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1 Introduzione

Il ruolo dei fattori ambientali e pedologici € di fondamentale importanza in agroecosistemi
complessi come quello dell'acro jonico-salentino, dove potrebbero esserci possibili
cambiamenti della composizione microbica anche a seguito dell'introduzione del patogeno
Xylella fastidiosa. In tale contesto risulta fondamentale disporre di informazioni relative al
ruolo ricoperto dalle condizioni climatiche, e di gestione delle colture e come queste si
ripercuotono sulla biologia dei microrganismi.

1.1 Obiettivo del documento

Obiettivo della presente attivita & quello di fornire informazioni relative al ruolo dei fattori edafici,
ambientali e di gestione colturale sul microbioma vegetale, tellurico e sulla biologia degli agenti
patogeni, dei parassiti e fitofagi utili.

1.2 Definizioni, Acronimi e Abbreviazioni

1.3 Struttura del documento

Il documento finale consiste in una relazione in formato word supportata da dati riportati su file
excel e articoli scientifici catalogati in formato di database.

2 Contesto

| cambiamenti climatici osservati nei recenti anni in un contesto produttivo come quello dell’arco
jonico-salentino possono favorire I'insorgenza di nuove malattie o la recrudescenza di quelle
gia presenti, come pure condizionare le comunita microbiche in termini di composizione e
numerosita di individui di microrganismi utili, anche nei sistemi produttivi aziendali.

3 Risultati

Relativamente al presente prodotto di ricerca, con l'obiettivo di studiare il ruolo dei fattori
ambientali e di gestione colturale sul microbioma vegetale e tellurico di colture di interesse per
il territorio del DAIJS, il gruppo di ricerca ha svolto attivita riguardanti: 1) la composizione delle
popolazioni microbiche del vermicompost ottenuto da Eisenia fetida ed E. andrei; 2) la
composizione delle popolazioni microbiche presente in legno di vite esposto e non a
trattamenti con Trichoderma spp.; 3) la variazione della popolazione di Phytophthora spp. in
seguito ad applicazioni di Trichoderma spp. su arancio amaro.
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In tali attivita, le popolazioni microbiche sono state caratterizzate mediante isolamenti delle
stesse su substrati tradizionali e selettivi a seconda delle diverse matrici analizzate (es. suolo,
legno ecc.). Gli isolati fungini e batterici rinvenuti sono stati poi trasferiti in purezza nei
medesimi substrati e identificati mediante analisi morfologica classica e/o molecolare
attraverso l'analisi di sequenze target e conservate (es. 16SrDNA, ITS, TEF1). In alcuni casi sono
stati analizzati dati relativi alla quantificazione di specifiche popolazioni microbiche utilizzando
diagnostici molecolari sviluppati in precedenti attivita di ricerca e applicati in sistemi di PCR
quantitativa. In aggiunta ai dati relativi alla composizione microbica, ove possibile sono state
raccolte le informazioni relative ai dati climatici, nonché alla gestione fitosanitaria, e del suolo
dei sistemi oggetto di studio.

Relativamente allo studio delle popolazioni microbiche presenti in vermicompost, la maggior
parte dei microrganismi rinvenuti su agar nutritivo (AN) e starch casein agar (SCA) erano
attinomiceti, Bacilli e proteobatteri, mentre, i funghi, rinvenuti in minor misura erano
rappresentati dai generi Aspergillus, Penicillium e Rhizopus. Il numero di colonie, contate per
morfologia da ciascuna piastra e identificate attraverso analisi della sequenza 16SrDNA, é stato
rapportato al peso secco di vermicompost e i dati sono stati espressi come unita formanti
colonia (UFC)/g (Tabella 1). In maggior dettaglio, la classe Actinomycetia era rappresentata da
10 differenti morfologie che in totale sono stati quantificati in 1,00x10” UFC/g. La classe Bacilli
era rappresentata da 5 differenti morfologie, tutte riconducibili al genere Bacillus, che in totale
sono state quantificate in 3,05x10° UFC/g. La classe Gammaproteobacteria, sebbene fosse
rappresentata solo da 3 morfologie risultava essere la piu abbondante con 4,71x10” UFC/g.
Infine Flavobacterium sp. unica morfologia rappresentante la classe Flavobacteria € stata
quantificata in 1,1x10° UFC/g. | generi rappresentativi della classe Actinomycetia erano
Gordonia, Rhodococcus, Microbacterium, Glutamicibacter, Micrococcus, Isoptericola e
Streptomyces, mentre i generi identificati nella classe Gammaproteobacteria erano
Pseudomonas, Citrobacter e Aeromonas (Tabella 1).

