ori-
gine incerta che possono contenere sostanze xenobiotiche e quindi tossiche e nocive (fanghi,
compost, ecc.).

5.2 Sistemi divalutazione delrischio di estinzione, erosione e sostituzione

La valutazione dei rischi di estinzione, sostituzione e di erosione avviene tramite opportuni
monitoraggi come sotto descritti.

A. Come monitorare in genere la biodiversita microbica

Il monitoraggio della biodiversita microbica avviene secondo le tecnologie ampiamente de-
scritte nel capitolo relativo ai metodi condivisi per I'identificazione e la caratterizzazione.

Per sintetizzare al massimo, e richiamare i concetti sopra descritti, & utile ricordare che:
1. La diversita attiene al numero di specie di un ambiente, cibo o habitat
2. Le specie sono definite mediante il processo di identificazione

3. La variabilita attiene ai ceppi, ovvero alle varianti di ciascuna specie, presenti
in un dato ambiente alimento o habitat

4. Lavariabilita viene definita mediante caratterizzazione
La biodiversita ¢ 'integrazione di diversita e variabilita
6. Non tutta la biodiversita ¢ studiabile con metodi microbiologici, ma puo6 essere

affrontata anche con strategie molecolari metagenomiche ovvero in grado di
analizzare tutto il DNA (o RNA) di un ambiente, alimento o habitat.

La valutazione dei rischi di perdita o cambiamento della biodiversita va effettuata quindi a
seconda dei casi mediante analisi di identificazione o di caratterizzazione a seconda che si sia piu
interessati al livello di specie o di ceppo. Tipicamente, in campo ambientale ci si concentra piu sulla
composizione a livello di specie all’interno di comunita straordinariamente complesse. A livello
alimentare, viceversa, prevale il concetto che particolari ceppi imprimano sapori o caratteristiche
peculiari ai diversi alimenti, per cui il mantenimento o il miglioramento a livello di ceppo ¢ pre-
valente sulle considerazioni a livello di specie. Per fare un esempio, non ci sono dubbi che ilo vino,
come definito dalla tradizione,dalla merceologia e dalla legge, sia il prodotto della fermentazione dei
mosti d’uva effettuata dal lievito Saccharomyces cerevisiae e non da altre specie. Ci sono d’altra parte
grandi evidenze che i vari ceppi producano vini diversi a partire dallo stesso mosto d’uva, per cui
ogni particolare ceppo ha caratteristiche sue peculiari, che possono essere variamente apprezzate,
ma che comunque fanno focalizzare I’interesse sul livello tassonomico della variabilita fra ceppi.
Non ¢ escluso che nel prossimo futuro la microbiologia ambientale si apra sempre piu alla dimen-
sione delle comunita microbiche, anche trans-dominio come batteri lieviti, nei cibi, che rappresenta
la realta sviluppatasi nella preparazione tradizionale dei cibi e delle bevande trasformate ad opera
dei microrganismi.
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Una sintesi operativa

Da quanto sopra detto, emerge come il monitoraggio della biodiversita possa far uso di diver-
se tecniche a seconda degli ambiti e degli interessi. Senza nulla togliere alla potenza delle strategie
di studio basate su pitl tecniche (e talvolta assolutamente necessarie), emerge anche la necessita di
sviluppare sistemi rapidi e sostanzialmente universali che fungano da strumenti di valutazione nel
tempo e nello spazio della biodiversita, in modo da ottenere tante “fotografie” puntuali che permet-
tano di essere giustapposte a formare il “film” dell’evoluzione locale della biodiversita microbica.

La strategia meta genomica € potenzialmente in grado di definire sia la variabilita che la diver-
sita di un particolare substrato. La tecnica & sicuramente a punto dal punto di vista molecolare per
i vari aspetti: estrazione del DNA, primer, condizione di amplificazione, formazione del gradiente,
condizioni di elettroforesi, documentazione dell'immagine. E sicuramente auspicabile che la tecnica
venga standardizzata sia per la stima della diversita che per quella della variabilita per 'applicazione
diretta nelle condizioni agro ambientali ed alimentari.

B. Come monitorare la biodiversita microbica in campo alimentare

I1 biomonitoraggio in campo alimentare segue da presso quanto descritto nel capitolo sulle
metodologie condivise e puo essere sintetizzata nelle tre strategie seguenti:

1. Analisi microbiologico-molecolare. E la forma pit diffusa e prevede le seguenti operazioni:
« Prelievo

« Isolamento

« Identificazione molecolare

« Caratterizzazione fenotipica

« Caratterizzazione molecolare

Vantaggi:

- Seguita nella sua completezza, questa strategia fornisce indicazioni esaustive a livello di di-
versita e di variabilita

- Fornisce identificazioni stabili e certe a livello tassonomico

Svantaggi:
- Non misura la biodiversita non coltivabile
- Nella sua completezza & lunga e costosa

- Non consente sempre di studiare troppi ceppi per ragioni logistiche

2. Analisi Microbiologica. Era la forma piu diffusa in passato, ¢ spesso impiegata per i funghi
filamentosi e prevede le seguenti operazioni:

« Prelievo

« Isolamento

« Identificazione morfologico-funzionale
« Caratterizzazione fenotipica

« Eventuale caratterizzazione molecolare

Vantaggi:
- Seguita nella sua completezza, questa strategia fornisce indicazioni a livello di diversita e di
variabilita

- Non richiede grandi costi di materiali
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Svantaggi:

- Non misura la biodiversita non coltivabile

- Nella sua completezza € lunga e costosa

- Non consente sempre di studiare troppi ceppi per ragioni logistiche

- E costosissima in termini di tempo

3. Analisi molecolare. Consiste nello studio del DNA o del RNa meta genomico e prevede le
seguenti fasi:

« Prelievo
« Estrazione del DNA o RNA
« Amplificazione PCR

o Analisi statistica

Vantaggi:

- E” molto veloce

- Consente di avere una visione complessiva

- Si applica con poche differenze a tutti i grandi gruppi microbici
- Funziona con i microbi vitali ma non colturabili

- Puo essere poco costosa

Svantaggi:
- Non consente di ottenere materialmente i vari microrganismi

- Non fornisce informazioni fenotipiche e funzionali

C. Come monitorare la biodiversita microbica agro-ambientale
Diversita genetica e funzionale del suolo

Da quanto sino ad ora discusso appare evidente che, sia pure con una certa difficolta e con un

certo margine di approssimazione, ¢ possibile definire la diversita microbica di un suolo e di darne
una caratterizzazione temporale in termini di fluttuazioni naturali o patologiche. La caratterizzazio-
ne della diversita microbica di un suolo, e della sua biodiversita in genere, va costruita per livelli di

approssimazione:

P,

1.1l primo livello di conoscenza dovra basarsi sulla caratterizzazione di base del suolo in ter-
mini fisici, chimici e biologici. In quest’ultimo caso sara molto utile definire in primo luogo
la fertilita biologica del suolo come parametro routinario, veloce e sintetico. Dovranno es-
sere determinati parametri quali la tessitura, il pH, la capacita idrica di campo, il contenuto
in N totale, C organico totale e sostanza organica. Sara, inoltre, indispensabile determinare
la respirazione microbica e il suo contenuto in biomassa totale.

2. Sara poi indispensabile procedere, per il secondo livello di approfondimento, alla caratteriz-
zazione della diversita genetica, ma anche in questo caso sara fondamentale disporre di dati
complessivi ottenuti secondo procedure standardizzate da correlare con le caratteristiche
ambientali, gestionali ed evolutive del sito in esame. Si procede con l'estrazione degli acidi
nucleici (DNA, RNA) dal suolo e si procede con le opportune tecniche molecolari come, ad
esempio, la DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis).

3.1l terzo livello, da effettuarsi su base comparativa, ¢ questa la fase pill delicata e di maggiore
difficolta interpretativa, sara definire la diversita microbica specifica, che comportera I’iso-
lamento di singoli individui e I'attribuzione ad essi della corrispondente funzione.
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4. Infine nel quarto livello di intervento si passera dalla definizione di “diversita attuale”, che
corrisponde all’osservazione analitica del momento, alla definizione di “diversita assoluta”,
intendendo con questa, la dotazione in termini sia di ricchezza che di abbondanza di specie
con le relative funzioni di un determinato sito costante nel tempo. Sara questa la biodiversi-
ta di quel suolo. A tale definizione si giungera solo nel tempo dopo un lungo periodo di mo-
nitoraggio spazio-temporale conseguito con I'applicazione delle procedure sopraelencate.

Appropriati metodi di studio biologici del suolo combinati con proprieta fisico-chimiche po-
trebbero servire come indicatori dei cambiamenti della qualita del suolo e fornire delle prime indi-
cazioni se vi sia stata una alterazione o modificazione del “soil biota”. Tuttavia, Kennedy e Papendiek
(1995) evidenziarono che sebbene gli strumenti per caratterizzare il suolo siano numerosi, mancano
le strategie per integrare questi strumenti per determinare la qualita del suolo e la sua biodiversita in
maniera univoca e incontrovertibile per tutte le situazioni ma che si deve ancora individuare caso per
caso gli indicatori utili alla caratterizzazione di una data situazione.

E’ importante che si consideri la standardizzazione di ogni aspetto del metodo, dal campio-
namento, attraverso lo stoccaggio ed il pre-trattamento dei campioni fino all’attuale procedimento
analitico, all’interpretazione e alla presentazione dei risultati. A causa della natura molto dinami-
ca dei microrganismi, si deve porre particolare attenzione agli indicatori microbiologici durante lo
stoccaggio ed al pre-trattamento dei campioni.

1. Indicatori diI° livello

a. Determinazione del C organico totale (TOC)

La determinazione del carbonio organico totale del terreno rientra tra le analisi di routine
pitt importanti: il contenuto di carbonio, infatti, viene utilizzato sia come elemento diagnostico per
la tassonomia dei suoli che come parametro cardine nelle valutazioni agronomiche. Sebbene la de-
terminazione del contenuto di sostanza organica nel suolo sia un'analisi fondamentale, tuttavia non
esiste un metodo univoco per la sua determinazione.

Comunemente il contenuto di sostanza organica viene stimato indirettamente moltiplicando
la concentrazione del carbonio organico per un coefficiente di conversione: per molti anni ¢ stato
utilizzato il coefliciente di conversione Van Bemmelen (1,724), che si basa sull’assunto che la sostanza
organica del suolo contenga il 58% di carbonio, ma ¢ noto che il contenuto percentuale dell’elemento
nella sostanza organica nel suolo varia in un ampio range ed ogni valore scelto sarebbe comunque
un‘approssimazione. Inoltre il fattore di conversione puo variare non solo da suolo a suolo ma anche
tra orizzonti dello stesso suolo e pertanto il fattore pitt appropriato dovrebbe essere determinato
sperimentalmente per ogni terreno. La maggior parte degli autori propone fattori di conversione
compresi tra 1,724 e 2,5 per ottenere delle stime approssimative. Tutto questo suggerisce come sia pill
appropriato esprimere il dato come carbonio, che convertire questo dato nel contenuto in sostanza
organica. Il carbonio organico puo essere determinato mediante diverse metodologie, tuttavia quella
piu utilizzata ¢ quella del metodo di Springer e Klee (1954) oltre che per semplicita, rapidita e adat-
tabilita a tutti i tipi di suoli, anche perché ¢ quella che garantisce la mineralizzazione completa del C
organico. Questa prevede la riduzione del Cr,0.> ad opera della componente organica e successiva
determinazione del Cr,O.* residuo mediante titolazione ossido-riduttiva con Fe’* o mediante tecni-
che colorimetriche.

In questo metodo si assume che il carbonio presente nella sostanza organica del suolo abbia in
media stato di ossidazione zero. Poiché tutta la sostanza organica viene ossidata, questa risulta essere
una metodica quantitativa. Il dato analitico relativo al carbonio organico viene generalmente espres-
so su base ponderale (generalmente riferito al campione secco a 105°C); tuttavia, quando il dato
analitico deve essere estrapolato alla realta di campo per ottenere una descrizione spaziale del suolo
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in esame, sia orizzontale (area) che verticale (profilo), allora € necessario considerare la densita del
suolo ed effettuare il campionamento su una profondita tale da includere, idealmente, il contributo
di tutta la sostanza organica presente. E evidente che cid non & sempre realizzabile né significativo
per tutti gli scopi prefissati, pertanto nella pratica vengono adottati dei compromessi in funzione
della finalita dello studio. Uno di questi consiste nell’esprimere il dato su base volumetrica; un altro
corregge le misure volumetriche scegliendo la profondita di campionamento fino ad ottenere masse
equivalenti (Smith et al., 2000).

In sintesi, dato che la sostanza organica segue una distribuzione stratificata lungo il profilo
del suolo, il metodo di campionamento piu aderente alla realta pedologica ¢ quello secondo gli oriz-
zonti; in questo caso la modalita di espressione del contenuto di sostanza organica del suolo avra un
valore convenzionale, in quanto tutti i dati sensibili per descrivere il pedon (spessore degli orizzonti,
volume apparente, ecc.) permetteranno di elaborare i risultati nel modo pit opportuno per le finalita
dello studio.

b. Aczoto totale

Nel suolo I'azoto ¢ presente in varie forme, due delle quali sono assimilabili dalle piante: pron-
tamente quella nitrica, piti lentamente quella ammoniacale. La determinazione delle varie forme di
azoto ¢ essenziale per una razionalizzazione della concimazione azotata al fine di contenere I'impat-
to ambientale. I metodi di analisi ufficiali prevedono la determinazione dell’azoto totale e di quello
minerale. A queste forme vanno aggiunte poi quelle relative alle riserve azotate del suolo, ossia la
frazione potenzialmente mineralizzabile dell’azoto organico e quella potenzialmente assimilabile
dell’'ammonio fissato ai minerali argillosi nelle posizioni d’interstrato dei reticoli cristallini.

La determinazione dell’azoto totale deve comprendere tutte le forme azotate del suolo, sia
organiche che inorganiche, e questo rende l'analisi particolarmente difficile. Due metodi sono ge-
neralmente accettati, il pit utilizzato dei quali ¢ il metodo Kjeldahl, che si basa su un processo di
ossidazione per via umida. Il contenuto di azoto determinato con questo metodo ¢ spesso collegato al
contenuto in sostanza organica e oscilla nei suoli agrari tra 0,8 e 2 g/kg; piu elevato nei suoli a prato
permanente (3,5-5 g/kg) e soprattutto nei suoli forestali di latifoglie (3-12 g/kg).

La sempre piu frequente disponibilita di strumenti automatizzati, infine, negli ultimi anni ha
reso di uso comune anche le tecniche basate su combustione per via secca(analizzatori elementari
secondo il metodo Dumas).

c. Larespirazione microbica

La respirazione del suolo ¢ uno dei parametri pit antichi e tuttora frequentemente utilizzati
per quantificare le attivita microbiche nei suoli. Il metodo ¢ basato sul fatto che le cellule metabolica-
mente attive richiedono un apporto costante di nutrienti ed energia che, per la microflora eterotrofa,
deriva dalla trasformazione della sostanza organica. Le reazioni che richiedono energia nelle cellule
sono reazioni redox basate sul trasferimento di elettroni da un donatore ad un accettore. Nella respi-
razione, ovvero 'ossidazione della sostanza organica ad opera di microrganismi aerobici, l’'ossigeno
¢ accettore finale degli elettroni e i prodotti finali del processo sono acqua e anidride carbonica. Le
attivita metaboliche possono essere dunque quantificate misurando la produzione di CO, (o il con-
sumo di O,). La respirazione ¢ un processo universale e come tale non solo ristretto ai microrganismi
ma viene effettuata anche da altri organismi che vivono nel terreno e dipende dallo stato fisiologico
delle cellule ed ¢ influenzato da diversi fattori.

