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umidità del suolo, pH, nutrienti, salinità – (Ellenberg, 1974-1979). 
Il nostro studio è stato condotto in una Riserva della Regione Lazio (Gattaceca – Macchia 
del Barco) in cui sono stati rilevati litotipi, parametri edafici, tipi di suolo e comunità ve-
getali.

Area di studio 

La Riserva di Gattaceca-Macchia del Barco, istituita nel 1997, copre un’area boschiva col-
linare di circa 1000 ha con un’altitudine massima di 241 m s.l.m, tra la Valle del Tevere e i 
Monti Lucretili (Figura 1). Dal punto di vista geologico l’area è principalmente costituita 
da formazioni calcaree Mesozoiche della Dorsale Tiberina (M. Soratte – M.ti Cornicolani) 
riferibili alla successione “Umbro-Sabina”. A partire dal Pliocene cicli di ingressione e 
regressione marina hanno portato alla deposizione di sabbie gialle, conglomerati calcarei, 
sabbie argillose e argille giallastre, fino alla definitiva emersione di tutta l’area (Pleistocene 
inferiore). Sopra questi sedimenti si depositarono infine i prodotti piroclastici Pleistocenici 
provenienti dai distretti vulcanici Sabatino e Laziale. Le rocce calcaree nell’area dei M.ti 
Cornicolani sono intensamente fratturate e carsificate. Vi sono numerosi sink-holes, tra cui 
il pozzo più profondo del mondo, il “Pozzo del Merro” (- 392 m s.l.m). 

Figura 1 – Area di studio con l’ubicazione dei 31 siti di saggio.
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Clima e pedoclima

Il quadro climatico è stato tracciato attraverso i dati termopluviometrici del periodo 1971-
2000 registrati nella stazione meteorologica dell’Aeronautica Militare di Guidonia Monte-
celio (89 m s.l.m.), molto vicina all’area di studio. La temperatura media annua è di 15.2 
°C e la precipitazione media annua di 812 mm, con un periodo di siccità da Giugno ad 
Agosto ed un massimo in Ottobre, Novembre ed Aprile. Per quanto riguarda il pedoclima 
(U.S.D.A., 2010), la maggior parte dei suoli rilevati risultano avere un regime di tempera-
tura termico ed un regime di umidità xerico, mentre alcuni suoli, quelli con AWC più alta, 
rientrano nel regime udico.

Metodi

I 31 siti di saggio sono stati scelti in maniera random nelle diverse unità geomorfologiche 
e vegetazionali presenti nell’area. In ognuno dei 31 siti sono stati effettuati un profilo di 
suolo ed un rilievo fitosociologico.

Suolo
I profili di suolo sono stati descritti secondo le linee guida riportate da Costantini (2007). 
Le analisi fisico-chimiche sono state effettuate seguendo i metodi M.I.P.A.F. (2000): Gra-
nulometria, pH in H2O, Carbonati totali, Carbonio organico, Acidità di scambio, Basi di 
scambio, Capacità di scambio cationico, Azoto totale, Fosforo disponibile.
Sono stati inoltre calcolati la saturazione in basi e il parametro AWC (Available Water Ca-
pacity) utilizzando la formula di Salter e Williams.
I profili di suolo sono stati classificati secondo USDA (2010).

Vegetazione
Alla matrice specie/rilievi è stato applicato un indice – R*N – che corrisponde ad un 
aggregato dei due indici di Ellenberg R-pH ed N-nutrienti. In ogni rilievo l’indice R*N è 
stato ponderato sulla copertura delle specie ottenendo un valore per ciascun sito di saggio. 
Questo prodotto viene considerato un indicatore della qualità degli humus e della funzio-
nalità del suolo (Rogister, 1978).

Trattamento statistico dei dati
I dati di suolo e vegetazione sono stati sottoposti a procedure di analisi statistica multiva-
riata (Cluster Analysis). Dato che gli indici derivati dalla vegetazione e i parametri edafici mi-
surati hanno differenti unità di misura, si è proceduto ad una standardizzazione dell’intero 
set dei dati. La forza delle associazioni lineari tra gli indici e i parametri e la loro significa-
tività è stata misurata attraverso il Test di Correlazione di Pearson.
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Risultati

Vegetazione – In base alla Cluster Analysis i rilievi di vegetazione sono stati suddivisi in due 
clusters principali (Figura 2): 
1° cluster: boschi mesofili e igrofili; 
2° cluster: boschi sempreverdi mediterranei e boschi decidui sub-mediterranei. 
I due clusters sono discriminati dal parametro edafico AWC e dall’indice R*N che presen-
tano valori marcatamente più alti nel 1° cluster: AWC = 208 vs 101; R*N = 42 vs 33. I suoli 
sono molto profondi con disponibilità idriche molto elevate nel 1° e superficiali, ricchi di 
scheletro e con scarse disponibilità idriche nel 2° (Tabella 1).

Tabella 1 – Schema delle corrispondenze tra pedo-diversità e diversità vegetale.

MORFOLOGIA TIPI DI BOSCHI Clusters TIPI DI SUOLI DOMINANTI

Superfici 
pianeggianti, 
depressioni, 

doline

Boschi misti decidui 
con Quercus cerris 

e Quercus frainetto, 
silvofacies con Carpinus 

orientalis

1°a 

TYPIC HAPLOXERALFS, MOLLIC HAPLOXERALFS, fine, ther-
mic, superactive. Suoli profondi con disponibilità idriche 
molto elevate (200-240 mm). Tessitura franco limoso argil-
losa-argillosa. Debolmente acidi. C.S.C. elevata (35-50 cmol/
kg); saturazione in basi molto alta. 

Pendici da 
moderatamente 
acclivi a acclivi

Boschi termofili 
mediterranei 

caratterizzati da Styrax 
officinalis, Quercus 
pubescens e boschi 

sclerofilli mediterranei 
con Quercus ilex solo su 

versanti esposti a S

2°

LITHIC HAPLOXEROLLS  fine, thermic, superactive. Suoli su-
perficiali, scheletrici, con disponibilità idriche piuttosto scar-
se (< 100 mm). Franco argillosi-argillosi. Debolmente alcalini, 
debolmente calcarei o acalcarei. C.S.C. molto elevata  (50-70 
cmol/kg) e saturazione in basi molto alta (>90%). LITHIC HA-
PLOXERALFS, fine, thermic, active. Suoli di scarso spessore 
con disponibilità idrica moderata o bassa. Franco argilloso 
limosi-argillosi. Da debolmente acidi a debolmente alcalini.

Versanti  
debolmente 

acclivi

Boschi misti termofili 
decidui con Quercus 

cerris e Quercus 
pubescens 

1°c 

TYPIC HAPLOXERERTS e TYPIC HAPLOXEREPTS, fine, ther-
mic, superactive. Suoli profondi con elevate disponibilità 
idriche (200 mm). Argillosi. Da neutri a debolmente alcalini, 
debolmente calcarei. C.S.C. molto elevata (40-50 cmol/kg) e 
saturazione in basi molto elevata (80-90%).