Tabella 1. Principali microrganismi rinvenuti da vermicompost mediante analisi
microbiologica.

No. Classe Genere/Specie UFC/g
Agar Nutritivo (AN)
1 Actinomycetia Gordonia sp. 4,3x10°+1,8x10°
3 Actinomycetia Rhodococcus gingshengii 1,7x10°+1,7x10°
4 Bacilli Bacillus paramycoides 2,2x10%+5,0x104
5 Gammaproteobacteria Pseudomonas sp. 7,9x10°+6,2x10°
6 Bacilli Bacillus sp. 3,6x10%+7,5x10*
8 Actinomycetia Microbacterium sp. 3,5x10°+5,0x10%
9 Actinomycetia Glutamicibacter sp. 3,3x10%+2,0x10°
11 Bacilli Bacillus sp. 9,8x10%+1,2x10*
13 Bacilli Bacillus sp. 2,5x10°+2,5x10°
14 Actinomycetia Micrococcus sp. 3,6x10°+3,3x10°
16 Flavobacteriia Flavobacterium sp. 1,1x10°+9,1x10°
17 Actinomycetia Glutamicibacter sp. 7,8x10%+8x103
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18 Bacilli Bacillus sp. 1,4x10°+3,0x10*
Starch Casein Agar (SCA)
20 Gammaproteobacteria Citrobacter sp. 4,6x107+4,1x10°
21 Actinomycetia Gordonia sp. 7,0x10°+7,0x10°
22 Actinomycetia Isoptericola sp. 3,0x10%+3,0x10*
24 Gammaproteobacteria Aeromonas sp. 3,0x10°+3,0x10°
25 Actinomycetia Isoptericola sp. 9,0x10°+4,0x10°
26 Actinomycetia Streptomyces sp. 5,8x10°+3,6x10°
| dati rappresentano il valore medio del numero di unita formanti colonie

(UFC)/grammo di vermicompostzl'errore standard di sei repliche.

In relazione ai trattamenti con isolati di Trichoderma spp., applicati durante la fase di
concimazione su semenzali di arancio amaro, & stato osservato un miglioramento della
vegetazione e dell’altezza delle piante, nonché un maggiore sviluppo dell’apparato radicale e
un incremento del contenuto di clorofilla, rispetto al testimone concimato, ma non trattato con
gli antagonisti. Inoltre, a fronte di una popolazione di Phytophthora spp. incrementata nel
suolo, I'entita delle infezioni radicali € stata significativamente piu bassa rispetto a quella del
testimone (Figura 3), risultando quindi tale popolazione non dannosa per la salute delle piante.

Figura 1. Isolamento di Phytophthora nicotianae da apici radicali di arancio amaro.

Il comparto vivaistico viticolo € un importante settore produttivo per I'area del DAIJS per cui
seppure nessuna delle aziende partner € coinvolta su tale settore, il gruppo di lavoro ha
ritenuto utile approfondire gli studi sul ruolo di funghi del genere Trichoderma applicati su
portainnesti e barbatelle pronte per il trapianto, sulla composizione del microbioma del legno
di vite. In seguito agli isolamenti su substrati agarizzati, eseguiti sulle porzioni 0-2 cm (A), 2-15
cm (B) e 15-30 cm (B) a partire dall’apparato radicale (Figura 1a), i funghi con una frequenza di
isolamento>5% erano Phaeomoniella chlamydospora, quelli appartenenti alla famiglia delle
Botryospaheriaceae (es. Diplodia seriata e Neofusicoccum parvum) e al genere Cylindrocarpon.
| funghi del genere Cylindrocarpon sono stati isolati esclusivamente nella porzione A, le
Botryosphaeriaceae nelle porzioni B e C, mentre P. chlamydospora nelle porzioni A, B e C
(Figura 1b).