Il tasso di respirazione basale ¢ una misura della respirazione microbica essenziale ed ¢ comu-
nemente considerata come decomposizione complessiva della sostanza organica (Anderson, 1982).
La respirazione basale viene misurata senza l'aggiunta di alcun substrato al suolo; La respirazione
indotta da substrato (SIR) ¢ infatti la respirazione misurata in presenza di substrati quali glucosio,
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aminoacidi, ecc. Il tasso di respirazione ¢ invece data dalla quantita totale di CO2 prodotta in un tem-
po t e dipende dai fattori che controllano I’attivita microbica: temperatura, apporto di acqua, apporto
di nutrienti e aerazione insieme alla disponibilita di materiali e substrati. Con la misura del tasso di
respirazione ¢ possibile costruire le curve di respirazione basate sia su dati cumulativi che giornalieri.
Questi dati mostrano graficamente il tasso di respirazione microbica relativa alla decomposizione
della sostanza organica. Infatti, la sostanza organica del suolo ¢ composta da varie frazioni che ven-
dono demolite in modo diverso.

La respirazione puo essere determinata sia come evoluzione di CO2 che come consumo di O2.
Le differenze tra i due riflette lo stato fisiologico della biomassa microbica che risente delle condizio-
ni dell’'ambiente suolo. Sembra che la produzione di COz2 sia la strategia pitt comunemente utilizzata
per la respirazione del suolo, probabilmente a causa sia della numerosa strumentazione disponibile
per la stima in continuo della CO2, sia per la sua relativa facilita di utilizzo (Nordgren, 1988; Heine-
meyer et al., 1989).

Tuttavia ci sono delle limitazioni: in suoli contenenti carbonati, ad esempio, il rilascio di CO2
abiotica puo dare dei risultati erronei e percio in certe condizioni il consumo di O2 viene preferito
(Anderson, 1982). Nell’ambito di fattori come l'aratura & importante consentire alle emanazioni di
CO2 di sparire. Per questo occorre circa una settimana a 20°C (Torstensson and Stenstrom, 1986;
Martens, 1995). Questa pre-incubazione e la misura effettiva dovrebbero essere svolte in condizioni
standardizzate di umidita e temperatura per ottenere dei risultati riproducibili e confrontabili.

d. La biomassa microbica

La biomassa e l’intera popolazione microbica del suolo trattata come un’unica entita (Powlson,
1994). Un metodo fisiologico per determinare la biomassa microbica fu introdotta da Jenkinson e
Powlson (1976): il metodo dell’incubazione-fumigazione con cloroformio (CFI). I metodi pit utiliz-
zati oggi sono il CFI, la fumigazione-estrazione col cloroformio (CFE) (Vance et al., 1987) che € uno
sviluppo della CFI, e la respirazione indotta da substrato (SIR) (Anderson e Domsch, 1978). La SIR ¢
considerata la tecnica pill semplice e rapida, con un basso coefficiente di variabilita, cosa che & auspi-
cabile per misure routinarie (Kaiser et al., 1992). E’ misurato anche insieme alla respirazione basale
che lo rende persino pitt economico. La CFE, tuttavia, consente di analizzare tanto ’azoto microbico
quanto il carbonio.

La SIR viene analizzata come produzione di CO2 dal suolo in seguito ad un’aggiunta ottimale
di glucosio. L'iniziale tasso di respirazione ¢ considerato proporzionale alla biomassa totale ed ¢ cali-
brato contro la CFI-C della biomassa (Anderson e Domsch, 1978). Di solito la SIR viene trasformata
in C della biomassa attraverso tali calibrazioni. La precisione di queste calibrazioni sono state tutta-
via oggetto di discussione. Wardle e Parkinson (1991) suggerirono che diversi fattori di calibrazione
sarebbero dovuti essere utilizzati (se usati tutti) per diverse “popolazioni” di suoli.

Ci sono anche delle differenze principali nella determinazione della CO2. Le calibrazioni ef-
fettuate per le analisi in cui il suolo ¢ colto da un flusso d’aria o aria priva di CO2 non sono diret-
tamente confrontabili con quelle in cui il suolo ¢ in equilibrio con una trappola all’idrossido per
COz2, che ¢ pure comune. Non ci si puo aspettare che la ritenzione di COz2 sia la stessa (Kaiser et al.,
1992; Martens, 1995). Tuttavia, con una metodologia standardizzata il tasso di produzione di CO2
puo essere utilizzato come indice della biomassa. Strumenti automatici possono svolgere entrambi i
principi per la determinazione della CO2. Un sistema areato continuamente basato sull’analisi agli
infrarossi del gas fu descritto da Heinemeyer et al. (1989).

E stato sviluppato anche un sistema statico basato sulle capacita di conduttivita in una trappo-
la all’idrossido per la CO, (Nordgren, 1988, 1992).

Una critica piu basilare contraria all’utilizzo della CFI per la calibrazione delle misure SIR &
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che le due tecniche misurano diverse componenti della biomassa, nonostante esista una forte corre-
lazione tra le due (Wardle e Parkinson, 1991). Ad esempio ¢ evidente che la risposta al glucosio sia
data dalla parte attiva della biomassa (si presume che stiano crescendo, ad esempio gli organismi r)
(Van de Werf e Verstraete, 1987). In contraddizione con questo studio Stenstrom et al. (1998) suggeri
l'utilizzo di un’equazione matematica che suddivide la biomassa in una componente che “cresce” e in
una che “non cresce”. Nella stragrande maggioranza dei suoli analizzati finora, la componente che
non cresce supera quella che cresce di circa dieci volte (dati non pubblicati). Limportanza ecologica
della relazione tra una popolazione in crescita ed una non in crescita, determinata con questa tecni-
ca, deve essere ancora investigata. Tuttavia, questa relazione si ¢ dimostrata essere un test sensibile
per la tossicita dei metalli applicati in condizioni controllate di laboratorio (Johansson et al., 1998).

e. Quoziente metabolico (qCO,)

Il quoziente metabolico (gCO, ) o il tasso di respirazione specifica non ¢ una misura di per
sé ma la respirazione basale in rapporto al C della biomassa. Il parametro ecofisiologico dell’attivita
specifica fu proposto da Anderson e Domsch (1985) come un adattamento alla microbiologia del
suolo della teoria dello sviluppo di ecosistemi bioenergetici (Odum, 1969). Un basso quoziente indica
un’utilizzazione economica di energia e si suppone che rispecchi un ecosistema piu stabile (Insam
and Haseiwandter, 1989; Anderson, 1994). Uno svantaggio ¢ che l'effetto di situazioni di stress e altri
disturbi potrebbero essere confusi. Lo stress provocato, ad esempio, da un basso pH o da carenza
di nutrienti potrebbe portare un alto gCO, accoppiato con una bassa biomassa in confronto ad una
situazione simile senza i fattori di stress. Allo stesso modo, il qCO, aumenterebbe nel caso di disturbi
nell’ecosistema come la coltivazione e la concimazione, ma questo aumento ¢ probabilmente da col-
legare ad un incremento della biomassa.

f- Quoziente di mineralizzazione (qM)

Il quoziente di mineralizzazione non ¢ altro che il rapporto tra la respirazione microbica ba-
sale (dopo 21 giorni) e il contenuto di C organico totale e sta ad indicare I'efficienza con cui la micro-
flora metabolizza la sostanza organica del suolo.

2. Indicatori di II° livello

a. Estrazione del DNA totale del suolo

Le tecniche di estrazione di DNA dal suolo sono numerose ma si possono essenzialmente sud-
dividere in due gruppi: metodi indiretti e metodi diretti. Nell'ambito del presente progetto si prendo-
no in considerazione solo metodi diretti che prevedono la lisi delle cellule “in situ”, direttamente nel
suolo, e successivamente il recupero degli acidi nucleici. Per ottenere la rottura della membrana cel-
lulare si possono utilizzare metodi fisici, chimici o enzimatici, oppure una combinazione di questi. I
metodi fisici che si possono utilizzare sono molti, tra cui l'ultrasonicazione, la triturazione in azoto
liquido, lo shock termico e altri ancora, ma il metodo pil usato ¢ sicuramente quello che in inglese si
chiama “bead beating” e cio¢ il violento sbattimento del suolo, in un tampone di estrazione, in pre-
senza di matrici di lisi composte da sfere di materiale vario (in genere vetro o ceramica) e di diverse
dimensioni. Questo metodo ¢ quello che garantisce la resa pil alta in termini di DNA recuperato.

Insieme ai metodi fisici sono spesso utilizzati reagenti chimici che facilitano la rottura delle
membrane cellulari o rimuovono sostanze che inibiscono l'estrazione. Tra i reagenti pit impiegati
ci sono il sodio dodecilsolfato (SDS) e il bromuro di cetiltrimetil-ammonio (CTAB), che facilita la
rimozione degli acidi umici.

In molti protocolli di estrazione vengono utilizzati anche metodi enzimatici per migliorare
la resa, tra gli enzimi piu utilizzati ci sono il lisozima, che facilita la rottura della parete cellulare e
'eliminazione dei composti umici, e la proteinasi K, che elimina i contaminanti di natura proteica.
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Dopo aver provocato la lisi dei batteri presenti nel suolo, ¢ necessario isolare e purificare gli
acidi nucleici rilasciati nella miscela di reazione in seguito alla lisi cellulare. I contaminanti piu ab-
bondanti e piu difficili da eliminare sono gli acidi umici. Questi composti inibiscono molte delle
tecniche che si usano per studiare la microflora del suolo e per eliminarli molte tecniche di estra-
zione prevedono, dopo la lisi cellulare, una purificazione con solventi organici come il fenolo e il
cloroformio, seguita da passaggi di precipitazione degli acidi nucleici con isopropanolo, PEG o NaCl.
Per purificare ulteriormente si possono usare la centrifugazione in gradiente di densita di CsCl o la
separazione degli acidi nucleici tramite elettroforesi su gel di agarosio. Ci sono poi una serie di pro-
dotti commerciali di diverse ditte che funzionano bene e consentono di purificare un alto numero di
campioni in poco tempo, I'inconveniente ¢ che spesso dopo la purificazione si registra una leggera
diminuzione degli acidi nucleici rispetto alla quantita che si aveva in partenza.

I vantaggi dell’estrazione diretta degli acidi nucleici dal suolo sono il recupero di un’alta per-
centuale del DNA batterico presente nel suolo (molto superiore alle rese dell’estrazione indiretta), la
sua relativa semplicita e rapidita (consente di processare un alto numero di campioni in breve tempo)
e una minore dipendenza della resa finale dalla tipologia del suolo analizzato rispetto all’estrazione
indiretta. Infatti in questo caso si possono usare metodi fisici pil efficaci, cosi anche dai suoli caratte-
rizzati dalla presenza di microaggregati molto resistenti si possono ottenere ottime rese di estrazione
che consentono uno studio significativo della comunita batterica del suolo.

Anche queste tecniche presentano pero alcuni svantaggi, il pitt grande ¢ la frammentazione
degli acidi nucleici causata dal violento sbattimento del suolo che comporta l'ottenimento di fram-
menti che in genere non superano le 20-30 kb. Un altro svantaggio ¢ dato dal fatto che in genere gli
acidi nucleici che si ottengono non hanno un elevato grado di purezza, questo pero ¢ un fattore che
varia molto in base al tipo di purificazione che si effettua al termine dell’estrazione.

b. Analisi molecolari delle comunita microbiche

Non esiste una regola semplice o assoluta per scegliere le metodologie da utilizzare dato che la
scelta deriva dal tipo di problema che si vuole esaminare. Identificare i componenti di una comunita
batterica completamente ignota richiede un approccio diverso dalla classificazione di un singolo
ceppo di una specifica specie batterica. Inoltre puo spesso rivelarsi opportuno modificare la strategia
nel corso dello studio poiché gli esperimenti preliminari possono dare indicazioni sull’utilita o meno
delle varie tecniche disponibili e in particolare di quelle metodologie efficaci solo all’interno di certi
gruppi tassonomici.

Per progettare una strategia per lo studio delle comunita microbiche naturali bisogna per pri-
ma cosa decidere se analizzare tutte le forme di microrganismi presenti nel campione ambientale o
limitare I'analisi ai soli microrganismi coltivabili. In ogni caso, per quanto esista una vasta gamma
di tecniche disponibili per lo studio della diversita microbica del suolo, ogni metodo ha i suoi limiti
e fornisce solamente una visione (molto) parziale di un singolo aspetto della diversita microbica
del suolo. Conseguentemente ¢ sempre preferibile studiare le comunita microbiche a diversi livelli
(quando possibile) ed utilizzando non un solo metodo, ma una combinazione di tecniche diverse che
permettano di valutare la diversita microbica e le variazioni che si verificano in conseguenza delle
fluttuazioni dei parametri ambientali (Kirk et al., 2004).

I1 principale ostacolo dello studio della diversita microbica del suolo € I'incapacita di coltivare
in vitro oltre I'1% dei batteri presenti. I motivi dell’incapacita di crescita dei batteri nei terreni di
coltura sono molteplici, tra i quali la difficolta di riprodurre in laboratorio le condizioni nelle quali
questi microrganismi proliferano nell’ambiente e la presenza di batteri che si trovano in uno stato
vitale ma non coltivabile (VBNC), (Xu et al., 1992). I batteri nello stato VBNC rimangono vitali pur
non essendo in grado di dividersi in maniera sufficiente da formare colonie visibili su piastre di ter-
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reno di coltura non selettivo ed entrano in questo stato quando sono sottoposti a particolari stress
ambientali, quali variazioni della temperatura, salinita, etc (McDougald et al., 1998; Oliver, 2005).

Luso di tecniche di biologia molecolare ed in particolare lo sviluppo della tecnica della PCR
ha reso possibile lo studio della diversita delle comunita microbiche senza la necessita di coltivare i
batteri, in quanto ha permesso di amplificare geni da DNA genomico estratto direttamente dal suolo
secondo i metodi precedentemente descritti.

Il marker molecolare che viene comunemente utilizzato per studiare le relazioni filogenetiche
nei procarioti ¢ il gene che codifica il 16S rRNA (Woese, 1987; Amann et al., 1995). Amplificando via
PCR il 16S rRNA da DNA genomico estratto direttamente dal suolo utilizzando primers universali
per i batteri si ottiene una miscela di frammenti che possono essere analizzati sia mediante la tecnica
del clonaggio che mediante tecniche di fingerprinting quali la DGGE (denaturing gradient gel elec-
trophoresis). Utilizzando la tecnica del clonaggio, singoli frammenti di 16S rRNA, ottenuti dall’am-
plificazione del DNA genomico estratto direttamente dal campione, vengono introdotti in un vettore
plasmidico e quindi trasferiti in cellule di Escherichia coli in maniera da ottenere una libreria di cloni
che possono essere separati mediante coltura su piastre di terreno di coltura agarizzato contenente
agenti selettivi che permettono di selezionare i cloni che contenenti ciascuno un singolo frammento
amplificato del gene 16S rRNA. Il sequenziamento del frammento del 16S rRNA di ciascun clone sele-
zionato ¢ uno “step” fondamentale perché la comparazione della sequenza ottenuta con quelle presenti
in banca dati permette di assegnare a ciascun clone una definita posizione tassonomica (Hugenholtz
et al., 1998). Con la tecnica DGGE si possono separare i frammenti del 16S rRNA mediante elettro-
foresi su un gradiente lineare di un gel di poliacrilammide poiché ciascun frammento si posiziona
sul gel in base alla sua composizione nucleotidica. Il numero delle bande determinate dai frammenti
separati (richness) e la loro intensita (eveness) consentono di “misurare” e confrontare il grado di di-
versita genetica presente. I frammenti separati sul gel possono inoltre essere recuperati e sequenziati
al fine di assegnare una definita posizione tassonomica, oppure possono essere condotti esperimenti
di ibridazione del gel con sonde molecolari specifiche per specifici gruppi tassonomici (Muyzer, 1999).

Lutilizzo delle tecniche molecolari basate sull’analisi filogenetica del gene 16S rRNA ha messo
in evidenza la presenza nel suolo di nuovi “phyla” sia tra i batteri che tra gli archei, rivelando I’e-
norme diversita microbica presente in questo ambiente (Liesack e Stackebrandt, 1992; Borneman et
al, 1996; Bintrim et al., 1997; Griffiths et al., 1996; Hugenholtz et al., 1998; Hugenholtz et al., 2001).
Di conseguenza, I'interesse dei microbiologi si & rivolto verso la comprensione della fisiologia e del
ruolo ecologico di questi microrganismi, la cui presenza viene rilevata solamente utilizzando delle
metodiche che sono indipendenti dalla coltivazione.