Superfici 
pianeggianti o 

subpianeggianti

Boschi misti decidui 
con Quercus cerris 

e Quercus frainetto, 
silvofacies con Carpinus 

orientalis

1°a 

ULTIC HAPLOXERALFS, fine, thermic, active. Suoli profondi 
con disponibilità idriche molto alte (> 200 mm). Argilloso 
limosi-argillosi. Da moderatamente a debolmente acidi. 
C.S.C. elevata (40 a >50 cmol/kg), saturazione in basi alta 
(60-70%).

Pendici da 
moderatamente 
acclivi a acclivi

Boschi più umidi con 
Quercus frainetto e 

Quercus robur 
1°b 

TYPIC HAPLOXEREPTS  e  LITHIC HAPLOXEREPTS, fine, 
thermic, active. Suoli di spessore da scarso a moderato, 
con disponibilità idrica da moderata ad alta (90-200 mm). 
Debolmente acidi. Tessitura argilloso limosa-argillosa. C.S.C. 
elevata e alta saturazione in basi (60-75%).

Versanti acclivi 
dei fossi

Boschi più umidi con 
Quercus frainetto e 

Quercus robur 
1°b 

ENTIC HAPLUDOLLS, fine silty, thermic, superactive. Suoli 
molto profondi con disponibilità idriche molto elevate (240-
250 mm) e regime di umidità udico. Franco limosi. Mode-
ratamente alcalini, da debolmente a molto calcarei (2-14% 
CaCO3). C.S.C. molto elevata (60-70 cmol/kg) e saturazione in 
basi prossima al 100%.

Il primo cluster può essere ulteriormente suddiviso in tre sub-clusters, in relazione ai diver-
si valori di AWC e di R*N (Tabella 2).
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Figura 2 – Dendrogramma dei rilievi di vegetazione e dei profili di suolo.

1°a 1°b 1°c 2°
pH 6.8 6.9 7.9 7.3
CaCo3 % 0.1 2.3 6.7 2.3
C org % 1.4 2.8 2.3 4.2
N % 0.2 0.3 0.2 0.5
C/N 8.5 9.6 9.5 8.8
AWC 195 229 142 101
R*N 39.4 40 41.7 33

Tabella 2 – Valori medi dei parametri edafici e dell’indice R*N di funzionalità del suolo.

L’output del test di correlazione di Pearson mostra una correlazione significativa tra AWC 
ed R*N (coefficiente di correlazione r =0.5; p< 0.05), come si evince dalla figura 3.
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Figura 3 – Andamenti dell’AWC e di R*N. I valori sono ordinati secondo i raggruppamenti dei ri-
lievi/profili nei clusters. I boschi meso-igrofili (clusters 1°a e 1°b) mostrano i valori più alti, mentre 
i boschi termofili mediterranei con Quercus ilex (cluster 2°) e quelli sub-mediterranei con Quercus 
pubescens e Quercus cerris (cluster 1°c) mostrano i più bassi valori di AWC ed R*N. 
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Discussione

I pattern di diversità espressi da tipi di suolo, substrati e geomorfologie corrispondono alla 
presenza e distribuzione delle differenti specie e comunità vegetali.
La diversità vegetale è legata principalmente alla disponibilità idrica nel suolo, che gioca 
un ruolo chiave in quest’area, come mostrato anche in precedenti studi (Testi et al., 2004). 
L’AWC è inoltre correlato all’indice R*N, che esprime la qualità dell’humus e la funzionalità 
del suolo (Rogister, 1978): la mineralizzazione dell’azoto è più veloce nei siti con un alto va-
lore di R*N (Seidling e Rohner, 1993). Queste condizioni di elevata disponibilità idrica e di 
nutrienti sono presenti principalmente negli impluvi, in corrispondenza delle fitocenosi con 
caratteristiche di meso-igrofilia più accentuate. Questo studio conferma, come mostrato 
dai dati disponibili in letteratura (Diekmann, 1995; Schaffers e Sykora, 2000; Pignatti et al., 
2001), la capacità degli indici di Ellenberg di rilevare i parametri ambientali. In particolare 
R*N può essere considerato un valido indicatore, basato sulla composizione floristica, per 
valutare le differenze all’interno delle comunità vegetali. La correlazione trovata tra i para-
metri edafici misurati (AWC) e l’indice R*N sottolinea sia l’importanza ecologica che meto-
dologica che ne conseguono: questo indice, finora applicato solo a dati riguardanti il nord e 
il centro-Europa (Seidling e Rohner, 1993) e per la prima volta ad un set mediterraneo, mo-
stra una correlazione significativa tra funzionalità del suolo e pattern di distribuzione della 
vegetazione (De Nicola et al., in press). Gli altri fattori abiotici, come la diversità geomorfo-
logica, interagiscono e si sovrappongono, influenzando fortemente la diversità pedologica 
e vegetale: ne risulta una grande ricchezza di specie e comunità in un’area relativamente 
piccola, peraltro circondata da una matrice ad elevata antropizzazione.

Conclusioni

L’approccio e i metodi utilizzati in questo studio hanno permesso di rilevare l’eterogeneità 
ambientale dell’area a scala fine, sottolineando il fatto che la Riserva Gattaceca-Macchia 
del Barco rappresenta un hotspot di pedo-diversità e di diversità vegetale. La varietà dei 
fattori legati al sistema suolo – parametri chimico-fisici, roccia madre, geomorfologia e tipi 
di suolo – hanno mostrato una stretta corrispondenza con le specie e le comunità vegetali 
presenti. I principali fattori discriminanti sono risultati l’AWC e l’indice di funzionalità del 
suolo R*N: la disponibilità idrica del suolo è un buon indicatore della struttura e composi-
zione floristica delle comunità e può essere considerato un fattore chiave che contribuisce a 
mantenere la diversità in un ecosistema forestale; l’indice di funzionalità del suolo è risul-
tato correlato alla disponibilità idrica ed è in grado di distinguere differenze floristiche ed 
ecologiche anche piccole tra i boschi rilevati.
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Riassunto

Cyperus polystachyos Rottb. è una specie rara e minacciata. In Europa è presente solo in due 
siti italiani, dove è considerata un relitto termofilo. Questo studio presenta i risultati, a bre-
ve termine, di un progetto pilota per il restauro della banca dei semi del suolo attraverso 
una conservazione integrata del germoplasma della specie.

Parole chiave: banca semi del suolo, Cyperus polystachyos Rottb., conservazione integrata, translocazione.