Wk SALENTO

o

%5 uNIVERSITA @PSP JUNIVERSITA 0 cmcc

7 ALDO MORO



Progetto di Ricerca & Sviluppo .
"Rigenerazione Sostenibile dell’agricoltura nei territori colpiti da xylella fastidiosa" N D A J S
CUP: J89)21013750001 it vt o Agreutiment are 4 Quli 3 ko salen ane

a b

Phaeomoniella chlamydospora
0-2cm 2-15cm 15-30cm
Tch| 3.3 56.7 23.3
1 0.0 43.3 26.7
5 0.0 23.3 13.3

Botryosphaeriaceae
B a 0-2cm 2-15cm 15-30 cm
Tch 0.0 3.3 20.0
1 0.0 3.3 16.7

5 0.0 10.0 23.3

Cylindrocarpon spp.
0-2 cm 2-15 cm 15-30 cm

Tch| 13.3 3.3 0.0
1 10.0 3.3 0.0
5 16.7 0.0 0.0

Figura 2. Porzioni di portinnesti e barbatelle di vite utilizzati per
I'isolamento di funghi del legno e frequenze di isolamento (%) di
Phaeomoniella chlamydospora, Botryosphaeriaceae e Cylindrocarpon spp.
dalle diverse porzioni di piante soggette ad una (Tchl) o 5 (Tch5)
applicazioni con Trichoderma asperellum e T. gamsii. In 1 b, in giallo sono
rappresentati i valori di % di isolamento minori ed in verde quelli maggiori; i
valori intermedi sono rappresentati dalle diverse tonalita.

Elaborando i dati per le diverse categorie di miceti, essi sono stati isolati con una maggiore
frequenza sul materiale non trattato rispetto a quello trattato con la miscela di T. asperellum e
T. gamsii. In dettaglio per Phaeomoniella chlamydospora & stato osservato un incremento di
isolamento del 33,3%, per le Botryosphaeriaceae del 12,8%, e per Cylindrocarpon spp. del
10,2% (Figura 2).
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Figura 3. Rapporto tra la percentuale di isolamento di Phaeomoniella
chlamydospora (Pch), Cylindrocarpon spp. (Cy) e Botryosphaeriaceae
(Bot) in materiale di propagazione non trattate e trattate con
Trichoderma asperellum e T. gamsii. Le morfologie rappresentative di
ciascuna categoria di miceti sono rappresentate a destra di ciascun
istogramma.

Per la caratterizzazione climatica dell’area di riferimento, sono state definite le aree climatiche
utilizzando i dati climatici forniti dal CMCC che derivano dalla banca dati EURO-CORDEX. Tali dati
sono stati ottenuti attraverso un processo di simulazione e successiva interpolazione e correzione
(bias-adjusted) a partire da serie storiche di dati climatici di durata differente. | dati modellati
giornalieri si riferiscono al periodo 1971-2100 e sono relativi alle variabili PR (flusso precipitazione,
kg m2s1), TAS (temperatura media, K), TASMAX (temperatura massima, K), TASMIN (temperatura
minima, K). Il dato mostrato rappresenta la media di un ensemble di 23 model members. Il dato ha
una risoluzione spaziale di circa 0.11° (circa 10 km). Le proiezioni climatiche (scenari) si riferiscono
al Representative Concentration Patterns 4.5 (RCP4.5).

Le posizioni geografiche alle quali si riferiscono i dati climatici simulati sono state definite a partire
dalle posizioni delle stazioni termo-pluviometriche della banca dati ACLA 2 ricadenti nel territorio
di interesse, tenendo cono della ripartizione del territorio in aree climatiche omogenee (Aree
climatiche 1, 3, 4, 6, 9, 13, 15) (Figura 4). Sono state in questo modo individuate 20 posizioni nel
territorio del distretto (Figura 4).
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Figura 4. Distribuzione spaziale delle aree climatiche omogenee individuate nel territorio della
Regione Puglia (sinistra, fonte: Progetto ACLA 2) e collocazione delle stazioni termo-
pluviometriche selezionate nell’ambito delle aree climatiche omogenee (destra).