Filamenti di DNA estratti da piccoli frutti (foto di A. Benedetti)
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3. Indicatori di ITI° livello

La percezione della diversita microbica e stata profondamente modificata in questi ultimi de-
cenni dal sempre pill esteso uso delle tecniche del DNA ricombinante e dei metodi di filogenesi
molecolare. Molti dei metodi messi a punto per esaminare e studiare la struttura delle comunita
microbiche del suolo utilizzano la PCR come metodo di elezione per amplificare il 16S rDNA (o altri
marcatori filogenetici) dai batteri. Mediante I'uso di questi indicatori sara possibile identificare di-
rettamente o indirettamente i microrganismi del suolo. Infatti I'avvento della PCR ha rivoluzionato
gli studi di ecologia microbica, poiché grazie ad essa ¢ possibile amplificare il 16S rDNA non soltanto
da microrganismi coltivabili in laboratorio, ma anche direttamente da DNA estratto da campioni di
suolo. Questo ha rappresentato un enorme passo avanti nello studio della diversita delle comunita
microbiche del suolo.

La possibilita di ottenere informazioni tassonomiche sui microrganismi non coltivabili si
basa sull’amplificazione dei geni codificanti il 16S rRNA, attraverso una strategia che prevede estra-
zione del DNA direttamente da campioni di suolo. In tal modo vengono amplificate le molecole
del 16S rDNA sia dei batteri coltivabili che di quelli non coltivabili; il prodotto di amplificazione ¢
quindi una miscela eterogenea di molecole di 16S rDNA di diversa provenienza. La loro separazione
viene effettuata mediante il loro clonaggio in appositi vettori plasmidici che, generalmente, portano
un gene che conferisce alla cellule ospiti la resistenza ad un antibiotico (tipicamente all’ampicillina)
ed un secondo marcatore (lacZ) che permette la visualizzazione immediata dei cloni ricombinati
dai non ricombinanti (screening bianco-blu); i plasmidi (ricombinanti o non) vengono quindi in-
seriti per trasformazione in cellule competenti di Escherichia coli. La fase successiva prevede I'am-
plificazione del 16S rDNA contenuto nel plasmide ricombinante utilizzando due primer esterni,
complementari cioe a due sequenze del vettore plasmidico localizzate ai lati dei sito in cui & stato
inserito il 16S rDNA. Il prodotto di amplificazione puo, a questo punto, essere processato secondo
due strategie alternative:

1. La prima strategia prevede 'immediato sequenziamento del 16S rDNA. Questo approccio
ha il seguente svantaggio: durante il clonaggio diverse molecole di vettore possono
fondersi a copie identiche dello stesso 16S rDNA, cioé derivanti dall’amplificazione della
stessa molecola presente nel DNA estratto. Di conseguenza, esiste una probabilita
piuttosto alta di sequenziare cloni “gemelli”, specialmente quando e’ necessario analizzare
un numero elevato di 16S rDNA clonati, per esempio, per studiare la dinamica di queste
comunita nello spazio e/o nel tempo. Questo problema puo essere aggirato applicando la
strategia alternativa seguente.

2. La seconda strategia, sfrutta I'analisi di restrizione dei 16S rDNA (ARDRA), utilizzando
uno o pit enzimi. Utilizzando questo metodo, originariamente messo a punto su batteri
coltivabili, ¢ possibile riunire i 16S rDNA in gruppi sulla base del profilo di restrizione
ottenuto. Successivamente, viene determinata la sequenza nucleotidica di almeno un
16S rDNA rappresentativo di ogni gruppo. In questo modo viene minimizzato il numero
di reazioni di sequenza da effettuare.

Indipendentemente da quale dei due percorsi abbia seguito lo sperimentatore, una volta otte-
nute la sequenza del 16S rDNA, essa viene ricontrollata utilizzando appositi programmi informatici
e, quindi, utilizzata per recuperare dalle banche dati le sequenze ad essa piu simili e con le quali viene
poi allineata. Lallineamento viene infine utilizzato per costruire un albero filogenetico all’interno
del quale verra posizionata la sequenza del 16S rDNA clonata.

In linea di principio, ma solamente in linea di principio, questa strategia dovrebbe permettere
di ottenere una “fotografia” dei 16S rDNA che dovrebbe rispecchiare la situazione reale, ovvero la
biodiversita genetica presente.
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I metodi di analisi delle comunita microbiche basate sulla PCR sono ampiamente utilizzati per
via della facilita con la quale ¢ possibile analizzare numerosi campioni e la possibilita di rilevare la
presenza di particolari organismi o taxa attraverso 'uso di primer universali o gruppo-specifici. Ne-
gli ultimi anni queste metodologie sono state applicate all’analisi di comunita microbiche complesse
provenienti dai pit disparati ambienti naturali. La mole di dati ottenuti conferma che la nostra visio-
ne del mondo microbico era estremamente limitata e che esiste una enorme “biodiversita invisibile”
ancora da esplorare.

4. Indicatori di I'V° livello

Le analisi di IV® livello prevedono la possibilita di intraprendere o meno un percorso di mo-
nitoraggio spazio-temporale della biodiversita del suolo sulla base dell’analisi comparativa dei ri-
sultati ottenuti nei livelli precedenti. E bene specificare che questo livello di approfondimento puo
essere correlato indipendentemente sia alle analisi di I° che di II° che di III° livello, in funzione della
“fitness for use”, ovvero il livello di approfondimento sulla conoscenza della biodiversita del suolo:
fertilita biologica e abbondanza del biota (I° livello), richness e evenness (II° livello), identificazione
degli individui (III° livello). Qualora, ad esempio, dalle analisi di livello inferiore venisse evidenziata
una situazione di grave erosione di biodiversita del suolo (sia di richness che di evenness) e venisse
osservato un ridotto numero di specie microbiche, tali organismi andrebbero caratterizzati in quan-
to resistenti e adattati a condizioni sfavorevoli di vita per la maggior parte dei microrganismi del
suolo. Questo sito potrebbe essere destinato ad un monitoraggio temporale per valutare 'evoluzione
nel tempo della diversita attuale. Nelle figure seguenti sono rappresentati schematicamente i livelli
di approfondimento di indagine e le informazioni complessive ricavabili per la definizione di biodi-
versita attuale ed assoluta.

FIGURA 13 - Indicatori. Schema di rappresentazione della biodiversita attuale ed assoluta (Benedet-
ti e Mocali, 2008)

Indicatori
—
ILIVELLO —> | BIODIVERSITA FUNZIONALE |
Il LIVELLO I
| BIODIVERSITA GENETICA E FUNZIONALE |
11l LIVELLO ||
| BIODIVERSITA GENETICA |
| BIODIVERSITA ATTUALE |
Indicatori IV LIVELLO
—
I LIVELL N
0 —> | BIODIVERSITA FUNZIONALE |
Il LIVELLO E
| BIODIVERSITA GENETICA E FUNZIONALE |
1l LIVELLO ||
| BIODIVERSITA GENETICA |
| BIODIVERSITA ATTUALE |
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Nel caso in cui la caratterizzazione tassonomica evidenziasse una popolazione microbica
specifica per quelle determinate condizioni, sarebbe interessante procedere ad un monitoraggio
spaziale in aree limitrofe al fine di verificare la sua eventuale diffusione.

Lindividuazione di organismi caratteristici del sito e non rilevati nelle zone limitrofe, consi-
glia la messa in collezione degli organismi stessi.

Formule di calcolo degli indicatori e indici con esempi applicativi di un caso studio

Viene di seguito illustrata una procedura interpretativa che combina parametri di tipo chi-
mico e biochimico per la stima della fertilita biologica di un suolo sulla base di intervalli di valori
dedotti dalla letteratura, che puo costituire la prima base valutativa della fertilita biologica del suolo
e quindi il primo passaggio della definizione della diversita microbica genetica e funzionale (Bene-
detti et al., 2006).

Indice di Fertilita del Suolo basato sui Parametri Biochimici

I parametri utilizzati per la determinazione di questo indice, e le loro unita di misura, sono
riportati nella seguente tabella. I parametri biochimici scelti sono quelli generalmente utilizzati per
'analisi e lo studio della qualita del suolo.

PARAMETRI UTILIZZATI ABBREVIAZIONE UNITA DI MISURA
Sostanza organica S.0. %
Respirazione basale Chos ppm
Respirazione cumulativa Coum ppm
Carbonio microbico Coic ppm
Quoziente metabolico qCO0, (10?) h
Quoziente di mineralizzazione qM %

Per ciascuno dei parametri sono stati stabiliti 5 intervalli di valori a ciascuno dei quali viene
assegnato il punteggio dell’intervallo a cui appartiene.

PARAMETRI UTILIZZATI Punteggio

1 2 3 4 5
Sostanza organica <1 1-15 1,6-2 2-3 >3
Respirazione basale <5 5-10 10-15 15-20 >20
Respirazione cumulativa <100 100 - 250 250 - 400 400 - 600 >600
Carbonio microbico <100 100 - 200 200 - 300 300 - 400 >400
Quoziente metabolico >0,4 0,3-0,4 0,2-0,3 0,1-0,2 <01
Quoziente di mineralizzazione <1 1-2 2-3 3-4 >4

La somma algebrica dei punteggi per ciascun parametro da origine ad una scala di fertilita
biologica riportata nella tabella sottostante.

| 1l 11 v Vv
CLASSE DI FERTILITA stanchezza stress .
media buona alta
allarme preallarme

PUNTEGGIO 1-6 7-12 13-18 19-24 25-30
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Esempio:

Ammettiamo che un suolo presenti dei risultati come di seguito riportati.

S.0. Cbas Ccum C-mic q(CO,) qM
1,32 7,68 205,5 111,8 0,286 2,691

Possiamo associare a ciascun parametro i seguenti punteggi.

PARAMETRI ANALIZZATI PUNTEGGI ASSEGNATI

Sostanza organica 2

Respirazione basale

Respirazione cumulativa

Quoziente metabolico

2
2
Carbonio microbico 2
3
3

Quoziente di mineralizzazione

TOTALE 14

Il risultato ottenuto permette di assegnare a questo terreno una classe di fertilita MEDIA.

N.B. E consigliabile utilizzare I’indice proposto per suoli a tessitura franco- argillosa e valori
di pH compresi tra 6,5 e 7,5. Inoltre ¢ da tenere in considerazione che gli intervalli di valori proposti
per i singoli parametri biochimici sono specifici per ambienti dell’area mediterranea. Infine gli stessi
sono stati tarati per un tipo di analisi di laboratorio che prevede essiccazione del terreno e ricondi-
zionamento a temperatura ed umidita ottimali per l’attivita microbica.
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5.3 Considerazioni conclusive

Una sintesi per delineare le linee guida finalizzate ad ottimizzare la conservazione sostenibile
della biodiversita agraria.

FIGURA 14 - Flow chart decisionale per la conservazione sostenibile della biodiversita
microbica di interesse agroambientale e alimentare

CIBI BIODIVERSITA' | «——— AMBIENTE

|

Monitoraggio prospettico sequenziale:
1. Marcatori preliminari

2. Marcatori obiettivi

3. Marcatori laboratoriali

CAMBIAMENTO IMPORTANZA \

PRODUTTIVO O INTRINSECA SOSTITUZIONE EROSIONE
TECNOLOGICO DEL CIBO O
DELL’AMBIENTE

Almeno N
URGENZA ttore di URGENZA
ELEVATA ””f(-l (]77-9 ' MEDIO BASSA
rischio
MONITORAGGIO
CONSERVAZIONE

EX
SITU

IN
FACTORY

NO

Il flow chart presentato cerca di sintetizzare tutto il materiale proposto in questa relazione per
trarre delle linee guida dinamiche che funzionino in maniera diversa e appropriata a seconda delle
situazioni. Il paragrafo che segue ¢ una breve spiegazione di questa procedura complessa.
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La biodiversita ¢ costituita dalla diversita e dalla variabilita sia di origine ambientale che
alimentare. Sarebbe opportuno considerare anche altre origini, non strettamente
agroalimentari da cui trarre biodiversita impiegabile in campo agrario. Nel settore
ambientale sensu lato esistono tutta una serie di realta da considerare, la cui biodiversita
¢ impiegabile in campo agrario. Si consideri per esempio la biodiversita che si sta
formando nelle discariche, negli impianti di produzione del metano e nei siti inquinati.
Tutta questa microflora puo essere impiegata per esempio per la valorizzazione in situ delle
biomasse di scarto delle produzioni agrarie.

Il monitoraggio & stato ampiamente descritto nell'obiettivo O1.3. Nell'ambito
dell’'obiettivo 6 ¢ stata poi discussa la modalita di monitoraggio per prevenire o per lo
meno per misurare i fenomeni erosivi e sostitutivi. Il monitoraggio ricorre due volte nel
flow chart. Il primo (prospettico) dovrebbe essere una ricognizione veloce e poco costosa
basata per lo piu su parametri (marcatori) preliminari ed obiettivi, con alcuni
approfondimento mediante i marcatori laboratoriali. Il Monitoraggio di controllo (nella
parte bassa del grafico) ¢ un monitoraggio specifico funzionale al controllo delle situazioni
a rischio e al funzionamento delle conservazioni in situ e in-factory. Il Monitoraggio si
pone quindi come la misura fondamentale per la conservazione della biodiversita. Esso
deve essere quanto piu flessibile possibile ed idealmente riducibile ad una sola tecnica
(monofasico) per le ragioni spiegate nell’'obiettivo 6.

I fattori di rischio della biodiversita sono stati spiegati nell'ambito dell’obiettivo 6
e possono essere condensati in quattro voci:

Cambiamento produttivo o tecnologico

a
b.  Importanza intrinseca del cibo o dell’ambiente da conservare
c Sostituzione

d

Erosione

Tutti i fattori sono ipotizzabili sulla base dei marcatori preliminari ed obiettivi.
I marcatori laboratoriali (ed in particolare le tecniche metagenomiche come la DGGE).
Debbono essere impiegati o come approfondimento nel monitoraggio prospettico o come
sistema monofasico nel monitoraggio di conservazione

Conservazione. Le tre modalita in situ, ex situ ed in-factory sono state spiegate nell'ambito
dell’obiettivo 5 sui sistemi di conservazione.