Introduzione

Tra i diversi elementi che caratterizzano le proprietà biologiche del suolo la conservazione 
nel terreno di semi o spore vitali riveste importanza particolare. La banca semi del suolo, 
infatti, è una delle componenti il cui ruolo e funzionalità sono fondamentali per la rige-
nerazione naturale delle piante in determinate condizioni ambientali (Bakker et al., 1996; 
Roberts, 1981).
Con il termine banca semi del suolo si definisce la conservazione naturale nel suolo di semi 
o spore, spesso dormienti, che permettono il rinnovamento delle specie vegetali quando le 
condizioni naturali sono favorevoli (Baskin e Baskin, 1989; APAT, 2006).
Lo studio delle banche dei semi del suolo ha origini lontane. Uno dei primi studiosi è stato 
Charles Darwin che nel 1859 osservò la nascita di piantine da campioni di terreno prove-
nienti dal fondo di un lago (Christoffoleti et al., 1998).
La banca semi può essere definita di tipo transitorio quando i semi di una specie non 
persistono allo stato vitale nel suolo per più di un anno e germinano durante la prima sta-
gione favorevole; si definisce, invece, persistente quando i semi rimangono vitali nel suolo, 
allo stato dormiente o comunque senza germinare, per più di un anno (Walck et al., 2005; 
Thompson, 1993). I semi che formano banche permanenti sono (quasi) sempre ortodossi 
(semi che mostrano naturalmente un basso contenuto di umidità al momento della disse-
minazione e mantengono per lungo tempo la vitalità se conservati in luoghi asciutti).
La diversità delle specie vegetali e la complessità delle interazioni che avvengono sopra il 
suolo si ritrovano, in gran parte, anche all’interno del suolo (Cabin et al., 2000), il terreno 
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può quindi custodire il patrimonio genetico dell’ecosistema circostante e renderlo dispo-
nibile nel tempo.
Nel caso di specie rare e a rischio di estinzione, l’analisi della capacità e delle risorse della 
banca semi del suolo riveste un ruolo fondamentale sia per lo studio del rinnovamento 
della specie sia per la sua conservazione. Tra i diversi metodi utilizzati per il restauro della 
vegetazione, il ripristino della banca semi del suolo risulta essere una tecnica efficiente 
ed ecologicamente appropriata per la rivegetazione di ambienti con caratteristiche molto 
diversificate: da luoghi umidi ad ambienti mediterranei proni ad incendi (McKinstry e An-
derson, 2005; Crosti e Piotto, 2006).
Cyperus polystachyos Rottb. è una specie rara, presente in Europa solo in due siti in Italia. Il 
suo status di conservazione è stato definito CR (gravemente minacciato) dalle liste rosse 
regionali (Conti et al., 1997), tale status è stato confermato anche applicando i nuovi criteri 
di assessment dello IUCN (Fabrini e Crosti, 2012).
La specie è presente in Italia a Ischia (NA) e nella Riserva Naturale Regionale di Tor Cal-
dara (RM). 
La prima segnalazione della specie a Ischia risale a Michele Tenore nel 1802 (Tenore, 1811-
38), presso le fumarole di Frasso. In seguito, numerosi botanici si sono interessati alla 
specie (De Candolle, Gussone, Mauri, ecc.). Uno studio approfondito sulla distribuzione 
ed ecologia della specie a Ischia è stato realizzato da Merola (1957). Nel suo lavoro Merola 
elenca la presenza di 10 stazioni, sparse su tutta l’isola (tutte presso fumarole). Sopralluoghi 
effettuati nel 2006 e nel 2008 hanno accertato la presenza della specie solo in 6 delle 10 
citate da Merola; non risultano, inoltre, segnalazioni di altre stazioni sull’isola.
Nel Lazio la specie è presente presso la Riserva Naturale Regionale di Tor Caldara, nel 
comune di Anzio (RM) con tre stazioni principali e diverse presenze sporadiche sparse per 
la Riserva. Il primo ridotto popolamento è stato rinvenuto per la prima volta da Moraldo et 
al. (1987-1988), lungo un piccolo tratto di costa, di una decina di metri quadrati. In seguito 
è stata trovata e conseguentemente monitorata una nuova stazione, definita esclusivamente 
ai fini di questo lavoro “laghetto” (41°29’ 22,38’’ N; 12°35’ 39,41’’ W), più cospicua della 
precedente, e distanziata da questa di circa 1 km. Una terza, piccola, stazione è stata rinve-
nuta nel 2006 in località “miniera piccola”, a poche centinaia di metri dal “laghetto”.
La specie ha nel sito di Tor Caldara un comportamento prettamente annuale (terofita), 
mentre nel sito di Ischia è perenne. La specie, che ha una distribuzione pantropicale, è stata 
definita da Merola (1957) come un relitto termofilo in Italia. 
Cyperus polystachyos ha una tarda e ristretta finestra di germinazione poiché richiede condizioni 
di elevata temperatura e umidità del suolo per germinare; ne consegue, quindi, una forte 
competizione con le specie perenni (site limitation) ed una dispersione dei semi tardo-estiva.

Materiali e metodi

Il sito di Tor Caldara
Il territorio dell’attuale Riserva Naturale Regionale “Tor Caldara” (istituita con la L.R. 
50/1988) è uno dei frammenti residui dell’antica “Selva di Nettuno”, un’area boschiva di 
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circa 10.000 ettari che fino agli inizi del XX sec. si estendeva dalla zona di Tor S. Lorenzo 
fino al fiume Astura (Caneva e Travaglini, 2003). Nella Riserva la stazione del “laghetto” 
è situata in una delle antiche zone di estrazione dello zolfo (XV-XIX sec., AA.VV., 1995). 
La piccola conca artificiale (interessata da emissioni di gas), non raggiunge il livello della 
falda freatica ed è alimentata dalle precipitazioni meteoriche. Fino al 2006 l’area rimaneva 
allagata in estate mentre negli anni successivi la conca si è disseccata quasi completamente 
nel periodo estivo.
Nel libro sulla riserva “Tor Caldara dalla Selva al bosco” (AA.VV., 1995) la specie è citata 
fra le “Piante notevoli presenti” e, nello stesso anno, è stata inserita nel formulario stan-
dard del sito Natura 2000 come uno dei principali elementi che conferiscono qualità ed 
importanza al SIC di Tor Caldara IT6030046.
La specie è stata inserita nella lista delle emergenze floristiche della Provincia di Roma come 
entità rarissima nel Lazio e con il massimo grado di emergenza (Blasi in PTPG, 2010).
La peculiare geomorfologia della regione, con la presenza di una duna antica che sbarra 
l’afflusso delle acque provenienti dai rilievi calcarei circostanti (M. Lepini, M. Ausoni, M. 
Aurunci), ha trasformato l’area, dal pleistocene superiore, in un grosso bacino palustre 
dove anche d’estate persistevano acquitrini e “piscine” (raccolte d’acqua più o meno persi-
stenti in estate). Diversi tentativi di bonifica, cominciati fin dai tempi dell’Impero Romano 
e conclusisi definitivamente nel 1930, hanno radicalmente cambiato l’uso del suolo e ridot-
to drasticamente gli originali habitat palustri.
Diversi importanti fitogeografi, come Beguinot (1934-36), Almagià (1966) e Montelucci 
(1977), hanno evidenziato come prima delle bonifiche nell’area acquitrinosa e paludosa 
dell’agro romano, e dell’agro pontino, ci fossero più di 250 tra idrofite ed igrofite e come 
l’area sulle sponde paludose fosse ricca di Graminacee, Ciperacee (tra cui Cyperus sp. e 
Scirpus sp.) e Juncacee.