A

Discussioni

Sono riportati i risultati di attivita di ricerca volte a studiare il ruolo dei fattori ambientali e di

In

gestione colturale sugli organismi presenti nel materiale vegetale di colture di potenziale
interesse per il DAJS e sul microbioma tellurico anche in considerazione del loro ruolo verso le
differenti forme di agenti patogeni. L'analisi delle condizioni climatiche anche effettuando
proiezioni con modelli climatici fino al 2100, ha permesso di individuare differenti aree
climatiche nel territorio regionale considerando i dati di temperatura e precipitazioni. Un
recente studio, mirato a studiare I'impatto dei cambiamenti climatici nella penisola salentina
suggerisce un significativo aumento della temperatura soprattutto nel periodo estivo
confermato dalle proiezioni dei modelli climatici, a breve (2016—2035), medio (2046—2065) e
lungo termine (2081-2100) (D’Oria et al., 2018).

seguito all'incremento della temperatura, si potra assistere a cambiamenti anche sulle
popolazioni di microrganismi patogeni e fitofagi con conseguente cambiamento nell’occorrenza
e severita delle avversita delle colture e quindi nella loro gestione fitosanitaria (Singh et al.,
2023). Ad oggi, al fine di rendere piu sostenibile i processi produttivi agricoli, riducendo
I"applicazione con prodotti chimici di sintesi, I'applicazione di organismi aventi potenziale come
agenti di bio-controllo rappresenta un aspetto fondamentale, soprattutto considerando i
cambiamenti climatici in atto (Magan e Medina, 2020). Una delle attivita di ricerca svolte con il
presente prodotto riportano che I'applicazione di agenti di biocontrollo del genere Trichoderma
sono efficaci nel ridurre funghi associati alle malattie del legno della vite e Phytophthora
nicotianae su arancio amaro, e plausibilmente vista la loro totipotenza verso gli stessi agenti
causali di alattie su altre specie vegetali quali ad esempio melograno, arancio, drupacee,
pomacee, fico. | funghi del genere Trichoderma, infatti, crescono in un ampio range di
temperatura, ipotizzando anche una loro facile adattabilita all'incremento della temperatura
previsto nei prossimi decenni (Carro-Huerga et al., 2021). Inoltre, grazie alla loro elevata
capacita competitiva, e di parassitizzazione di alcuni funghi patogeni, ad oggi sono diverse le
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formulazioni impiegabili in protezione delle colture e pertanto, tra i mezzi biologici, potrebbero
essere tra i protagonisti della protezione delle colture nei prossimi anni (Martinez et al., 2023).
Restano cruciali gli studi di lungo termine anche rispetto all'influenza che gli stessi potrebbero
avere sulla conservabilita della biodiversita microbica in ambienti quali il suolo e la fillosfera.

Ad oggi, una buona parte delle attivita di ricerca svolta nell’lambito della protezione delle colture &
concentrata sull’individuazione di mezzi per ridurre quelli chimici di sintesi (Souto et al., 2019;
Ons et al., 2021; Ngegba et al., 2022). Una delle attivita del presente prodotto ha riguardato la
caratterizzazione microbiologica del vermicompost, un prodotto, che ultimamente, stando alle
informazioni riportate dagli operatori di settore viene molto utilizzato in agricoltura per
migliorare la fertilita dei suoli e come promotore della crescita delle piante (Karnwal, 2021;
Rehman et al., 2023). | risultati ottenuti hanno permesso di accertare che al vermicompost
risultano associati molti microrganismi come ad esempio attinomiceti, bacilli e pseudomonadi
che in letteratura sono ampiamente noti per il loro potenziale di biocontrollo verso funghi
fitopatogeni (Kawicha et al., 2020; Maral-Gul & Eltem, 2024).

5 Conclusioni

In conclusione, i risultati ottenuti con il presente prodotto di ricerca suggeriscono che i
cambiamenti climatici in atto, possono contribuire alla diversita delle popolazioni microbiche.
In particolare, si riporta che funghi del genere Trichoderma e batteri associati al vermicompost
possono svolgere un ruolo importante per la protezione integrata delle colture.
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