Le scelte di carattere tecnico e politico sono evidenziate in corsivo entro i due rombi.
La prima scelta riguarda la valutazione se esista almeno un singolo fattore di rischio
(rombo in alto). La complessita della scelta sta nella valutazione dei dati di monitoraggio
che descrivono la situazione della biodiversita microbica, soprattutto se non esistono
(come ¢ adesso) degli standard di valutazione e delle condizioni comparabili. Minore il
numero di questi standard, maggiore sara il peso della discrezionalita e della soggettivita
della scelta. Premesso che tale discrezionalita non puo e non deve essere abolita, soprat
tutto per la fase politica della scelta, una maggior standardizzazione e normalizzazione dei
dati non possono che avere effetti altamente benefici. A questo proposito due sono le
misure possibili, una di carattere tecnico-scientifico, l'altra logistico-organizzativo,
sottolineando che le due ipotesi dovrebbero essere integrate e non considerate alternative.

a.  Soluzione tecnico scientifica. Consiste nel comparare situazioni a diverso livello di
rischio con una o pochissime tecniche. I livello di rischio potrebbe essere espresso
come un indice che vari fra 0 e 1 mediante la seguente formula in cui Rn ¢ il rischio
normalizzato Ri il rischio riscontrato in una data situazione, Rmax e Rmin il rischio

118



massimo e minimo trovati nel corso di questi studi di messa a punto:
Rn= (Ri-Rmin) / (Rmax —-Rmin)

b.  Soluzione logistico-organizzativa. Si tratta di mettere a sistema gli enti preposti ed
interessati alla tutela della biodiversita in modo da promuovere monitoraggi standar-
dizzati i cui risultati vengano fatti confluire in un database unico ed organizzato in
modo da fornire in tempo reale i valori di Rmin e Rmax di ciascuna situazione
alimentare ed ambientale. La scelta sulla sufficienza del monitoraggio (rombo in basso
nello schema) ¢ soggetta come la precedente a soggettivita e discrezionalita.
Chiaramente la scelta deve tener conto della sostenibilita della scelta sapendo che la
conservazione ex situ € fortemente limitante dal punto di vista del mantenimento delle
effettive risorse genetiche microbiche e che ¢ la piu costosa, soprattutto in termini
energetici. D’altra parte la conservazione in collezione ¢ la scelta privilegiata nel caso
di cambio di tecnologia o di forte rischio erosivo o sostitutivo. Si tratta quindi di con-
siderare i costi complessivi della forma di conservazione e le effettive risorse disponibili.
In taluni casi ¢ ipotizzabile che sia difficile anche effettuare conservazioni in situ o in
farm, per questo si raccomanda fortemente di puntare con decisone sullo sviluppo di
effettivi sistemi di monitoraggio che permettano di:

a.  Conoscere meglio la struttura della biodiversita microbica nei vari ambiti
tipologici, geografici e nel suo divenire temporale

b.  Evitarel'avvio delle procedure di conservazione la dove non siano indispensabili

c.  Favorire le forme meno costose di conservazione (in situ o in farm),
evidenziando il livello di rischio cui e sottoposta la biodiversita microbica nel
corso di tali conservazioni

d.  Fungere da strumento di supporto all’isolamento per quantificare la porzione
di biodiversita microbica effettivamente isolata e messa in collezione.

Da queste considerazioni si evince che una conservazione sostenibile della biodiversita richie-
de un approccio diverso da quello seguito fino ad ora con il collezionamento affidato solo alla sensi-
bilita dei singoli, ma spesso fortemente ridondante nei molti casi in cui sia stata ripetutamente isolata
la stessa sorgente di biodiversita. La forma proposta ¢ quindi quella di favorire la conoscenza della
biodiversita e di preferire le conservazioni che lascino libero corso all’evoluzione della biodiversita
negli ambienti naturali o antropizzati interessati all’attivita agricola.

Questo non deve significare eliminare o limitare I'intervento degli agricoltori e dei trasforma-
tori obbligandoli a pratiche non funzionali ed economicamente insostenibili, ma piuttosto vuol dire
favorire i tanti operatori agricoli che svolgono la loro attivita con scienza e coscienza scoraggiando le
forme di “agricoltura da rapina”. In estrema sintesi significa ricordare che la biodiversita microbica
di interesse agrario non ¢ un ambito prettamente naturale, ma una derivazione della plurimillenaria
attivita agricola e trasformativa che permette all’'Uomo di affrancarsi dalla fame e che ha ben mo-
dellato anche il mondo microbico da esso consapevolmente o inconsapevolmente coinvolto nella
sua attivita, come dimostrato dal peggioramento della biodiversita microbica dei suoli abbandonati.

Infine, ¢ evidente che le operazioni di scelta richiedono una competenza ed una sensibilita che
dovrebbe essere supportata da opportuna informazione e soprattutto favorita da una specifica for-
mazione che veda coinvolti i tanti attori interessati al mantenimento e allo sviluppo della biodiversita
microbica.
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6. Casi di studio

6.1 Caso studio sulla tipicita dei lieviti associati al formaggio e sulla relazione
fra variabilita entro specie e diffusione nel’ambiente

(Del Bove, M., Lattanzi, M., Rellini, P., Pelliccia, C., Fatichenti, F. and Cardinali, G. (2009).
Comparison of molecular and metabolomic methods as characterization tools of Debaryomyces
hansenii cheese isolates. Food Microbiol 26, 453-9)

Premessa

Debaryomyces hansenii ¢ una delle specie di lievito prevalente isolate da formaggio (Fadda
et al., 2004;. Mounier et al., 2006b;. Romano et al., 2001). Esercitando una importante attivita me-
taboliche in stagionatura (Bonaiti et al., 2004. Cholet et al., 2007;. Kumura et al., 2002;. Lopez Del
Castillo-Lozano et al., 2007) e nel limitare la crescita di batteri nocivi (Fatichenti et al., 1983). La sua
elevata resistenza al cloruro di sodio (Butinar et al., 2005; Corte et al., 2006) rende D. hansenii ideale
per molti ambienti ricchi di sale (Gadanho et al., 2003;. Seiler e Busse, 1990), tra i quali formaggio ¢l
meglio studiato (Kurtzman e Robnett, 1998). Questa specie € una componente importante nella pro-
duzione di Cheddar e formaggi Gouda, (Viljoen e Greyling, 1995; Weltha-gen e Viljoen, 1998), nei
formaggi a pasta blu (Addis et al., 2001;. Besancon et al., 1992;. Roostita e Fleet, 1996), nei formaggi
stagionati (Corsetti et al.2001;. Gente et al., 2007; Leclercq-Perlat et al., 2000; Mounier et al., 2006b;
Rea et al., 2007), mozzarella di bufala (Romano et al., 2001) e in diversi tipi di formaggio prodotto
con latte di pecora (Pereira-Dias et al. 2000), in particolare il formaggio Pecorino italiano (Cosen-
tino et al. 2001; Fadda et al, 2004; Gardini et al, 2006). Nonostante la grande quantita di letteratura
su D. hansenii, pochi studi sono stati dedicati alla differenziazione e distribuzione a livello di ceppo
(Petersen et al., 2001, 2002).

I1 desiderio di prodotti alimentari di qualita legati alla specifica”terroir” (Barham, 2003) o
anche di cibi acquistati presso il loro punto di origine agricola (Gilg e Battershill, 1998) ha portato ad
una serie di sforzi per proporre misure affidabili e relativamente poco costose ed a stabilire procedure
per la tracciabilita alimentare su una solida base scientifica. Tra le strategie esplorate, particolare at-
tenzione ¢ stata dedicata ai sesquiterpeni come marcatori dell’origine montagna di alcuni tipi di for-
maggio (Favaro et al. 2005), anche se I'elevata variabilita di composizione di formaggi ha ostacolato
lo sviluppo di una procedura generale applicabile ad ogni tipo di formaggio a base di composti queste
o simili. Metabolomica e I'ultima nata della “omiche” le scienze dopo la genomica, la trascrittomica e
la proteomica. Profili metabolomici altamente riproducibili sono stati realizzati con la spettroscopia
infrarossa a trasformata di Fourier (FTTR) e sono stati utilizzati con successo per identificare lieviti
e batteri a livello di specie (Helm et al, 1991;. Kiimmerle et al., 1998; Rudol e Scherer, 2001; Wenning
et al., 2006) e in alcuni casi a livello di ceppo (Naumann et al., 1991; Zhao et al., 2004).

Lipotesi esplorata in questo studio é che i ceppi hansenii D. possono essere indicatori naturali
e onnipresente di origine del formaggio. Questa possibilita si basa sulla presenza di questo lievito in
tutti i formaggi studiati e sul fatto che un elevato numero di cellule sopravvivono dopo la maturazione
(Mounier et al., 2006a). Abbiamo preso in considerazione diversi tipi di formaggio pecorino prodot-
to con protocolli diversi in varie regioni italiane per verificare I’ipotesi che esiste una correlazione
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tra i descrittori di deformazione che caratterizzano e la zona di isolamento. La variabilita all’interno
della specie ¢ stata studiata con strumenti molecolari e metabolomici per valutare la diversita a livello
del DNA e fenotipico, con il sequenziamento del DNA, il profilo RAPD, il fingerprint metabolomico
FTIR e quello assimilativo. Questo studio ha esaminato 22 ceppi al fine di valutare la presenza di un
certo tipo di biodiversita (variabilita) e del suo legame putativo con la zona di isolamento. Sulla base
dei risultati ottenuti, ulteriori studi sono stati progettati per studiare la variabilita di D. hansenii in
modo piu sistematico e con strumenti di caratterizzazione pitt potenti come i micro satelliti. I risul-
tati ottenuti in altri studi (non mostrati in questa sede) con microsatelliti hanno sostanzialmente
confermato la struttura della biodiversita di questo lievito nelle zone considerate.

Materiali e metodi

Terreni e condizioni di crescita, procedura di pre-identificazione

I ceppi sono stati coltivati e mantenuti in piastre YEPDA (estratto di lievito 1%, peptone 1%
Destrosio 2%, agar 1,7%). Per I'isolamento selettivo il terreno di isolamento IM ¢ stato impiegato
(YEPDA piastre sup-plemented con Rosa Bengala 0,025g/1, 10% NaCl e cloroamphenicolo 0,1 g/1).
La pre-identificazione dei ceppi ¢ stata effettuata con prove eseguite su piastre di assimilazione se-
condo i metodi in Yarrow (Yarrow, 1998), utilizzando le fonti di carbonio di cui alla tabella 9, in par-
ticolare quelli che non mostrano variabilita nella descrizione standard della specie. La pre-identifica-
zione ¢ stato utilizzata anche come metodo di dereplicazione al fine di includere solo ceppi putativi
di D.hansenii nello studio e di escludere quelli appartenenti ad altre specie. L'ldentificazione ¢é stata
confermata dal sequenziamento del 26S, dominio D1/D2, come descritto di seguito.

La biomassa per I'analisi FTIR é stata ottenuta con il terreno per metabolomica (MM: YEPDA
senza peptone). Le cellule sono state coltivate su una precoltura di MM per 24 ore e poi trasferite in
una piastra fresca MM per altre 24 ore. Questo metodo con due successive crescita di 24 h assicura
che le cellule siano raccolte nelle stesse condizioni fisiologiche e che le differenze tra spettri si verifi-
chino solo per la diversa disposizione metabolomica caratteristica del ceppo. La crescita, I'isolamen-
to e 'assimilazione sono state effettuate a 25°C. I risultati delle assimilazioni sono stati letti dopo 2
e 4 giorni.

Campionamento

Campioni di formaggio pecorino sono stati raccolti direttamente dai produttori, conservati in
modo asettico in sacchi sterili e mantenuti in una scatola di ghiaccio per il trasporto al laboratorio.
Al fine di evitare la contaminazione incrociata, la parte esterna del campione ¢ stato rimossa con
lame flambate prima della escissione sterile dei pezzi impiegati nella procedura di isolamento.

Isolamento selettivo

Circa un grammo di ogni campione ¢ stato mescolato con 9 ml di acqua sterile e omogeneiz-
zato per 3 minuti con un frullatore da laboratorio. La sospensione ¢ stata diluita e poi piastrata su
piastre IM. Dopo la crescita, le colonie sono state oggetto di una procedura di re-isolamento per
garantire la purezza microbiologica e poi sono state mantenute sui piastre YEPDA per brevi periodi
a 4°C, mentre il congelamento rapido a 80°C in glicerolo 17% e stato utilizzato per la conservazione
a lungo termine.

RAPD-PCR e sequenziamento del DNA ricombinante

I1 DNA ¢ stato estratto come precedentemente descritto (Bolano et al, 2001;. Cardinali et al,
2001). Camplificazione di PCR ¢ stata condotta con un PTC 100 Peltier Thermal Cycler (M] Rese-
arch Inc. Waltham, Massachusetts-USA). Due amplificazioni RAPD sono state effettuate: una con i
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primer M13m (50 - GAG GGT GGC GGT TC -30) e Rp 11 (50 - GAA ACT CGC CAA G -30), l'altra
con i primer RP8 (50 - AGATTCTTG GCA C - 30) e RP9 (50 - AAA CCA CGA GAT C -30). 1
DNA e stato amplificato per 35 cicli (denaturazione, 94° C per 1 min; annealing a 38° C per 1 min;
elongation a 72° C per 1 min) seguito da un singolo ciclo di elongation da 15 minuti a 72° C. Gli
ampliconi sono stati sottoposti a elettroforesi su gel in 1 % di agarosio gel pre-colorati con etidio
bromuro. Le immagini dei gel sono state digitalizzate con una macchina fotografica Kappa (Kappa
GmbH - Germania, www kappa.de). Il dominio D1/D2 del 26S rDNA ¢ stato amplificato e sequenzia-
to secondo la procedura precedentemente descritta da Kurtzman (Kurtzman e Robnett, 1998). Lana-
lisi delle sequenze ¢ stata effettuata con BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e Geneious
(http://www.geneious.com).

Analisi FTIR

Le misure FTIR di ogni ceppo sono state effettuate su tre sospensioni di cellule indipendenti,
usando uno spettrofotometro a infrarossi FTIR Tensor 27 (Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Germa-
nia), la lettura ¢ stata effettuata nel range tra 4000 e 400 cm™ in modalita di trasmissione, con 4 cm-1
di risoluzione spettrale. Ogni spettro € la media di 64 campionamenti. Le analisi preliminari (prima
correzione derivati e di base) sono state effettuate con il software OPUS 6.5 (Bruker).

Analisi statistica

Le analisi statistiche sono state effettuate con il software libero”R”(http://cran.r-project.org/).
I bandeggi RAPD sono stati trans-formati in matrici binario segnalato la presenza della bande come
“1”e la sua assenza come “0”con il software ClassMaker (Cardinali et al., 2003). Le distanze tra i cep-
pi sono stati calcolati dalle matrici RAPD binaria con la funzione dist. utilizzando il coefficiente di
Gower e Legendre implementato nel pacchetto ADE4 del CRAN.

Le matrici di distanza degli spettri sono stati ottenute con la funzione dist. (distanza euclidea).
Le matrici di distanza da RAPD e FTIR sono stati elaborati I’Analisi delle Coordinate Principali
(PCoA) (Legendre e Legendre, 1998).

Risultati

Isolamento e identificazione convenzionale

Circa 50 ceppi di lievito sono stati isolati da Pecorino di 10 regioni d’Italia (Fig. 5). Tra tutti
gli isolati 22 ceppi hanno mostrato un profilo assimilativo compatibile con quello di D. hansenii e
sono stati utilizzati in questo studio preliminare. I profili di assimilazione (Tabella 9) hanno indicato
che tutti i ceppi condividano nove caratteri positivi e uno negativo non-variabile con il ceppo tipo
(Nakase et al., 1998). alcuni ceppi, compreso il ceppo tipo, sono cresciuti su raffinosio, D-mannitolo,
succinato e xilosio meno vigorosamente rispetto agli altri (Tabella 9). Altri cinque fonti di carbonio
(amido solubile, ribosio, lattosio, ramnosio e il citrato), che non erano necessariamente assimilati dai
ceppi impiegati nella descrizione delle specie (Nakase et al., 1998), sono risultati variabili anche per
i 22 ceppi analizzati. In effetti, le prime tre fonti sono state utilizzate dalla maggior parte degli iso-
lati, mentre il mannosio e citrato sono stati metabolizzati solo da sette e due ceppi, rispettivamente
(Tabella 9). I sette ceppi isolati nei dintorni di Norcia e Sellano (30 km di distanza) hanno mostrato
un modello identico assimilazione a queste cinque variabili di carbonio, con la sola differenza che i
due ceppi di Sellano assimilare ramnosio, mentre quelli di Norcia no.

I rappresentanti di ciascun gruppo geografico sono stati oggetto di identificazione molecolare
mediante sequenziamento diretto del dominio D1/D2 del DNA che codifica per il 26S RNA. Le se-
quenze lunghe 570 bp hanno mostrato una assoluta identita al ceppo tipo CBS 767 (dati non riporta-
ti), confermando I'identificazione preliminare che ha assegnato questi isolati alla specie D. hansenii.
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D’altra parte, questi risultati indicano la mancanza di variabilita molecolare nel dominio D1/D2 di
questa specie come precedentemente trovato con analisi preliminari delle sequenze depositate in
GenBank.