La Banca semi del suolo del “laghetto”
Nell’area del “laghetto”, nella primavera del 2005, prima dei prosciugamenti estivi, e del 
2010, successivamente ai prosciugamenti estivi, sono stati prelevati dei campioni di suolo 
(5 repliche 10x15x4cm) (Figura 1a).
I campioni di suolo sono stati inseriti (immediatamente dopo il loro prelievo) in armadio 
germinatoio impostato alla temperatura di 30°/15° con un fotoperiodo di 12 ore in coin-
cidenza con la temperatura più elevata; in tali condizioni, infatti, precedenti esperimenti 
(Crosti e Fabrini, 2010) hanno evidenziato una germinazione superiore al 90%.
Dal paragone (Figura 2) è emerso come nei campioni del 2010 ci sia stata una riduzione 
del numero di semi per cm2 presenti nel suolo (7,6±3,8) pari all’82% (P<0,01 al T-Test) 
rispetto al numero di semi presenti nel 2005 (42,8±10,4).
La popolazione di Tor Caldara si comporta da terofita (pianta annuale) e all’interno della 
banca semi del suolo, ha un comportamento transitorio e non di tipo persistente. Questo 
significa che la gran parte dei semi germina nella prima stagione favorevole successiva alla 
dispersione e, di conseguenza, lo stoccaggio nel suolo è garantito solo per una generazione 
(Crosti e Fabrini, 2010). Questo suo comportamento rende la specie molto vulnerabile in 
caso di stress ambientali anche di breve durata, come nel caso del prosciugamento estivo 
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del “laghetto”, riducendo fortemente la produzione, solitamente tardo estiva, di semi (seed 
limitation).

La translocazione del 2008
All’interno del programma di conservazione di Cyperus polystachyos (Crosti e Fabrini, 2010) 
nella primavera del 2008, è stata realizzata una translocazione (sensu IUCN 1998) di ger-
moplasma dal sito di Tor Caldara ad un sito all’interno della Riserva Naturale Regionale di 
Decima-Malafede (conservation translocation) (Crosti e Fabrini, 2010) (Figura 3a). La riserva 
di Decima-Malafede, distante in linea d’aria meno di 25 km, è stata scelta in quanto parte 
dell’areale dedotto (indigenous range) si trova all’interno dell’area naturale di dispersione della 
specie. In particolare il sito di traslocazione è stato scelto sia per la presenza di un habitat 
ecologicamente idoneo, sia perché racchiuso all’interno di un bosco (a prevalenza di cer-
ro, frainetto, farnia, sughera e roverella) a sua volta circondato da una vasta area adibita 
a coltivazioni. Tale condizione, che funge da barriera ecologica per la specie, impedisce 
la dispersione del germoplasma al di fuori del sito. Prima della translocazione, è stata co-
munque valutata, attraverso un Risk Assessment (secondo Crosti et al., 2010), la capacità di 
dispersione della specie che è risultata essere molto bassa.
Semi e plantule provenienti dal sito originale di Tor Caldara sono stati trasferiti nel sito di 
Decima-Malafede e difesi da recinzioni (75x150 cm) al duplice scopo di proteggerle dalla 
competizione con le specie perenni presenti nell’area e dal pascolo (questo per evitare sia 
il danno alle piante sia la dispersione zoocora all’esterno del sito).
Nell’ambito del programma di conservazione della specie, sono state realizzate altre tran-
slocazioni: presso i Giardini della Landriana, in località Tor S. Lorenzo (RM), e nel padi-
glione di “BiodiversItalia” nel Bioparco di Roma (Rambelli e Crosti, 2011).
Un atto vandalico nel 2011 ha distrutto a Decima-Malafede l’impianto con le recinzioni 
mettendo a serio rischio la sopravvivenza della stazione trapiantata.

Il rafforzamento del 2010
A seguito dello studio sulla banca semi del suolo del sito “laghetto” di Tor Caldara (vedi 
sopra), che ha evidenziato un depauperamento della stazione, è stato predisposto un pro-
getto pilota di rafforzamento della popolazione originale. A questo scopo, nel 2010, dal 
sito di Decima-Malafede sono stati raccolti dei semi; parte di questi sono stati racchiusi 
all’interno di uno strato-lamina protettivo realizzato con cellulosa, amido, torba e suolo 
superficiale prelevato dalle sponde del “laghetto” (Figura 1b), un’altra parte di semi, invece, 
sono serviti per ottenere plantule (presso la Banca del Germoplasma dell’Orto Botanico 
di Roma).
I semi nello strato protettivo e le plantule ottenute sono stati poi trasferiti in due zone 
separate, a maggio 2011, sulla sponda Nord del laghetto in un’area, dove la presenza della 
specie non era stata mai osservata (Figura 3b).
Il sito di Decima-Malafede, di conseguenza, ha avuto così la funzione sia di “ex situ in wild 
conservation” con la realizzazione di una nuova stazione sia di “seed orchard” per la produzio-
ne di germoplasma da utilizzare per fini di conservazione diversi, tra cui il rafforzamento 
della popolazione originale.
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Figura 1 – a) campione di banca semi del suolo con semi germinanti; b) strato-lamina protettivo 
con semi.
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Figura 2 – Numero di semi di Cyperus polystachyos per cm2  nella banca semi del suolo prima (aprile 
2005) e dopo (aprile 2010) i prosciugamenti estivi (media di 5 replicats ± SE).

Figura 3 – Schema di a) translocazione e successivo b) rafforzamento popolazione di Cyperus poly-
stachyos.
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Risultati

Il rafforzamento del 2010
Rilievi, realizzati a partire dall’estate del 2011, nell’area dove è stato eseguito il rafforza-
mento della popolazione sulla sponda Nord del “laghetto” hanno evidenziato l’avvenuta 
crescita di plantule dallo strato di semi, l’avvenuta fioritura sia delle plantule dallo strato di 
semi sia dalle plantule trasferite, la dispersione di semi della nuova generazione.
La prova del taglio (cut test) ha dato informazioni sulla vitalità dei semi della nuova genera-
zione ottenuti sia dallo strato di semi sia dalle plantule. I valori riscontrati sono simili tra 
di loro (≈90%) risultando conformi ai valori di vitalità presenti nella stazione originale del 
“laghetto” (87.7%±2.33). 

Conclusioni

Vista l’importanza che riveste la specie, sia per la sua rarità, sia quale elemento principale 
del SIC di Tor Caldara (e per il suo ruolo di flag species della Riserva), sarebbe opportuna la 
creazione di un ambiente “ottimale” (anche artificiale) per la conservazione permanente 
della specie che possa metterla al riparo da inaspettati eventi catastrofici, come ad esempio 
aridità prolungate non infrequenti nell’attuale regime di cambiamenti climatici. Il risulta-
to positivo del progetto pilota, infatti, potrebbe essere causato da particolari condizioni 
climatiche favorevoli dell’anno di esecuzione che potrebbero non ripetersi nel futuro. Il 
progetto di conservazione del Cyperus polystachyos ha evidenziato l’importanza dello studio 
della banca dei semi del suolo sia per integrare le conoscenze sulla biologia riproduttiva 
della specie sia per pianificare opportune azioni di conservazione della specie. Questo tipo 
di analisi integrata tra la biologia riproduttiva “above and below soil”, dovrebbe essere con-
siderata un elemento costante e qualificante nello studio della vegetazione soprattutto nei 
progetti di conservazione di piante rare.
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I processi di pedogenesi determinano l’evoluzione del suolo con la formazione di orizzonti 
diversi, caratterizzati da distinte proprietà chimico-fisiche, che ospitano le comunità micro-
biche del terreno e sono sede di attività biologica. Scopo del presente lavoro è stato quello 
di correlare le variazioni delle variabili biochimiche, microbiche e molecolari del suolo in 
risposta a diversificate caratteristiche chimiche, fisiche e pedogenetiche di suoli provenienti 
da quattro diversi siti e, per ciascun sito, rappresentativi di profondità di campionamento 
(orizzonti) differenti. Le aree di campionamento, tutte ricadenti nell’ambito territoriale 
della regione Calabria, sono state individuate nella Media Valle del fiume Crati e nel Bacino 
del lago Cecita nella Sila Grande. Sono stati indagati: un suolo calcareo ad uso agricolo; 
un suolo di prateria che si evolve su depositi fluvio-lacustri e caratterizzato da un processo 
pedogenetico di accumulo superficiale di sostanza organica; un suolo agrario costituito 
da depositi colluviali e che si evolve su rocce acide intrusive; un suolo forestale a reazione 
acida. Gli orizzonti campionati hanno presentato marcate differenze nelle proprietà fisi-
che (tessitura, struttura, colore) e chimiche (pH, TOC, TN, CSC, CE), a cui hanno fatto 
riscontro diversificate risposte funzionali (C ed N della biomassa microbica, respirazio-
ne basale, attività enzimatiche). Sono state inoltre monitorate le variazioni nella diversità 
microbica lungo ciascun profilo mediante analisi DGGE di DNA batterico estratto da 
suolo. L’approccio statistico mediante analisi dei componenti principali ha evidenziato una 
significativa correlazione tra il contenuto in C organico ed i pool funzionali del C organi-
co, quali il C e l’N della biomassa microbica, la respirazione basale, le attività enzimatiche. 
Sono inoltre risultati evidenti i gradienti verticali di attività e biomassa microbica in tutti i 
profili indagati. La caratterizzazione molecolare delle comunità batteriche mediante analisi 
DGGE ha mostrato un riassortimento della struttura molecolare delle popolazioni bat-
teriche variabile per tipo di suolo e, per ogni sito, diversificato lungo il profilo. L’analisi 
statistica multivariata ha permesso di correlare la variabilità dei profili molecolari ottenuti 
per tipo di suolo e per orizzonte pedogenetico alle variabili chimiche e biochimiche, mo-
strando che le caratteristiche chimiche (in particolare TOC, pH, contenuto in CaCO3) e 
tessiturali influenzano significativamente sia i livelli di attività biochimica sia la struttura 
della comunità batterica residente nel suolo. 





  ▪ ▪ ▪ 125

Biodiversità microbica del suolo per la valorizzazione di agrosistemi tipici della 
realtà italiana: caso studio del ciliegio “Durone di Vignola”

S. Mocali1,2, L. Manici3, A. Fabiani1, F. Caputo3, A. Florio2, A. Mengoni4, M. Castaldini1, A. Frascella4, B. Felici2, 
G. Renzi2, A. Benedetti2

1 Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura,  Centro di Ricerca per l’Agrobiologia 
e la Pedologia (Italy).
2 Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura, Centro di Ricerca per lo Studio delle 
Relazioni tra Pianta e Suolo, Roma (Italy).
3 Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura, Centro di Ricerca per le Colture 
Industriali, Bologna (Italy).
4 Dipartimento di Biologia Evoluzionistica, Università di Firenze, Firenze (Italy).

Introduzione

Una delle principali emergenze ambientali è sicuramente rappresentata dalla perdita di bio-
diversità dei suoli. Inoltre è noto che gran parte della biodiversità dei suoli sia rappresentata 
dai microrganismi il cui ruolo è assolutamente cruciale per la sostenibilità dell’ecosistema 
suolo. L’obiettivo di questo lavoro è stato quello di verificare la relazione che lega la risorsa 
genetica microbica dei suoli a colture arboree di interesse agrario per la conservazione del-
le colture di qualità strettamente legate al territorio, in particolare prodotti DOP e IGP.

Materiali e metodi

Lo studio è stato condotto su 3 ecosistemi agrari di riferimento per la coltura del ciliegio, 
individuati a Vignola (VIG), a Monterotondo (GIA) e presso il campo catalogo del CRA-
FRU a Ciampino (CRA). Le principali caratteristiche chimico-fisiche dei tre suoli sono qui 
di seguito riportate:

Tabella 1 – Principali caratteristiche chimico-fisiche dei tre siti di studio.
Soil Sand % Silt % Clay % pH (1:2,5) N tot % P (ppm) K (ppm) O.M. %
VIG 45 37 18 7,5 0,131 7 148 2,34
GIA 37 20 43 6,0 0,149 52 500 2,65
CRA 52 23 25 6,5 0,143 19 735 2,53

è stata considerata la vecchia varietà in via di estinzione “durone di Vignola” innestata su 
portainnesto “Colt” in modo da poter confrontare l’interazione dello stesso germoplasma 
vegetale con le comunità microbiche del suolo di tre ambienti molto diversi fra loro. 
Le analisi sono state effettuate sia sui batteri che sui funghi filamentosi del suolo mediante 
un approccio multidisciplinare condotto sia in pieno campo (bulk soil ) che in vaso per le 
comunità batteriche della rizosfera e per gli endofiti delle radici. Per ciascun sito sono stati 
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determinati i valori di carbonio organico totale, TOC (Springer et al., 1952), ed estraibile, 
TEC (Ciavatta et al., 1991), la respirazione microbica effettuando la misura dell’emissione 
di CO2 secondo il metodo “statico” dopo 1, 2, 4, 7, 10, 14, 17, 21 e 28 giorni (Isermayer, 
1952). Per ciascun terreno tal quale è stato quindi il parametro C0 espresso come carbonio 
potenzialmente mineralizzabile (mg CO2/Kg di terreno in 28 giorni) e calcolato in base 
alla formula C = C0 (1-e -kt) (Riffaldi et al., 1996). La biomassa microbica (Cmic) è stata deter-
minata secondo il metodo di Vance et al. (1987), mentre la diversità funzionale mediante la 
tecnica Community Level Physiological Profile (CLPP) (Garland e Mills, 1991), utilizzando 
piastre Ecoplate (Biolog®).
La diversità genetica dei batteri è stata determinata mediante la tecnica molecolare Denatu-
ring Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) condotta sia su DNA che RNA dei geni 16S 
come riportato in precedenza (Castaldini et al., 2005), previa estrazione degli acidi nucleici 
(DNA e RNA) mediante il “RNA Power Soil Total RNA Isolation kit” e il “RNA Power 
Soil DNA Eluition Accessory Kit (MoBio Laboratories Inc.). L’analisi DGGE è stata 
condotta su un gel di polyacrylamide 6% (acrylamide/bis ratio, 37.5:1), in condizioni de-
naturanti (urea, 7 M; 40% formamide con gradiente denaturante da 42% a 58%), attraverso 
l’utilizzo del sistema INGENYphorU-2 (Ingeny, Netherlands). 
Inoltre è stata effettuata anche l’analisi Terminal-restriction fragment length polymorphi-
sm (T-RFLP) dei geni 16S rRNA sui campioni di DNA estratti sia dalle radici che dal 
suolo rizosferico dei vasi, digerendo gli ampliconi mediante 20U di MspI, HhaI, TaqI, o 
Hinf  I per 3 ore a 37 °C (o a 65 °C per TaqI) e analizzati mediante elettroforesi capillare 
(ABI310 Genetic Analyzer) utilizzando TAMRA 500 (Applied Biosystems) come standard 
(Mengoni et al., 2005). Le analisi dei funghi saprofitari del suolo e degli endofiti delle radici 
sono state eseguite con metodi colturali (rispettivamente: diluizioni seriali e isolamenti da 
tessuti) e successivo riconoscimento su base tassonomica e molecolare.
è stata infine effettuata l’analisi dei profili fingerprint T-RFLP e DGGE per la realizza-
zione delle matrici di similarità che, attraverso l’utilizzo dei coefficienti di Dice (DGGE) 
o Jaccard (T-RFLP), hanno consentito la costruzione dei dendrogrammi in accordo con 
l’analisi cluster (unweighted pair group method arithmetic average, UPGMA).