Analisi molecolare

Ventidue formaggi isolati sono stati sottoposti a finger-print molecolare utilizzando due pro-
cedure adoppio primer RAPD consistenti in due amplificazioni indipendenti, ciascuna con due pri-
mer. La prima coppia di primer (RP8 e RP9) ha prodotto solo quattro bande, di cui i tre maggiori
erano presenti in 3 ceppi, rispettivamente LCF552, 561 e LCF LCF 562. E interessante notare che
questi ceppi (LCF 552, LCF 561 e LCF562) sono stati isolati in uno spazio ristretto di circa 70 km di
larghezza. Laltra coppia di primer (M13m e RP11) ha prodotto 13 bande diverse, precisando il parti-
colare efficacia della coppia M13m pitt RP11.

Lutilizzo di queste due coppie di primer era dovuto alla constatazione che ogni doppio inne-
scato RAPD prodotto pitt bande che la somma dei due amplificazione RAPD con un singolo primer
(risultati non mostrati). I profili dei bandeggi sono stati analizzati con il software ClassMaker (Car-
dinali et al., 2003), ottenendo una matrice binaria in cui ¢ stata segnalata la presenza della bande
come”1”e ’'assenza come”0”.

La matrice binaria ¢ stata elaborata con la. funzione binaria dist del”pacchetto”’ADE4 di “R”
per ottenere una matrice triangolare di distanza da impiegare come input del della PCoA. Gli auto-
valori delle prime due dimensioni sono state tracciate per ottenere la dispersione riportata in Fig. 6.
Lispezione di questa foto indica che tutti i ceppi da Norcia, anche se non identici, sono abbastanza
simili e formare un cluster stretto, lontano da tutti gli altri ceppi.

I due ceppi di Sellano (LCF LCF 420 e 423) sono posti relativamente vicini I'uno all’altro, ma
distante dal cluster di Norcia, anche se i caseifici di isolamento sono vicini e le tecnologie di pro-
duzione apparivano essere estremamente simili. Sul lato superiore sinistro del grafico, i tre ceppi
provenienti dalla regione Marche (LCF 409, 411 e LCF LCF 415) formano un altro gruppo vicino ai
quattro ceppi provenienti da caseifici vicini ad Orvieto (LCF LCF 551 e 552) e Pienza (LCF LCF 561 e
562). La parte centrale del grafico ¢ occupata da due ceppi isolati da formaggio sardo (LCF LCF 557 e
558) e dalla zona intorno a Roma (LCF 387). E ‘utile sottolineare che il formaggio Pecorino Romano
¢ prodotto nelle regioni Sardegna e Lazio (la regione in cui si trova Roma) e nella parte meridionale
della Toscana con tecniche molto simili.

Quattro ceppi piuttosto correlati sono stati isolati dalla parte meridionale della Toscana (LCF
445 e 454 LCF di Pienza) e dal nord di questa regione (LCF 554 e 555 da Livorno). Il ceppo trovato
solo in un formaggio piemontese (LCF 373) é tra il gruppo Sardegna - Roma e il cluster Toscana.

Analisi metabolomica

La Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) ¢ una tecnica promettente per il finger-
printing metabolomico di cellule microbiche intatte, che permette ai ricercatori di caratterizzare i
microbi sulla base del loro fenotipo. I 22 isolati e il ceppo tipo sono state oggetto di FTIR, producendo
spettri simili a quelle mostrate in Fig. 6. Questi spettri esposti alta riproducibilita, come dimostra il
brano quasi identico delle tre repliche (Fig. 6). Inoltre, alcune regioni tipiche contengono la variabi-
lita spettrale sufficiente a discriminare tra ceppi (vedi pannelli ingrandimento della Fig. 6). Il PCoA
indica che la tecnica FTIR esplica un grande livello di variabilita tra i ceppi, di ossia il 58,07% e il
20,73% sul ascisse e sulle ordinate, rispettivamente (Fig. 7). I ceppi sono risultati meno chiaramente
separati da questa tecnica che dal RAPD, anche se i ceppi isolati nelle vicinanze sono stati general-
mente riconosciuti vicini secondo la PCoA.

I1 gruppo di Norcia non ¢ stata separata in modo efficiente e si sovrappone parzialmente a
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quella di Pienza, Orvieto e ad un isolato dalla regione Marche (LCF 411). Due dei quattro ceppi di
Pienza (LCF LCF 454 e 561) sono quasi indistinguibili, anche se isolati in due diverse campagne a
diversi mesi di distanza. Per contro, due ceppi isolati contemporaneamente dallo stesso caseificio,
LCF 557 e LCF

558 (entrambi provenienti dalla Sardegna), sembrano piuttosto lontani secondo ’elaborazione
statistica. E interessante notare che il tipo di ceppo CBS 767, che ¢ stato isolato fuori d’Italia alcuni
decenni fa (si veda la http://www.cbs.knaw.nl URL. NL / lievito / per ulteriori dettagli), era I'unico
punto piuttosto isolato nel diagramma PCoA (Fig. 8).

Questi risultati sono stati ottenuti impiegando le informazioni da tutto lo spettro, anche se
risultati simili sono stati prodotti da specifiche zone spettrali o combinazioni di esse, come suggerito
da altri autori (Naumann et al., 1991).

Anche se il RAPD ha mostrato un segnale geografico piuttosto chiaro, i profili metabolomici
hanno evidenziato alcune caratteristiche interessanti. Una ¢ il fatto che il tipo di ceppo CBS 767
¢ chiaramente separata dai ceppi italiani mediante FTIR e non dal RAPD. Un altro esempio ¢ la
capacita di analisi IR di discriminare tra LCF 561 e 562 LCF, altrimenti identici secondo la tecnica
RAPD. Infine, il gruppo di Norcia e che da Sellano, che dovrebbero essere simili, risultano pit diversi
secondo la tecnica RAPD che secondo la FTIR.

Discussione

La presenza di D. hansenii come lievito predominante in vari tipi di formaggi ¢ stata studiata
approfonditamente, anche se poco si sa sulla variabilita dei ceppi appartenenti alla specie. Questo
studio ha lo scopo di esplorare I'ipotesi che la variabilita del ceppo ¢ in qualche modo legate alla di-
stribuzione geografica e alla tecnologia formaggio. Quattro gruppi di variabili sono state considerate:
assimilazioni fonte di carbonio, la sequenza di dominio D1/D2, RAPD e fingerprint metabolomico
mediante FTIR. Nel complesso queste tecniche forniscono due marcatori genomici e due descrittori
fenotipici. Il dominio D1/D2 non ha mostrato variabilita tra i ceppi studiati e servite solo per confer-
mare I’identificazione del ceppo.

Questo risultato € stato confermato da una analisi delle sequenze del D. hansenii in BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dove poco se si trova una variazione tra gli depositato ceppi
di questa specie, ulteriormente confermando una osservazione iniziale di forte omo-geneita di 26S
DNA in specie Debaryomyces (Kurtzman e Rob-nett, 1998). D’altra parte, il contributo delle fonti
di carbonio variabile assimilate era molto povera, per il limitato numero di caratteri utilizzati, ma
anche per I'instabilita noto dei tratti assimilativi delle specie di lievito (Scheda e Yarrow, 1966).

Sebbene l'analisi RAPD non ¢ piu considerata uno degli strumenti pill potenti dell’arsenale
attuale del biologo molecolare dei lieviti, 'uso combinato di due o piii primer ¢ in grado di aumentare
il numero di bande amplificato. In questo studio, I'uso contemporaneo di due distinti gruppi di pri-
mer ha prodotto 17 gruppi, sufficienti a discriminare tra la maggior parte dei ceppi oggetto di studio.

I1 fatto che solo i ceppi di Norcia sono ben risolti da altri puo essere spiegata in almeno due
modi. In primo luogo, ¢ possibile che questo approccio RAPD non garantisca una risoluzione suffi-
ciente per separare ceppi isolati da zone di produzione vicine. In secondo luogo, la similarita com-
plessiva (o la non discriminabilita) dei ceppi di tutte le zone diverse da Norcia puo essere dovuta al
fatto che negli ultimi decenni pastori sardi e pecore Sarde si sono sparsi in varie parti del centro
Italia, portando con sé la propria tecnologia e, possibilmente, i ceppi associati con il loro ambiente.
Lipotesi che le pecore possono essere in qualche modo portatrici di D.hansenii sembrava essere
esclusa dalla prova che non si ¢ mai potuto isolare un ceppo di questa specie da pecora, latte crudo o
anche dale mani del pastore (dati non riportati).

et

125 ()

T

o



Nel complesso, sembra possibile che questa specie di lievito tecnologicamente importante si
comporti come un contaminante ambientale e venga inoculato accidentalmente nel formaggio du-
rante le prime fasi della maturazione o anche durante la formazione della cagliata. Tuttavia, la PCoA
dei dati RAPD ha mostrato che i ceppi dalla zona di Norcia sono molto diversi dagli altri a livello del
DNA, sottolineando che questo prodotto ¢ in realta tipico e collegato al suo distretto.

Levidenza che i ceppi isolati in Sellano, a pochi chilometri da Norcia, erano abbastanza di-
scriminati ha ulteriormente confermato questa conclusione. Tuttavia, i ceppi di localita diverse da
Norcia sono stati raggruppati in un modo fortemente legato alla distribuzione geografica delle aree
di isolamento, tra cui spiccano la somiglianza dei ceppi da Roma, la Sardegna e la Toscana meridio-
nale, che rientrano nella stessa zona tipica di produzione.

Nel complesso, I'ipotesi che qualche fenomeno abbia permesso la diffusione di ceppi simili,
al di 1a delle aree di produzione dei prodotti tipici, sembrava piu probabile piuttosto che la limitata
risoluzione inerente alla tecnologia RAPD per spiegare le distribuzioni dei ceppi sopra descritte.
Questo problema deve essere ulteriormente affrontato con strumenti molecolari pill potenti, tra cui
alcuni marcatori codominanti, come microsatelliti, al fine di ottenere maggiore risoluzione e ulterio-
ri approfondimenti sui meccanismi genetici coinvolti nel fenomeno che governa la presenza di ceppi
simili in aree vicine .

Lanalisi metabolomica non ha mostrato un chiaro segnale geografico, tuttavia, gli spettri IR
sono stati in grado di discriminare i ceppi che erano identici secondo la RAPD, come LCF 561 e
562 LCF, i quali sono peraltro discriminati da due caratteri di assimilazione, di cui uno, il latto-
sio, particolarmente importante per 'industria lattiero-casearia (Tabella 9). In generale, questi dati
suggeriscono che la caratterizzazione del ceppo secondo la RAPD e la FTIR sono poco correlabili.
In effetti, la tecnica molecolare ¢ piuttosto sensibile alle origini di isolamento, mentre il metodo di
metabolomica permette una differenziazione ceppo piu fine. Questo significa che i ceppi considerati
identici sulla base di RAPD mostrano qualche differenza metabolomica.

Questo fatto sembra importante perché significa che la FTIR offre un potente strumento di
discriminazione, e, cosa pill importante, perché puo evidenziare le differenze metabolomiche e fi-
soologiche che rappresentano le caratteristiche piu importanti di microbi utilizzati nell’industria
alimentare. Inoltre, il fatto che la PCoA dei dati FTIR spieghi il 78% della variabilita complessiva
indica che questa tecnica puo produrre clustering pitl affidabile rispetto al RAPD, che ha prodotto
una PCoA clustering con solo il 51% di variabilita nei due assi.

Questa ipotesi ¢ degna di ulteriore approfondimento in luce del fatto che il fenotipo metabo-
lomico evidenzia differenze fenotipiche condizionate dalle condizioni selettive come quelle imposte
dalle tecnologie di produzione. Viceversa i marcatori RAPD non sono necessariamente condizionati
dalla selezione, ma piuttosto da fenomeni di deriva genetica causata dalla segregazione parziale dei
ceppi in caseifici diversi.

Nonostante il numero limitato di campioni non permetta di effettuare una correlazione affiu-
dabile fra assimilazioni, metabolomica e RAPD, i dati presentati indicano che questi tre approcci per
la caratterizzazione ceppo specifica meritano ulteriori studi e confronti.
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FIGURA 15 - Zone di isolamento dei formaggi
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FIGURA 17 - PCoA dei dati RAPD
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TABELLA 11 - Ceppi usati e loro assimilazioni

- ()
Strain localeof  Type of cheese @ § @ @ § _g § -‘§ % o _ & é @

isolation 8 3 § g 3 5 & § § g 25 S s & &

25 $ 3 ¢ 3T 5 T S X ¢ 8 FTxE g o5

S & » =S K O a »m a £ » a 4 3O
LCF373 Piemonte Pecorino of Bagnolo + + + + + + + + 4+ + - - + + - -
LCF387 Roma Pecorino Romano DOP + 4+ + + 4+ 4+ + + + w - + + - + -
LCF409 Macerata Pecorino Dolce Nero + + + + + + + 4+ 4+ + - - + - + -
LCF411  Macerata Pecorino Dolce Nero + + + + + + 4+ + + w - - + - + -
LCF415 Fermo Pecorino Dolce Rosso + + 4+ + + 4+ + + + + - + - + -
LCF 420 Sellano Partially aged Pecorino + + + + + + + + + + - + + -
LCF 423  Sellano Partially aged Pecorino + + + + + + + + + + - + + + -
LCF 445  Pienza Pecorino Toscano DOP + + + + 4+ + + + w o w - - 4+ - + -
LCF 454  Pienza Pecorino Toscano DOP + + + + + + + + + + - 4+ + + + -
LCF546  Norcia Pecorino of Norcia + + + + + 4+ 4+ + + + - + + -+ -
LCF547  Norcia Pecorino of Norcia + + + + + + + + + + - 4+ + - + -
LCF549  Norcia Pecorino of Norcia + + 4+ + + 4+ + + + + - + + - + -
LCF550 Norcia Pecorino of Norcia + 4+ 4+ + 4+ 4+ + + + + - + + - + -
LCF551  Orvieto Pecorino of Orvieto + + + + + + 4+ + + W - - + - + -
LCF 552  Orvieto Pecorino of Orvieto + 4+ 4+ + 4+ + + + + + - + + - + -
LCF 553  Norcia Pecorino of Norcia + + + + + + + + 4+ + - + + - + -
LCF554  Livorno Pecorino Toscano DOP + 4+ + + 4+ 4+ + + + + - + + + + -
LCF 555  Livorno Pecorino Toscano DOP + + + + + + 4+ 4+ 4+ + - + + - + -

LCF557 Sardegna Pecorino Sardo DOP + + + + + + 4+ 4+ + + - - + + +

LCF558 Sardegna Pecorino Sardo DOP + + + + + + 4+ 4+ 4+ + - - + - + +
LCF561 Pienza Pecorino Toscano DOP + + + + + + 4+ 4+ 4+ w - + - - -
LCF562 Pienza Pecorino Toscano DOP + + + + + + 4+ + + + - + + -
CBS767 Denmark  Strain Type + + + + + + 4+ 4+ + + - + w o+ -
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Sintesi dei casi studio in microbiologia alimentare: un paradigma

Nel caso della prospezione della biodiversita alimentare ¢ opportuno avviare lo studio con una
disanima di alcuni marcatori preliminari minimi. Nella tabella “SINTESI DEI CASI STUDIO” sono

riportati i rilievi effettuate per situazioni-tipo di tte delle maggiori filiere agroalimentari italiane.

TABELLA 12 - SINTESI DEI CASI STUDIO. Descrizione sintetica dello stato delle conoscenze della

biodiversita microbica in cinque diverse filiere alimentari

Vino DOC Vino DOC Pecorino Granao Pane a
PARAMETRI (caso del mediamente noto (es. Norcia) Parmigiano lievitazione
Sagrantino) Reggiano naturale
Risorsa presente nel territorio
di origine o reintrodotta in/da Si Si Si Si Si
un altro territorio
Tempo di presenza del > 100 Anni Nd >100 Anni 100 Anni >100 Anni
prodotto nel suo territorio
Entl'.ca del' leg.ame dellarisorsa Alto Medio Elevatissimo Alto Elevato
con il territorio
Disponibilita di
documentazione storico/
archivistica a supporto del
legame del prodotto con Si Non sempre Parziale Si Si
il territorio ed elementi a
sostegno della “autenticita” di
quella risorsa genetica
Rischio presuntivo di
sostituzione ed erosione della Alta Altissima Alta Medio Alta
risorsa
- . Pochi (un . . .
Interventi di salvaguardia . Pochie Presenti ma non Buonie
. collezionamento Nessuno . - L
presenti ) non coordinati coordinati coordinati
ex situ)
valorizzazione commerciale Ottima Variabile Media Alta Ottima
del prodotto
Pressione del mercato egli Media:
. g . Altissima Altissima Altissima presenza di limiti Parziale
starter sulla risorsa genetica S
nel disciplinare
Presenza di marchi ue
(IGP, DO, IGP, ecc) O altri si si si si si
marchi di tipo commerciale,
di filiera, locali
Buona (in fase di
introduzione nella
Attivita di caratterizzazione collezione manca Quasi mai Poca Buona Buona
, . (vedi caso studio)  (progetti MIPAAF)
un monitoraggio
standard)
Collezioni
dislocate presso
Iniziative di conservazione - - . - - alcuni centri di
. Collezioni parziali Nessuna Sconosciute Collezioni parziali .
anche congiunte ricerca ma non
riconosciute e
coordinate
Risorsa inserita Si Talvolta Non risulta Non risulta
nella misura 214 dei PSR
Stato dell a'bbandono della Elevato Quasi totale Elevato Limitato Modesto
trasformazione autoctona
Capa.mta d‘e.gh operatori ‘a Bassa Bassa Basso/variabile Bassa Basso
gestire tali risorse genetiche
SR Eree
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6.2 Caso studio sulla fumigazione del suolo mediante bromuro di metile

I1 caso studio ¢ relativo ad una situazione colturale particolare, per oltre venti anni e stato
infatti utilizzato per la disinfestazione delle colture della carota, bromuro di metile. Si riporta una
sintesi del lavoro:

Mocali S., Paffetti D., Emiliani G., Benedetti A., Fani R. (2008): “Diversity and dynamics of
microbial communities isolated from soils treated with fumigant agents”. Biology and Fertility of Soil
44, 557-569.

Riassunto

Una combinazione di tecniche di biologia molecolare e microbiologia classica ¢ stata utilizzata
per studiare la composizione, la struttura, la diversita e le dinamiche della comunita coltivabile aero-
bica eterotrofa batterica isolata da cinque diversi campioni di terreno trattati con I'agente fumigante
1,3-dicloropropene (1,3-D) e in seguito sottoposti a differenti ammendamenti (C, e C)) e fertilizza-
zione (F + C e NPK) in due periodi diversi (maggio e luglio). L'analisi di restrizione e la sequenza del
gene 16S rDNA effettuati su 189 isolati hanno rivelato una percentuale molto alta (94%) di batteri
Gram-positivi, molti dei quali (83%) appartenenti al genere Bacillus. Il grado di diversita genetica in-
traspecifica e stata elevata, come dimostrano le analisi del DNA. Questi dati sembrano essere correlati
con I'aumento del contenuto della biomassa microbica C (C_. ) e la diminuzione del C organico (Corg)
e del quoziente metabolico (gCO,). La presenza di un‘altissima percentuale di batteri Gram-positivi
potrebbe essere correlata alla capacita di sporulazione di questi batteri tale da renderli resistenti ai
fumiganti, piuttosto che di una pressione selettiva dei geni coinvolti nella biodegradazione di 1,3-D.

Parole chiave: Biodiversita, fumiganti, fertilita del suolo.

Introduzione

Uno dei problemi pill importanti nella produzione vegetale ¢ rappresentato da parassiti delle
piante quali nematodi (Baldwin et al. 2004). In particolare, il nematode Heterodera carotae pro-
voca danni nella coltura della carota. Per molti anni, il fumigante bromuro di metile (MeBr) &
stato utilizzato per fornire un efficace controllo dei nematodi nei terreni agricoli. Tuttavia, ¢ stato
riconosciuto avere effetti negativi sull’ozono stratosferico (Park et al. 2004;. Prather et al. 1984.),
Di conseguenza, secondo il protocollo di Montreal (1997), ¢ stato gradualmente posto fuori uso in
Europa e negli USA. La maggior parte dei fumiganti comunemente utilizzati per sostituire MeBr
possono avere ampia attivita biocida nei terreni agricoli (Giannakou et al. 2002), ma i loro effetti
sulla microflora del suolo sono ancora largamente sconosciuti. Lapplicazione ripetuta di fumiganti
su suoli agricoli per molti anni puo modificare la diversita microbica del suolo, la biomassa e I’atti-
vita con effetti indiretti sulla “qualita” del suolo che, secondo Doran e Parkin (1994), puo essere de-
finita come “La capacita del suolo di interagire con 'ecosistema al fine di mantenere la produttivita
biologica, qualita dell’ambiente e promuovere la salute animale e vegetale”.

Recentemente, gli effetti della 1,3-dicloropropene (1,3-D), isotiocianato di metile e cloropicri-
na sulla struttura della comunita microbica del terreno sono stati studiati utilizzando 'approccio
sia della cultura-dipendente sia della cultura indipendente (Bekwe et al. 2001a). E’ stato dimostrato
che i batteri Gram-positivi sono sopravvissuti meglio di quelli Gram-negativi al trattamento fumi-
gante e che 1,3-D e stato il fumigante meno efficace nella modificazione della struttura della comuni-
ta microbica del terreno. Ibekwe et al. (2001b) hanno inoltre dimostrato che, in microcosmo trattato
con il bromuro metile per 6 mesi sono risultate quali specie predominanti Pseudomonas e Actinoma-
dura. Inoltre, Smelt ef al. (1989) e Ou et al. (1995) hanno rilevato che, dopo applicazioni ripetute di
1,3-D, l'effetto del fumigante-nematocide era notevolmente diminuito a causa del degrado microbico
(Gan et al. 1998). Ben poche informazioni si hanno sugli effetti dell’aggiunta di ammendanti diversi
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sull’attivita microbica e sulla qualita del suolo dei terreni sottoposti a fumigazione.

Poiché i parametri biologici hanno assunto particolare importanza nella valutazione della
qualita del suolo, in quanto i microorganismi rispondono piu rapidamente rispetto alla maggior
parte dei parametri chimici e fisici ai cambiamenti di uso del suolo, delle condizioni ambientali, o di
contaminazione (Burns et al. 2006) sono stati utilizzati per lo studio della fertilita biologica dei suoli.
In particolare, un insieme di indicatori di qualita del suolo basati sulle funzioni microbiologiche del
suolo, come il quoziente metabolico (gCO,) e il quoziente di mineralizzazione (gM), sono stati utiliz-
zati per verificare l'effetto di diversi trattamenti agronomici sulla fertilita del suolo. Indici basati sulla
combinazione della respirazione microbica e la misurazione della biomassa microbica, come qCoO,,
possono essere considerati piu sensibili di quelli relativi al solo dosaggio della biomassa microbica o
di alcune attivita (Nannipieri et al 1990; Brookes 1995; e Dilly e Munch 1998) nel quantificare gli ef-
fetti di inquinanti. Il gCO, puo riflettere I'immobilizzazione del carbonio nella biomassa microbica,
mentre un aumento del gCO, puo essere invece legato a stress metabolico a carico dei microorgani-
smi (Anderson 2003) o alle variazioni del rapporto batteri/funghi (Sakamoto e Oba 1994; Landi et al.
2000). I quoziente microbico € un parametro sensibile delle variazioni del contenuto di C organico
(Anderson e Domsch 1990) e di solito varia tra 1 e 4%, con valori al di sotto dell’1%, ¢ indicativo di
stress microbico (Jenkinson e Ladd 1981). Il quoziente di mineralizzazione che rappresenta il rap-
porto tra la respirazione e il contenuto di C organico totale indica l’efficienza della microflora nel
metabolismo della sostanza organica del suolo.

Ad oggi, non ¢ disponibile nessuno studio relativo alla valutazione del fumigante bromuro di
metile sulla diversita microbica.

Obiettivo del presente lavoro ¢ stato la valutazione dell’impatto delle fumigazioni del suolo
con bromuro di metile sulla qualita del suolo e sulla composizione della comunita batterica etero-
trofa aerobica coltivabile. Inoltre si ¢ voluto anche valutare l'effetto di diversi trattamenti agronomici
sul recupero del suolo fumigato.

Materiali e metodi

Trattamenti del suolo e raccolta dei campioni

Questo studio ¢ stato condotto nella cooperativa agricola di S. Antonio di Maccarese (Roma),
una delle pitt importanti aree agricole del Lazio per la coltura della carota (Daucus carota). 1l terreno,
a tessitura sabbiosa 92% con pH 8.3 e alto contenuto di Ca scambiabile (2,74 cmolm kg'), contenuto
di N totale e di sostanza organica, molto basso (0,04% e 0,43%, rispettivamente), cosi come la capa-
cita di scambio cationico (7,11 meq/100 g) ¢ stato sottoposto a fumigazione per piu di 20 anni con
1,3-D bromuro di metile per la lotta ai nematodi. Campioni di suolo sono stati raccolti alla profondi-
ta di 20 cm a maggio 2002 (40 giorni dopo la semina) e alla fine di luglio 2002 (dopo la raccolta). La
prova di campo si € basata sui quattro trattamenti che seguono, adottando un disegno sperimentale
a blocco randomizzato in cinque parcelle con tre repliche, per un totale di 15 trattamenti:

1. F; fertilizzazione con 100 kg di nitrato di ammonio applicato prima della semina, 50 kg di
nitrato d’ammonio alla fine di maggio, e 50 kg di nitrato di potassio alla fine di giugno;

2. F+ G;il suolo é stato ammendato con 4 t ha' prima della semina e fertilizzazione alla fine
di maggio con 100 kg di nitrato di ammonio;

3. C,; suolo ¢ stato ammendato con 16 t ha' di ammendante compostato misto prima della
semina (in febbraio);

4. C,; suolo ¢ stato ammendato con 32 t ha' di ammendante compostato misto prima della
semina (in febbraio);

5. T;suolo di controllo senza trattamenti.
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Lammendante compostato misto (C; contenuto in N del 25%) & stato prodotto aerobicamente
da una miscela di residuo di borlande della distillazione di vino (50-60%), sansa (10-15%), residui di
potatura di olivo, vite, e altri fruttiferi (25-40%).

Ogni trattamento e stato applicato in parcelle di 5 x 5 m situate ad una distanza di 1,5 m 'una
dall’altra, e per ciascuna parcella, sono stati raccolti piti sottocampioni per ogni periodo di campio-
namento (maggio e luglio), essiccato all’aria e setacciato (2 mm).

Parametri biochimici e microbiologici

I campioni di suolo sono stati analizzati secondo i metodi ufficiali del Ministero delle Politiche
Agricole e Forestali (1997, 1999). 11 carbonio organico totale (Corg), espresso in mg kg e stato deter-
minato in base allo Springer e Klee (1954). La respirazione del suolo ¢ stata espressa in mg C-CO,
Kg'soil d' e misurata in un ambiente controllato dopo 1, 2, 4, 7, 10, 14, 17, e 21 giorni secondo Iser-
meyer (1952). La respirazione del suolo segue una cinetica di primo ordine C=C, (1-e™), che rappre-
senta la curva di mineralizzazione cumulativa, dove Ce la quantita totale di carbonio mineralizzato
in condizioni di laboratorio durante 21 giorni di analisi (Riffaldi et al. 1996). Un’analisi non lineare
della regressione dei minimi quadrati ¢ stata utilizzata per calcolare il pool di carbonio potenzial-
mente mineralizzabile C| [mg (C) kg' suolo]. La respirazione basale (C,,) rappresenta il valore di C
mineralizzato in un periodo di tempo definito (21 giorni), quando si ¢ raggiunta la stabilita metabo-
lica. La biomassa microbica del carbonio C_. (mg kg™ suolo C) ¢ stata misurata secondo il metodo
di fumigazione-estrazione (Vance et al. 1987) su terreno secco dell’aria e condizionato a -33 kPa di
ritenzione idrica, preincubati per 10 giorni in vasi di vetro a 30° C. Sono stati calcolati quindi diversi
parametri derivati: il gCO, (quoziente metabolico), C, / C . [(mg C-CO,,
porto C,_ /C_._(quoziente microbico), [mg biomassa C/mg totale organico C x 100], e gM (quoziente
di mineralizzazione), espresso in mg C-CO, kg* h' di suolo e calcolato dalla respirazione cumulativa
dopo 21 giorni.

mg C_. ') h'], il rap-

Conta batterica

I batteri sono stati estratti dal suolo fresco e diluiti in soluzione fisiologica (0,85% NaClI) a
concentrazioni adeguate (107, 10%, 107, 10, 10, 10, 107). Aliquote (0,1 ml) di ogni diluizione sono
stati seminati su piastra Luria-Bertani (LB) in triplo. Le piastre sono state incubate a 28° C per 2 gior-
ni. I risultati sono riportati nella tabella 12 ed espressi come n° di batteri/g di terreno fresco. Venti
colonie visivamente distinte sono state prese a caso da ciascun campione ad ogni data di campiona-
mento e trasferiti in piastre Multiplex (Corning, New York, NY, USA). Ogni colonia ¢ stata purificata
su Nutrient Agar Amido (NSA) e conservata a -20° C in LB (Difco Laboratories) con il 20% glicerolo.

PCR, restrizione, sequenziamento e analisi batterica di rDNA 16S

Le colonie batteriche cresciute su piastre LB sono state risospese in 20 pl di acqua distilla-
ta sterile, riscaldata a 95°C per 10 minuti e raffreddati in ghiaccio per 2 minuti; ogni lisato (2 ul)
¢ stato utilizzato per la reazione di amplificazione tramite reazione di polimerasi a catena (PCR).
Amplificazione del gene 16S rRNA ¢ stata effettuata in un volume totale di 20 ul contenente 2 pl
di 10x tampone di reazione (Polymed, Italia), 1,5 mM MgCl,, 150 ng di ciascun primer [27 septies,
5 GAGAGTTTGATCCTGG CTCAG, e 14951, 5 CTACGGCTACCTTGTTACGA] (Grifoni et al.
1995), 200 pM di ciascun ANTP, 0,5 U di Taq DNA polimerasi (Polymed). Le miscele di reazione,
dopo incubazione a 95°C per 90 s, sono state sottoposte alle seguenti temperature del ciclo: denatu-
razione a 94°C per 30 s, a 72°C per 4 minuti, a 60°C per i primi cinque cicli, 55°C per i cinque cicli
successivi e 50°C per gli ultimi 25 cicli. Poi le miscele sono state incubate a 72°C per 10 min; 2 pl di
ciascuna miscela di amplificazione ¢ stata analizzata tramite elettroforesi (1,2% w/v) in Tris-acetato-
etilendiamminotetraacetico acido (TAE) tampone (0,04 M Tris-Acetato, 0.001 M EDTA) contenente
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0,5 ug/ml (w/v) etidio bromuro.

Per l'analisi di restrizione, amplificato il gene 16S rRNA (1,5 pg) & stato digerito con 3 U di
endonucleasi Alul (Boehringer, Mannheim, Germania) in 30 pul, per 3 ore a 37°C. Lenzima ¢ stato poi
inattivato a 65°C per 10 min. i prodotti di reazione sono stati analizzati su gel di agarosio (2,5% w/v)
in tampone TAE e colorati con 0,5 pg/ml (w/v) di etidio bromuro.

La banda di interesse (osservata sotto raggi UV, 312 nm) ¢ stata purificata utilizzando il kit di
estrazione del gel “QIAquick” (QiAgen, Chatsworth, CA, USA), secondo le istruzioni del produttore.
E’ stato effettuato un sequenziamento diretto su entrambi i filamenti di DNA utilizzando un ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e chemical dye terminator (Sanger et al. 1977).

Sequenze nucleotidiche sono state recuperate dai database GenBank, EMBL e RDP. Il pro-
gramma ClustalW (Thompson et al. 1994) ¢ stato utilizzato per allineare le sequenze del 16S rRNA
ottenute con quelle piu simili recuperate dal database. Ogni allineamento ¢ stato controllato ma-
nualmente, corretto, e quindi analizzato utilizzando il metodo neighborjoining (Saitou e Nei 1987)
secondo il modello delle distanze Kimura 2 (Kimura 1980). Gli alberi filogenetici sono stati costruiti
con sequenze lineari utilizzando il software Molecular Evolutionary Gnetics Analysis 3 (Kumar et
al. 2004).