Risultati e discussione

I risultati hanno indicato una correlazione positiva fra il contenuto di sostanza organica 
e la diversità delle comunità batteriche e fungine nel bulk soil e di quelle batteriche della 
rizosfera. In particolare i campioni provenienti dal sito GIA hanno mostrato valori di 
TOC significativamente maggiori dei suoli CRA e VIG così come i valori di TEC (dati 
non riportati). 
L’attività microbica totale è stata determinata mediante la misura della respirazione del ter-
reno. In particolare si osserva che i campioni CRA e GIA mostrano differenze significative 
di Ccum indipendentemente dalla presenza delle piante, mentre i campioni VIG mostrano la 
maggior variabilità. Questo potrebbe essere dovuto prevalentemente ai valori di biomassa 
microbica estremamente diversi tra i diversi campioni (Figura 1).
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Figura 1 – L’attività e la quantità della comunità microbica è stata determinata mediante la respira-
zione potenziale (in alto) e la biomassa microbica (in basso).

L’analisi DGGE e quella dei funghi condotte sui campioni prelevati in pieno campo hanno 
differenziato le comunità microbiche in tre cluster corrispondenti ai tre agro-sistemi, sot-
tolineando un ruolo selettivo dell’ambiente sulla composizione delle comunità microbiche 
(Figura 2). Nella prova in vaso i valori di TRFs sono risultati significativamente diversi per 
i campioni rizosferici (32 in GIA, 22 in VIG and 16 in CRA), ma non per quelli endofi-
tici (11,6 in GIA, 14,2 in VIG and 14,0 in CRA), indicando che i diversi ambienti hanno 
influenzato le comunità batteriche della rizosfera, ma non quelle endofitiche che, invece, 
sembrano essere selezionate dalla pianta. Gli stessi risultati sono stati osservati anche per i 
funghi endofiti delle radici (dati non riportati). 
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Figura 2 – L’analisi cluster (UPGMA) dei risultati DGGE condotta sui geni 16S rDNA mostra una 
netta e significativa differenza nelle comunità batteriche dei tre siti, evidenziata sia con campioni di 
DNA che RNA, indipendentemente dalla presenza delle piante.

Gli indici di diversità basati sui funghi saprofitari del suolo differiscono significativamente 
tra i tre agro-ambienti. Un esempio di confronto tra due siti sotto studio è riportato nella 
tabella 2, in cui si utilizzano diversi indici di diversità in funzione di richness e eveness. Le 
comunità fungine differiscono anche in base alla composizione; infatti solo poche specie 
sono condivise dalle comunità dei tre diversi agro-ambienti. Inoltre sono state isolate di-
verse specie biologicamente attive specifiche per ciascun sito e perlopiù appartenenti ai 
generi Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces (Figura 3).
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Tabella 2 – Indici di diversità per le comunità fungine del suolo nei siti di Frutticoltura (FRU) e 
Giangirolami (GIA).

FRU GIA B P

E diversity index mostly biased
toward evenness
R diversity index mostly biased
toward richness

d= Berger-Parker dominance

** significant (P≥0.01)

Taxa 21 14 ** **
Shannon H R 2.93 2.50 ** **
Simpson indx E 0.94 0.91 ** **
Menhinick R 0.37 0.28 ** **
Margalef R 2.48 1.66 ** **
Fisher alpha E 3.00 1.91 ** **
Berger-Parker(1/d)E 0.09 0.13 ** **

         Aspergillus flavus                   Penicillium cremeogriseum            Paeciliomyces liliacinus
Figura 3 – Funghi appartenenti a specie biologicamente attive e specifiche per i tre siti.

Conclusioni

L’insieme dei dati ottenuti dalla sperimentazione in pieno campo ha indicato una influenza 
predominante ad opera del tipo di suolo sia sull’attività microbica totale che sul suo meta-
bolismo rispetto ad effetto pianta. La DGGE sembra confermare questi dati, mostrando 
cluster separati per i batteri estratti da suoli diversi. Tuttavia, in microcosmi questo effetto 
è notevolmente diminuito e anche la comunità endofita è sembrata maggiormente connes-
sa con la diversità intraspecifica delle piante piuttosto che al tipo di suolo. Nuovi studi sa-
ranno effettuati sui complessi rapporti tra le proprietà del suolo e le funzioni microbiche.
Si può quindi concludere che i batteri e i funghi del suolo possono essere utili indicatori 
di biodiversità degli agro-sistemi, mentre le comunità endofite delle radici hanno mostrato 
una forte specificità verso l’ospite suggerendo quanto sia importante preservare la biodi-
versità degli ecosistemi agrari.

Bibliografia

• Castaldini, M., Turrini, A., Sbrana, C., Benedetti, A., Marchionni, M., Mocali, S., Fabiani, A., Landi 
S., Santomassimo, F., Pietrangeli, B., Nuti, M.P., Miclaus, N., Giovannetti, M., Impact of  Bt on rhi-
zospheric and soil eubacterial communities and on baneficial mycorrhizal symbiosis in experimental microcosms, 
Applied and Environmental Microbiology, 71 (11), 2011, pp. 6719-6729.



Parte IV – Presentazioni libere

130 ▪ ▪ ▪

• Ciavatta, C., Govi, M., Vittori Antisari, L., Sequi, P., Characterization of  humified compounds by extrac-
tion and fractionation on solid polyvinylpyrrolidone, J. Chromatogr., 509, 1990, pp. 141-146.

• Garland, J.L., Mills, A.L., Classification and Characterization of  heterotrophic microbial communities on the 
basis of  patterns of  Community-Level Sole-Carbon-Source Utilization, Applied and Environmental Mi-
crobiology, 57, 1991, pp. 2351-2359.

• Isermeyer, H., Eine einfache Methode zur Bestimmung der Bodenatmung und der Karbonate im Boden. Z, 
Pflanzenernaehr Bodenkd, 56, 1952, pp. 26-38.

• Mengoni, A., Tatti, E., Decorosi, F., Viti, C., Bazzicalupo, M., Giovannetti, L., Comparison of  16S 
rRNA and 16S rDNA t-RFLP approaches to study bacterial communities in soil microcosms treated with 
chromate as perturbing agent, Microb. Ecol, 50, 2005, pp. 375-384.

• Riffaldi, R., Saviozzi, A., Levi-Minzi, R., Carbon mineralization kinetics as influenced by soil properties, 
Biology and Fertility of  Soils, 22, 1996, pp. 293-298.

• Springer, U., Klee, J., Profung der leistungfähigkeit von einigen wichtgerenverfahren zur Bestimmung des Ko-
hlemstoffs mittels Chromschwefelsäure sowie Vorschlag einer neuen Schnellmethode. Z, Pflanzenernähr, Dang, 
Bodenkundem, 64, 1, 1954.

• Vance, E.D., Brookes, P.C., Jenkinson, D.S., An extraction method for measuring soil microbial biomass C, 
Soil Biol. Biochem., 19, 1987, pp. 703-707.



  ▪ ▪ ▪ 131

Caratterizzazione molecolare di comunità batteriche funzionali del suolo in 
sistemi gestionali da fortemente antropici a naturali
R. Pastorelli, R. Piccolo, S. Landi
Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura, Centro di Ricerca per l’Agrobiologia e 
la Pedologia, Firenze.

Riassunto

L’obiettivo della ricerca è stato quello di studiare l’attività funzionale della microflora bat-
terica mediante estrazione diretta di RNA da suoli provenienti da diversi sistemi gestionali 
in un bacino collinare in Gallura (Sardegna). È stata analizzata la comunità batterica attiva 
e le comunità funzionali coinvolte in processi implicati nel riscaldamento globale (World 
Global Warming). Ambienti a minore impatto ambientale accrescono la biodiversità della 
comunità batterica attiva. 

Parole chiave: comunità batteriche del suolo, gas serra, RT-PCR, DGGE. 

Introduzione

L’evoluzione dell’attività antropica dell’ultimo secolo ha provocato un progressivo incremen-
to delle emissioni gassose nell’atmosfera, fra cui ritroviamo anche i principali gas responsabili 
dell’incremento dell’effetto serra. I microrganismi del suolo oltre che esercitare una profonda 
influenza sullo stato di fertilità del suolo, svolgono un ruolo cruciale per la qualità e la soste-
nibilità dell’agro-ecosistema; infatti sono strettamente legati a molti processi che regolano le 
emissioni di questi gas, come il sequestro di carbonio organico, la liberazione di CO2, CH4 e 
N2O o l’ossidazione del CH4 atmosferico. La composizione e l’attività delle comunità micro-
biche del suolo sono fortemente influenzate dal tipo di suolo, dalle diverse pratiche agricole 
e dalle variazioni stagionali (Powlson et al., 2001; Terahara et al., 2009). 
In questo lavoro viene caratterizzata, mediante metodi molecolari, l’intera comunità batte-
rica attiva proveniente da diversi sistemi gestionali, allo scopo di comprendere l’influenza 
dei fattori ambientali e antropici sulla biodiversità. Inoltre, particolare riguardo viene posto 
alle comunità funzionali dei batteri denitrificanti e dei metanotrofi, in quanto sono impli-
cate nell’emissione di N2O nell’atmosfera (gas serra 296 volte più potente della CO2) e 
nell’ossidazione di CH4 a CO2 .
É stato preso in esame un bacino collinare in Gallura, omogeneo dal punto di vista cli-
matico e pedologico, sul quale è possibile evidenziare una progressione ecologica da una 
condizione di estrema intensità colturale (vigneto lavorato) fino a una estremamente con-
servativa (foresta mediterranea), attraverso tappe intermedie (vigneto inerbito, erbaio, pa-
scolo). L’analisi delle comunità batteriche è stata condotta, mediante un approccio RT-
PCR DGGE (Denaturant Gradient Gel Electrophoresis), calcolando i valori di richness 
e diversità (indice di Shannon-Weiner) sui profili elettroforetici ottenuti, ed eseguendo 
Cluster-Analisys (Unweighted Pair Group Mathematical Average-UPGMA).
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Materiali e metodi

Caratteristiche del sito e campionamento del suolo. L’area sperimentale è situata a Berchidda (OT, 
Sardegna) in un bacino a 275-300 m s.l.m.. Il suolo, a tessitura franco-sabbiosa, è classifi-
cato come Typic Dystroxerepts secondo l’USDA Soil Taxonomy (Tabella 1). I due vigneti 
(cv. Vermentino) erano gestiti rispettivamente a vigneto lavorato (VL) mediante lavorazio-
ne del suolo a 40 cm di profondità con concimazione organica, e a vigneto inerbito (VI) 
mediante inerbimento spontaneo con concimazione fogliare. Nell’erbaio (ER) al momen-
to del campionamento sussisteva avena, loglio e trifoglio micheliano. Il pascolo (PA) era 
rappresentato principalmente da Hordum leporinum, Trifolium michelianum, T. subterraneum e T. 
resupinatum. La foresta (SU) era costituita da essenze di Quercus suber frammiste a cespugli 
spontanei. In maggio e novembre del 2007 sono stati raccolti 5 repliche di suolo dai 5 dif-
ferenti sistemi gestionali ad una profondità di 0-20 cm. I campioni di suolo sono stati posti 
in sacchetti sterili e immediatamente congelati a -80 °C in ghiaccio secco.

Tabella 1 – Caratteristiche chimico-fisiche dei suoli; lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative all’analisi della varianza (ANOVA) per P<0,05. FC, capacità di campo; C org, carbonio 
organico; N tot, azoto totale; OM, sostanza organica; CSC, capacità di scambio cationico.

Sabbia 
%

Limo 
%

Argilla 
%

FC 
vol%

C org 
g/kg

N tot
 g/kg 

C/N OM
 g/kg

CSC 
meq/100g

VL 83,0±18,8 a 4,8±23,3 b 12,3±7,6 14,6±0,9 b 14,4±2,8 1,0±0,1 14,3±1,6 24,7±4,7 12,5±1,6 b

VI 80,2±4,1 a 8,4±6,9 b 11,4±6,8 b 14,6±0,8 b 12,3±2,5 b 1,0±0,1 12,1±2,3 21,2±4,3 b 14,9±0,9

ER 73,3±2,2 b 13,6±2,1 a 13,1±3,9 20,1±1,3 a 24,3±4,5 1,7±0,7 14,8±1,4 a 41,9±7,7 16,9±2,0

PA 73,2±5,9 b 13,1±2,1 a 13,6±3,8 a 19,1±0,6 19,4±2,0 2,2±0,1 8,9±0,9 b 33,4±3,5 17,2±1,9

SU 73,2±16,3 b 12,7±11,4 a 12,1±6,2 20,7±2,9 a 36,4±13,7 a 3,1±1,3 13,2±1,3 62,7±23,7 a 21,8±4,3 a