RAPD fingerprinting

Lamplificazione casuale di frammenti di DNA e stata effettuata in 25 ul di tampone di platino
(Gibco BRL) contenente 3 mM MgCl,, 2 ul di sospensione di lisati cellulari, 500 ng di primer AP12
(5-CGGCCCCTGC-3’), 200 mM di ciascun ANTP, e 0,625 U di Taq polimerasi Platinum (Gibco
BRL; Mori et al. 1999). Le miscele di reazione sono state incubate in un termociclatore (modello
9600; Applied Biosystems) a 94°C per 2 min. Sono state poi sottoposte a 45 cicli, ciascuna consistente
in incubazione a 95°C per 30 s, 36°C per 1 min, e 72°C per 2 minuti; infine, le reazioni sono state
incubate a 75°C per 10 min e poi a 60°C per 10 min. I prodotti di reazione sono stati analizzati con
elettroforesi su gel di agarosio (2%, w/v) in tampone TAE contenente 1 pg/ml di etidio bromuro.

Somiglianze genetiche in diversi campioni appartenenti al medesimo gruppo aplotipo sono
state determinate mediante il confronto a coppie delle presenze e delle assenze di bande con software
Gelcompare II (Matematica Applicata). Questa matrice ¢ stata utilizzata per costruire un dendro-
gramma secondo il metodo della coppia non ponderata, utilizzando I'analisi di gruppo della media
aritmetica (UPGMA).

Analisi statistica

I dati biochimici e i dati microbiologici del suolo sono stati testati per omogeneita della varian-
za con il test di Levene prima mediante analisi della varianza (ANOVA) utilizzando il programma
SPSS per Windows (vers. 11.0, 2001). Dopo aver ottenuto un test F statisticamente significativo da
ANOVA. Per valutare la variabilita genetica tra i diversi gruppi di comunita, ¢ stata utilizzata I’analisi
della varianza molecolare (AMOVA; Excoflier et al. 1992.) utilizzando il programma ARLEQUIN
2.000 (Schneider et al. 1997).

Risultati
Caratteristiche del suolo

I campioni raccolti in maggio, dalle parcelle T e F (Tabella 13) non mostrano differenze si-
gnificative per i parametri chimici o microbiologici (p>0,05). Come previsto, la fertilizzazione con
ammendante C, e C, ha prodotto un aumento significativo del contenuto di C_ _(+46,1% e del +75%,
rispettivamente; p<0,05) e della respirazione basale (+112,8% e 250,5%, rispettivamente, p<0,05) ri-
spetto ai valori di T.
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Inoltre, un consistente aumento ¢ stato osservato nei valori C™ in F+C (+169,9%), campioni C,
(121,6%) e C, (+207,6%) e per C nei campioni C, (+135,3%), C, (210,6%), e F+C (88,6%) rispetto ai va-
lori di controllo non trattati (p<0,005). Il quoziente metabolico & stato pit basso nel campione F+C,
ma le differenze tra i campioni non sono risultate statisticamente significative, mentre il quoziente
di mineralizzazione nei campioni in C,, C,, e di F+C ¢ risultato significativamente superiore ai valori
dei campioni di F e T. I valori piti alti del quoziente microbico (C_, /C_ x 100) sono stati ottenuti da
terreni trattati con F+C (134,6%, p<0,05) rispetto al valore delle parcelle di controllo, mentre i cam-
pioni C, e C, hanno mostrato valori piu elevati rispetto ai campioni F e T, ma inferiori del valore del

campione F+C (p<0,05).

Nel mese di luglio (Tabella 13), il contenuto del carbonio organico totale ha mostrato gene-
ralmente valori inferiori a quelli di maggio, ma nelle parcelle C, e C, permane superiore a quello
del suolo F+C (rispettivamente +19,6%, p< 0,05 e +34,7%, p<0,001), il T e F dei terreni ha mostrato i
valori piu bassi. Rispetto a maggio, il valore COrg diminuisce pitt in T (-44%), F (-41%), C, (-:27%) e C,
(-32%) che nei suoli F + C (-23%). La respirazione basale non € risultata significativamente differente
tra i diversi suoli (p> 0,05), ma i campioni C, hanno mantenuto valori piu elevati di C,. La biomassa
microbica nei campioni C, e C, ¢ stata maggiore rispetto a qualsiasi altro campione (p<0,001) ed ¢
stata significativamente piu alta nel mese di luglio rispetto a maggio (p<0,05), mentre & stato osserva-
to un forte calo nel suolo in F+C (-33,6%). Il quoziente metabolico dei suoli C, e C, ¢ significativamen-
te inferiore rispetto al suolo di controllo (p<0,05), mentre il gCO, dei suoli F+C ha mostrato valori
intermedi tra suoli F e T. Il quoziente di mineralizzazione del terreno T ¢ stata significativamente
superiore a quello degli altri trattamenti (p<0,05). Infine, il campione C, ha mostrato il valore pit alto
di C . /C,,, % 100, mentre i suoli F e F+C hanno mostrato valori molto simili al suolo non trattato.

TABELLA 13 - Parametri chimici e microbiologici del suolo (Corg C totale organico, C,_ respirazione
basale, C,C potenzialmente mineralizzabile, C_, C biomassa microbica, gCO, quoziente
metabolico, gM quoziente di mineralizzazione e CmiC/Corg)

Maggio Luglio
Parametro Unita
T F F+C B G, T F F+C c, C,
° g C/100 g soil 0,522 0,602 0,602 0,76° 0,91¢ 0,292 0,352 0,46° 0,55¢ 0,62°¢
e (0,08)  (0,04) (0,02) (0,03  (0,06) (0,04)  (0,01) (0,03  (0,04) (0,03
Cooe mg(C-CO,) 1,942 2,562 3,932 4,130 6,80° 3,932 3,402 4,222 4,062 5,642
kg'soil (0,28) (0,61) (0,99) (0,92) (1,77) (2,97) (1,25) (2,34) (1,53) (0,64)
(21° giorno)

c mg(C-CO,) 109,27¢  139,80° 206,11° 257,08° 316,86¢ 170,20®  199,54* 213,24* 213,72 315,92°

0 kg 'soil (713) (10,91)  (21,24) (23,06) (19,84) (38,75)  (62,15)  (44,24) (54,83) (48,90)

c mg C kg™ soil 52,82 68,62 142,4>  116,9°  163,8° 81,8° 93,82 94,42 184,6°  353,4°
e (11,5) (8,2) (172)  (19,3) (18,0 (16,5) (14,0 (173)  (16,9)  (41,3)
o [(mg C-CO,, .. 15,42 15,52 11,62 14,77 17,32 25,12 15,12 18,62 9,2° 6,5°
9 mg'C_)h710  (47) (5,3) (3,0) (1,8) (4,6) (11,0) 37) (6,8) (4,4) (1,2)
M (mg C-CO, 3,73 4,272 6,55° 5,43° 7,47° 13,552 9,710 9,17° 7,38° 8,93°

q mg~'C) (0,44) (0,23) (0,31) (0,52) (0,49) (0,81) (1,21) (0,99) (1,21) (0,87)
c /e mgC . mg'C 1,012 1,142 2,37° 1,54¢ 1,80¢° 2,812 2,672 2,052 3,35° 5,70°
mic! org 012 (022 (0,23 (0,31 (0,09 (024)  (0,36) (0,25  (0,10)  (0,91)

Per ogni parametro, lettere diverse indicano differenze significative (Tukey HSD Test). La de-
viazione standard é riportata in parentesi.
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Conta batterica e caratterizzazione molecolare

I dati relativi alle conte batteriche sono riportati nella tabella 14 e hanno dimostrato che il
numero di cellule vitali oscilla tra 10° e 107 CFU/g di terreno. Venti colonie da ogni piastra sono state
ulteriormente caratterizzate utilizzando una combinazione di tecniche molecolari basate sulla PCR,
con un totale di 189 isolati. In primo luogo, il gene rRNA 16S ¢ stato amplificato e ogni amplicon ¢
stato trattato con 'enzima Alul come descritto in “Materiali e metodi”. E’ stato ottenuto un totale di
23 modelli di analisi amplificata ribosomiale di restrizione del DNA (ARDRA) (Vaneechoutte et al.
1992, 1993, 1995), e alcuni dei profili di restrizione sono apparsi molto simili, con molte bande mo-
nomorfe, suggerendo cosi una vicinanza tassonomica degli isolati batterici. Diciotto dei 23 aplotipi
sono stati rappresentati solo da pochi isolati (Tabella 15). I rimanenti cinque (A, C, E, N e Q) sono
stati i principali aplotipi, che hanno rappresentato circa il 65% della totalita dei batteri coltivabili.

E’ stata determinata la sequenza nucleotidica del gene 16S rRNA di uno isolato di ogni grup-
po ARDRA. Ciascuna delle sequenze ottenute ¢ stata utilizzata per sondare i database nucleotide
utilizzando l'opzione BLASTN del programma BLAST (Altschul et al. 1997). Le sequenze ortho-
logous piu simili sono state poi allineate, con il programma ClustalW (Thompson et al. 1994), alle
sequenze ottenute.

Lanalisi filogenetica ha rivelato che i 23 aplotipi sono rappresentativi di sette generi batterici.
In particolare:
1. I batteri appartenenti a 15 diversi aplotipi (A, B, D, E, F, 1, ], K, M, N, O, Q, R, Se T)
appartenenti per genere Bacillus. Essi rappresentano la quota pitt ampia della comunita
batterica (circa il 83%). Le 15 sequenze raggruppate in nove diversi gruppi e corrisponde a
nove Bacillus di specie diverse, B. firmus., B. lentus, B. pumilus, B. licheniformis, B.
megaterium, B. cereus, B. simplex, B. endophyticus e B. psychrodurans.

TABELLA14- La crescita di colonie batteriche in terreno LB espresso come n° di batteri/g
di suolo fresco (i dati riportati sono la media di tre repliche)

Trattamento del suolo
Mese
T F F+C Cc2 C4
Maggio 2,9+1,1x108 4,8+1,2%x108 1,6+0,5%x107 1,1£0,2x107 2,9+1,4x10°
Luglio 4,2+1,7%x10° 7,242,3%x10° 1,6+0,3%x10° 7,8+1,8x10°8 4,2+1,5%108

Isolati appartenenti a C aplotipo sono stati raggruppati nel genere Arthrobacter.
Aplotipo G si ¢ iscritto al genere Sporosarcina.

Isolati appartenenti a aplotipi H e L sentito nel genere Staphylococcus.

I cinque isolati appartenenti a aplotipo P sono stati raggruppati nel genere Alcaligenes.

Lisolato aplotipo che rappresenta U sentito all’interno del genere Brachybacterium.

NG e won

Gli isolati appartenenti agli ultimi due aplotipi (V e Z) sono stati raggruppati nel genere
Pseudomonas. L'analisi dei dati riportata sopra dimostra che 20 dei 23 aplotipi (circa il
94,2% di tutta la comunita batterica ha studiato) sono Gram-positivi con un prevalenza
del genere Bacillus. L'allineamento delle sequenze 16S di rDNA degli isolati del genere
Bacillus ¢ stato poi utilizzato per costruire 'albero filogenetico di Fig. 19.
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TABELLA 15 - Distribuzione di 23 aplotipi ARDRA ottenuti mediante analisi di restrizione del 16S
rDNA con U'endonucleasi Alul da 189 batteri isolati da campioni di suolo diversamente

trattati
ARDRA N.di %
gruppo Trattamento del suolo isolato/ del Tassonomia® 16S rDNA s_equenza
(aplotipo) aplotipo  tot. determinata
T F F+C c, ch Ceppo N- fﬁ
adesione
® 2 W 2 W e w2 W S
A 8 6 7 1 9 7 1 5 1 4 49 26,0 B. firmus caLs DQ073459
B 1 o o0 1 1 1 1 0 0 2 7 3,7 B. pumilus F+CM18  DQO073460
c 1 0o 0o o 5 3 0 2 0 O 1 5,8 Arthrobacter sp. F+CM7 DQO073463
D 0 0 0 1 0O o0 0 3 0 1 5 2,7 B.cereus Cc2L18 DQO073461
E 3 7 3 8 1 o 0 1 0 1 24 12,7 B. firmus FL13 DQO073462
0 0O 0 o0 1 4 0 1 0 1 7 3,7 B. lentus F+CL14  DQ112356
F B. lentus F+CL17  DQ112357
0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3 1,6 Sporosarcina sp. C4M11 DQ112359
¢ Sporosarcina sp. C4M5 DQ112360
H 1 0 0o o0 0 0O 0 2 0 O 3 1,6 Staphylococcus C2L11 DQ076322
| 0 0o 0o o O o o0 o0 2 o0 1,1 B. firmus C4M15 DQ089747
J 1 0o 0 1 0O 0 O O 0 o 2 11 B. megaterium FL1 DQ089745
K 0 0o 2 1 1 2 0 3 0 O 9 47 B. simplex C2L3 DQ089751
L 0 0 1 1 0O 0 0 1 0 o0 3 1,6 Staphylococcus sp. C2L16 DQ089746
M 0 o o o O o O0O o o0 2 2 1,1 B. lentus C4M16 DQ089753
N 0 0O 0O O O o0 1M 0 10 2 22 11,6 B. simplex c2m7 DQO073464
0 0 o 0 o O O o0 o0 2 o0 2 1,1 B. lentus C4M20 DQ112358
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 1,6 B. psychrodurans C2M6 DQ089754
S 0 o 3 2 0 1 0 0 0 O 6 3,2 B. endophyticus FL7 DQ089755
T 0 0o 0 1 0 0 0 o 0 O 1 0,5 B. firmus FL20 DQ089748
u 1 0O 0 0O 0O O o0 o o0 O 1 0,5 Brachybacterium sp. ™6 DQ089752
\Y% 1 0O 0o o o0 O O0O o o0 O 1 0,5 Pseudomonas sp. ™16 DQ078780
Z 1 0 0 0 0 0 4 0 0 0 5 2,6 Pseudomonas sp. C2M11 -
N.isolati
analizzati 9 19 19 19 18 19 20 19 19 18 189 100

®Secondo la sequenza di 16S rDNA e identita % albero filogenetico (vedi anche Fig. 19.)
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FIGURA 19 - L'Albero filogenetico mostra le relazioni tra le sequenze 16S rDNA dei Bacillus isolati

&

aLs

841 Bacillus firmus (A Y833571)

CAM15
100 FL13

FL20

84|  B5L Bacillus firmus (AJ491843)
CAM16

Bacillus

ag || CAM20

100

90| FL3

|F|.1
10! Beciftus

100( (| Bacitus Jentus (D16272)

F+CL14
F+CL17
95, F+CM18
100 [ Bacillus pumilus (AY373359)
Bacillus pumitis (AJ494727)
= Bacillus subtilis (AJ277905)
Bacillus subtilis (AJ276351)

g9 | | Bacillus licheniformis (AY786999)
91! Bacillus licheniformis (AY750906)

lentus (AB021189)

(AJ717387)

(o]}

(v

2

9

93
97

I— FL7
100 Bacillus

|Bacilk.'s megaterium (AY553118)

x Bacillus simplex (AJ626743)
100) Bacittus simplex (A 439078)

Bacillus thunngiensis (284584)
Bacillus cereus {AJSTT291)
100 || Baciilus anthracis (AF290552)
Bacillus anthracis (AF290553)
cL18

99 r C2M6
100 | I- Bacillus psychrodurans (AJ277984)
Bacillus psychrodurans(AY536564)

100
W@cﬁm& kaustophilus (X60618)
98 ! Bacillus kaustophilus (AY608934)

&'

M7

Bacillus cereus (AY138273)
Baciflus thuringiensis (Y18473)

Bacillus fusiformis (AY548950)
Bacitlus fusiformis (AF169537)

Baciilus sphaericus (AJ310084)

931 Bacitius sphaericus (AJ311894)

endophyticus (AF295302)
Bacitlus stearothermophiis (AJ005759)
Bacillus stearothermophilus (AB021196)

100 [~ Brevibacillus brevis (AB101593)

93

-,
e

100

Brevibacillus brevis (X60612)

100 Brevibacillus laterosporus (D16271)

Brevibacillus lsterosporus (D78467)

100 — Paenibacillus alvei (AJ320497)

Paenibacilius akvei (ABO73200)

Paenibacillus polymyxa (AJ223989)
100 ! Paenibacillus polymyxa (AJ3204393)

| Bacillus cycloheptanicus (X51928)
100! Bacillus cycioheptanicus (X52489)

0.02

Gruppo 2

Gruppo 4

Gruppo5

Gruppo 3

Gruppo 1

140




Fluttuazioni della comunita batterica

La comunita batterica ¢ stata analizzata per verificare l'esistenza di una condivisione di
aplotipo per studiare l’effetto dei due variabili (mese di campionamento e trattamento del suolo)
sulle variazioni di specie batteriche/densita generi all’interno della comunita. I dati ottenuti han-
no rivelato che gli aplotipi 19 e 17 sono stati trovati rispettivamente nei mesi di maggio e luglio.
Tredici aplotipi sono stati ripartiti tra i campioni di maggio e luglio, mentre sei e quattro aplotipi
sono stati esclusivi rispettivamente in campioni di maggio e luglio.

La distribuzione degli aplotipi ARDRA ¢ stata analizzata per verificare l'effetto del tratta-
mento del suolo sulla dinamica di ogni (o gruppo di) aplotipo ARDRA. Questa analisi ha rivelato
che solo 1 dei 23 aplotipi, cioe ARDRA gruppo A (B. firmus), &€ rappresentato in tutti i campioni
raccolti in maggio e luglio (Tab. 15 ). Oltre a questo, il numero totale di aplotipi diversi ¢ stato
superiore in C (13 in C, e 12 in C) rispetto ai campioni di suolo T (10), F (10), e F+C (8); questo &
corrispondente all’aumento aplotipi unici (7 in campione C, 2 in 7, 1 in F, e 0 in F+C). Pertanto,
in campioni C, il numero di isolati per aplotipo ¢ stato generalmente inferiore a quello trovato in
campioni di T e F. Lunica eccezione ¢ stata rappresentata da isolati appartenenti a aplotipo N che,
secondo l’analisi del 16S rDNA, assegnato alla specie B. simplex. E interessante notare che tutti
questi isolati (22), che rappresentano oltre il 28% di tutta la comunita C, + C,, sono stati trovati
solo in campioni di C, suggerendo che 'ammendante possa aver positivamente influenzato la cre-
scita microbica.

A quanto pare, 'aumento della frequenza in aplotipo N in maggio, ¢ corrispondente alla
diminuzione della presenza di isolati appartenenti al gruppo E ARDRA e, anche se in misura mi-
nore, al gruppo A, i cui isolati sono stati assegnati al specie B. firmus.

FIGURA 20 - La distribuzione degli aplotipi ARDRA a maggio (colonne bianche) e luglio (colonne
nere)
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FIGURA 21 - Numero di ceppi appartenentiai 21 aplotipi ARDRA in relazione ai diversi trattamenti del
suolo: T (colonne nere), F (col. grigio chiaro), F + C (col. bianche), C,/C, (col. grigio scuro)
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Analisi statistica dei dati ARDRA

Per dare un supporto statistico alla distribuzione ARDRA, AMOVA ¢ stato effettuato su
profili ARDRA. I dati AMOVA hanno confermato che la maggior parte della varianza totale
molecolare (p=0,001) ¢ stata attribuita a specificita di ceppo (aplotipi) (91,9%) e in parte minore
(8,1%) ai trattamenti di tipi di suolo (Tabella 16).

TABELLA 16 - La crescita di colonie batteriche in terreno LB espresso come n° di batteri/g di suolo
fresco (i dati riportati sono la media di tre repliche)

RO F  goiquadrati  divarianza _divarissione

AMOVA del totale aplotipi ARDRA

Tra suoli 4 7,2 0,04 8,1

Allinterno dei suoli 184 76,3 0,41 91,9

Totale 188 83,4 0,45

Tra gruppi 1 3,9 0,03 6,9

Tra suoli 3 3,2 0,02 3,7
all’interno dei gruppi

All'interno dei suoli 184 76,3 0,41 89,4

Totale 188 83,4 0,46

AMOVA di Bacillus spp. ARDRA aplotipi

Tra suoli 4 7,3 0,05Va 10,6

All'interno dei suoli 152 58,5 0,38 Vb 89,4

Totale 156 65,8 0,43

Tra gruppi 1 4,4 0,05Va 10,3

Tra suoli 3 2,9 0,02 Vb 4,2

Allinterno dei gruppi

Allinterno dei suoli 152 58,5 0,38 Vc 85,6

Totale 156 65,8 0,45

RAPD fingerprinting e analisi statistica dei dati RAPD

Il grado di variabilita genetica intraspecifica tra ceppi appartenenti a quattro gruppi prin-
cipali ARDRA (A, E, N e Q, contenenti rispettivamente isolati 49, 22, 24 e 16) ¢ stato analizzato
mediante RAPD (Williams et al. 1990, gallesi e McClelland 1990), come descritto in “Materiali e
metodi”.

Come previsto i modelli di amplificazione di ceppi appartenenti a aplotipi diversi sono stati
molto diversi. Inoltre, un elevato grado di diversita genetica ¢ stata trovata tra isolati appartenenti
alla stessa ARDRA aplotipi, e 15 profili RAPD di aplotipi appartenenti a gruppo A (Fig. 22).

AMOVA eftettuato su profili RAPD degli isolati appartenenti al gruppo A ARDRA ha di-
mostrato che il 91,9% della varianza totale molecolare ¢ attribuibile alla divergenza tra gli isolati e
solo il 8,0% a diversi trattamenti.

AMOVA dei gruppi 1 e 2 ha mostrato un valore basso (6,93%) di divergenza.
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FIGURA 22 - a) Un esempio di profilo RAPD su DNA totale effettuato con primer AP12 da isolati
di aplotipi A. ARDRA. b) Analisi dei cluster basata su UPGMA di profili RAPD.
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Discussione

In questo lavoro, abbiamo analizzato l'effetto del fumigante 1,3-D sulla diversita e le fun-
zioni del suolo di eterotrofi aerobici coltivabili in comunita microbiche. Anche se la targa conta
di solito stima solo 1-10% della microflora del suolo in generale, a nostro avviso, I'integrazione
dei dati relativi coltivabili flora microbica e parametri del terreno possono aiutare a comprendere
meglio 'effetto di fumiganti su batterica risposta ai cambiamenti dei parametri ambientali. Tut-
tavia rapporti tra i parametri microbiologici sono stati spesso utilizzati per valutare la risposta
dell’attivita microbica a fattori ambientali (Anderson 2003). In questo studio, le risposte del quo-
ziente microbico, gCO, e gM per trattamenti di fecondazione diversi, osservati durante 3 mesi,
sembrava essere fortemente influenzato dallo stato nutrizionale del suolo. E’ noto che l'assorbi-
mento dei nutrienti da parte delle cellule microbiche & un processo dispendioso, in particolare
quando i microbi sono costretti a degradare la materia organica stabile per ottenere nuovi supporti
cartacei.

Inoltre, le variazioni dei nutrienti disponibilita di energia ¢ possibile modificare microbica
manutenzione requisiti. Questo nutrizionale “stress” dei terreni sottoposti a fumigazione potreb-
be spiegare il fatto che la percentuale di C organico presente come C della biomassa microbica (il
quoziente microbica) in maggio ¢ stato inferiore di 2,0, che ¢ considerato un critico soglia per la
salute del suolo (Anderson 2003).

Nel mese di maggio, il valore massimo del quoziente microbico nei campioni F + C proba-
bilmente riflette un uso piu efficiente dei substrati facilmente degradabili da biomassa microbica
(Anderson 2003; Pinzari et al. 1999). I dati ottenuti a maggio non hanno mostrato differenze
significative nelle proprieta chimiche e microbiologiche tra i campioni T e F, indicando che la
fertirrigazione da sola non ha avuto significativi effetti di breve durata sulle proprieta del suolo e
testato attivita microbica.

I valori piti alti di mineralizzazione potenziale (C ) e C_. sono stati osservati nei suoli am-
mendati con diverse quantita di compost (F + C, C, e C,), probabilmente per apporto di sostanza
organica, che puo essere la variabile principale microbica nel metabolismo, il gM a luglio indica un
metabolismo stabile in suoli trattati con compost mentre aumento in T e F dovuto probabilmente
a scarsa quantita di sostanza organica. Incremento di gCO, potrebbero essere indotto da stress
nutrizionali, nonché dall’aumento del rapporto batteri-funghi (Landi et al. 2000.); potrebbe essere
possibile che il quoziente metabolico di T, F, e suoli F + C potrebbe essere stato influenzato dai
valori bassi di sostanza organica raggiunti nel mese di luglio. Inoltre, 'aumento del valore gCO, in
terreni F+C di luglio indica un effetto di breve durata del trattamento.

Lesecuzione di AMOVA su ARDRA aplotipi appartenenti al genere Bacillus ha mostrato
che la divergenza tra i gruppi 1 (senza o molto basso tasso di fertilizzazione) e 2 (con il tasso di
fertilizzazione alto) é stata del 10,2%, indicando una diversa distribuzione di Bacillus spp. tra le
diverse parcelle.

Sulla base del contenuto molecolare in G+C, il 16S rDNA, Priest (1993) ha suddiviso il ge-
nere Bacillus in cinque diversi gruppi. L'albero della filogenetica riportato nella Fig. 19 ha rivela-
to che un’elevata percentuale degli isolati Bacillus (oltre il 94%) ¢ stata posta nel gruppo 2, che ¢
principalmente composta da specie di anaerobi facoltativi, crescono fortemente in assenza di os-
sigeno, producono endospore ellissoidali (Priest 1993). In particolare, B. firmus e i relativi batteri
halotolerant, come lentus B., sono particolarmente comuni in habitat marini e di estuario e saline
(Gordon e Hyde 1982; Gordon et al. 1977). Bacilli Alkaliphilic sono diftusi nel suolo, possono es-
sere trovati in suoli acidi, o nei terreni alcalini, come in quello analizzato in questo lavoro. Pertan-
to, & possibile che la pressione selettiva indotta da 1,3-D abbia fortemente favorito microrganismi
resistenti agli agenti fumiganti attraverso la formazione di spore. Tuttavia, non possiamo esclude-
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re a priori la possibilita che un certo numero di ceppi avrebbero potuto sopravvivere degradando
gli agenti fumiganti. I risultati di un elevato grado di variabilita genetica tra ceppi appartenenti ai
gruppi principali ARDRA e il fatto che questa biodiversita non é stata influenzata dai trattamen-
ti del terreno come dimostrato da AMOVA E molto probabile che la presenza di un’alta percen-
tuale di batteri Gram-positivi nel terreno sottoposto a fumigazione, secondo Ibekwe et al. (2001a),
in particolare, la prevalenza della Genere Bacillus potrebbero essere correlate alla capacita di questi
batteri di formare spore per proteggersi dal fumiganti, piuttosto che alla presenza di un set di geni
coinvolti nella biodegradazione di 1,3-D. In conclusione, il trattamento dei terreni sottoposti a fu-
migazione € una soluzione temporanea per recuperare la perdita di fertilita del suolo da parte 1,3-D.
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6.3 Caso studio sulla monocoltura di tabacco

Benedetti A., (1984): “Fertilita biologica del terreno e concimi a lento effetto”. Annali
dell’Istituto Sperimentale per la Nutrizione delle Piante. Volume XII- Anni 1983-1984- Roma.

Nella tabella 17 vengono riportate le caratteristiche chimico, fisico e biologiche di tre suoli
molto ben differenziati dal punto di vista fisico e chimico (sabbia 89%, 59%, 35%; pH 7,5, 7,9, 58, C
org %, 2,44, 1,18, 0,27) ma non altro e tanto diversi nei parametri biologici.

Mentre il suolo di Roma ¢ a fertilita biologica alta, Paliano e Citta di Castello hanno una
fertilita biologica molto bassa e simile tra loro, contrariamente a quanto si sarebbe ritenuto per
Citta di Castello che si collocava in posizione intermedia tra i due.

Le ragioni di questo comportamento sono da ricercare nella gestione agronomica del sito di
Citta di Castello a monocoltura di tabacco da decine di anni e con una evidente perdita di produt-
tivita negli ultimi anni a causa della stanchezza del suolo. Tale situazione emerge chiaramente solo
dall’analisi dei parametri biologici riportati nelle ultime tre colonne della tabella.

I valori infatti della respirazione, nitrificazione e ammonio-nificazione esprimono per Citta di
Castello e Paliano valori piu simili rispetto a Roma, giustificando anche differenti livelli produttivi.

TABELLA 17 - Principali caratteristiche fisico-chimiche e biologiche

STATO

DI CAMPIONAMENTO PARAMETRI
": —
=
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Roma 88,6 2,1 9,3 7,5 27,8 0,175 4,21 349 100 89
Citta di Castello 59,2 14,3 26,5 7,9 17,4 0,131 2,04 110 76 51
Paliano 35,1 34,0 30,9 5,8 16,1 0,038 0,46 87 55 29

6.4 Caso studio sulla valutazione d’'impatto di colture geneticamente
modificate sui cicli biogeochimicidelCedei N

Benedetti A., Pompili L., Mocali S., Marchionni M., Lener M., Nisini L. (2005):” Monitorag-
gio dell’impatto diretto e differito delle colture geneticamente modificate sull’ ambiente suolo nella
Regione Lazio”. Istituto Sperimentale per la Nutrizione delle Piante ed.

Negli anni 2000-2006 sono state condotte due campagne di monitoraggio dell’'impatto
differito sul suolo di colture geneticamente modificate relativamente a 29 siti sperimentali sul
territorio della Regione Lazio.

Nella tabella 18 viene riportata una sintesi dei rilievi biologici effettuali sul suolo e si evi-
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denzia come in alcuni casi (pomodoro, zucchina, bietola, melone) sia stato impossibile poter
valutare alcun impatto a causa della scarsa se non nulla attivita biologica del suolo. Questo anda-
mento non ¢ ovviamente imputabile alla presenza di colture geneticamente modificate che ven-
gono infatti confrontate con parcelle non GM, ma denunciano una bassissima fertilita biologica
dovuta all’impatto generato dalla gestione agronomica condotta negli anni precedenti.

Nel caso del melone (ultime due righe della tabella) si denota un accumulo di carbonio or-
ganico per I'assenza quasi totale di mineralizzazione da parte dei microrganismi (C biom).

TABELLA 18 - Valutazione dell'impatto delle colture geneticamente modificate sulla biodiversita

del suolo

COLTURA PARAMETRI
Tex pH C % C,. Cg::/ Ct;:gz qco, C, k N i:/: i

BIETOLA PONT. test A 69 28 139 0,5 6 1,7 176 0,47 25
BIETOLA PONT. GM 2,9 241 0,8 5 0,9 158 0,58* 28
Tolleranza al glufosinato + kanam.
BIETOLA B.go MONT. test FA 67 1,4 103 0,8 5 1,9 121 0,53 nd
BIETOLA B.go MONT. GM 1,2 72 0,6 5 2,8 100 0,53
Tolleranza al glufosinato + kanam.
POM test FA 6/ 0,6 nr _ 2 _ 33 0,38 nr
POM GM 0,7 2 41 0,44
Resistenza a virus + kanam.
ZUC test SF 63 05 34 0,7 2 2,0 48 0,49 1"
ZUC GM 0,5 20 0,4 2 3,2 37 0,43 9
Resistenza a virus + kanam.
MEL test FA 67 55 _ _ 16 457 0,50 _
MEL GM 5,6 148 0,3 14 4,0 548 0,57 72

gene iaaM (sintesi auxina) + kanam.
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