Analisi DGGE della comunità microbica. L’estrazione dell’RNA e la retrotrascrizione sono 
state effettuate come precedentemente descritto da Pastorelli et al. (2009). La regione V6-
V8 del 16S rRNA è stata amplificata con i primer 986f  e Uni1401r (Felske e Akkermans, 
1998); i geni per il 16S rRNA dei metanotrofi di I e II tipo e i geni funzionali nirK, nirS, 
qnorB e nosZ per i batteri denitrificanti sono stati amplificati come descritto da Landi et al. 
(2011) e Pastorelli et al. (2011). Le analisi DGGE sono state eseguite come precedentemen-
te descritto (Pastorelli et al., 2009 e 2011; Landi et al. 2011).
Analisi statistica. I profili DGGE sono stati analizzati con Gel Compar II Software v 4.6 
(Applied Maths). Le differenze statistiche della richness (numero di bande) e dell’indice di 
Shannon-Weiner sono state statisticamente validate con il test ANOVA a 2 vie e le medie 
comparate con il test di Duncan (P<0,05). La similarità genetica delle comunità batteriche 
dei differenti suoli è stata determinata utilizzando il coefficiente Dice e l’algoritmo UPG-
MA. L’analisi canonica delle corrispondenze (CCA) è stata eseguita con il programma 
PAST (http://folk.uio.no/ohammer/past). I valori di richness e l’indice di Shannon-Wei-
ner sono stati trattati come variabili delle comunità batteriche e comparate con le variabili 
ambientali (temperatura; parametri fisico-chimici del suolo: tessitura, pH, capacità di cam-
po, carbonio organico, capacità di scambio cationico). Le relazioni significative sono state 
validate dal test di permutazione sia per la prima che per la seconda asse.
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Risultati

Analisi della comunità batterica. In primavera è stato rilevato il maggior numero di specie 
batteriche attive: le differenze nel numero di bande e nell’indice di Shannon-Weiner tra le 
due stagioni campionate sono state altamente significative. In riferimento ai diversi sistemi 
gestionali la foresta di sughera ha presentato i valori più bassi sia di richness che di diver-
sità, mentre il vigneto inerbito e il pascolo hanno mostrato i valori più alti (Figura 1A). In 
entrambe le stagioni l’analisi UPGMA dei profili elettroforetici ha evidenziato dei cluster 
separati in base al tipo di gestione del suolo, con l’eccezione del pascolo e dell’erbaio che 
hanno formato un unico cluster. In primavera nelle conduzioni più intensive la variabilità 
tra le specie è risultata minore mentre in autunno le differenze tra le varie gestioni sono 
state meno marcate pur rimanendo ben definita la clusterizzazione (Figura 1B).
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Figura 1 – Analisi dei profili DGGE dell’rRNA 16S. A: istogrammi rappresentativi dei valori di rich-
ness e diversità in funzione del tipo di gestione del suolo e della stagione. Lettere diverse indicano 
differenze statisticamente significative per P<0,05. B: dendrogrammi UPGMA. 
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Analisi della comunità denitrifi cante. Signifi cative differenze stagionali sono state rilevate 
nell’espressione dei geni nirK, nirS e qnorB . I valori primaverili di richness e diversità sono 
stati nettamente superiori a quelli registrati nel periodo autunnale. Al contrario in nosZ la 
comunità attiva non ha evidenziato differenze signifi cative tra le due stagioni (Pastorelli et 
al., 2011). Riguardo ai sistemi gestionali solo per il gene nirK sono state rilevate differenze 
signifi cative: le conduzioni più naturali quali il pascolo e la foresta di sughera hanno pre-
sentato i valori superiori sia per richness che per diversità. L’analisi UPGMA dei profi li 
elettroforetici non ha evidenziato suddivisione in cluster in base al sistema gestionale fatta 
eccezione per la foresta di sughera che ha formato un cluster separato in primavera ma 
solo nel caso del gene nirK (Pastorelli et al., 2011).
Analisi della comunità metanotrofa. L’rRNA 16S dei metanotrofi  di I e II tipo è risultato poco 
presente in questi suoli: il numero di bande per profi lo per ambedue i geni è compreso 
tra 0 e 3 per i due vigneti e l’erbaio e tra 0 e 5 per pascolo e foresta di sughera. Non sono 
state registrate differenze signifi cative ne tra le due stagioni esaminate ne tra i cinque tipi di 
gestione. L’analisi UPGMA ha mostrato una clusterizzazione, sia in base alla stagione che 
in base al sistema gestionale. Nella comunità metanotrofa di II tipo si sono formati due 
cluster (Figura 2), costituiti dai tipi di gestione più naturali del mese di maggio (ER, PA, 
SU), e dai rimanenti campioni di novembre ed il vigneto inerbito di maggio.
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10080604020 10080604020

maggio
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Figura 2 – Dendrogramma UPGMA dei profi li DGGE del rRNA 16S dei metanotrofi  di II tipo.

Analisi canonica delle corrispondenze. L’asse 1 ha espresso il 50,95% della variabilità complessi-
va ed è risultata signifi cativa per P=0,001 (Figura 3). La temperatura (-0,91), il C organico 
(+0,20) e N totale (+0,18) si sono dimostrati i fattori dominanti. L’asse 2 ha espresso un 
rimanente 26,57% di variabilità e una signifi catività per P=0,001. I fattori dominanti sono 
stati la capacità di scambio cationico (+0,70), N totale (+0,70), C organico (+0,66) e capa-
cità di campo (+0,68). La biodiversità (indice di Shannon-Weiner) delle specie batteriche 
attive che esprimevano i geni nirK, nirS, qnorB e dei ceppi metanotrofi  sia di tipo I che di 
tipo II sono risultati infl uenzati dalla temperatura e dal C organico. L’abbondanza dei 
ceppi batterici attivi (espressa come richness dei profi li DGGE del 16S rRNA) è risultata 
infl uenzata dalla temperatura.
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Conclusioni

La temperatura è il fattore che più ha influenzato la biodiversità della comunità batterica 
attiva, mentre la temperatura unita alla ricchezza di carbonio organico risultano i fattori 
che più hanno condizionato le comunità metanotrofe e denitrificanti.
La comunità batterica attiva è quindi influenzata principalmente dalla stagionalità, ma an-
che il tipo di gestione del suolo gioca un ruolo fondamentale. Gli input antropici, quali 
lavorazione, fertilizzazione e inerbimento influenzano positivamente sia la richness che la 
biodiversità. In particolare i valori più alti ottenuti nel pascolo e nel vigneto inerbito, di-
mostrano l’effetto positivo della copertura erbosa sulla attività microbica. In accordo con 
Zhou et al. (2002) gli ambienti più naturali e conservativi quali la foresta di sughera, seppur 
presentino i valori più bassi in ricchezza di specie, mostrano una più alta diversità genetica 
e quindi una maggiore stabilità ambientale.
In riferimento alla diversità funzionale sia le popolazioni attive dei denitrificanti che dei 
metanotrofi, risultano più abbondanti negli ambienti naturali, quali la foresta e il pascolo. 
Tra i denitrificanti, le comunità batteriche attive che esprimono il gene nirK, mostrano una 
netta predominanza rispetto a quelle che esprimono gli altri geni in particolare nirS, con-
fermando la preferenza di questo gene per l’ambiente suolo come già sostenuto da Primé 
et al. (2002) e Throbäck et al. (2004).
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Figura 3 – Diagramma CCA della comunità batterica generato dalla richness e dall’indice di Shan-
non-Weiner della comunità batterica del suolo stimata dai profili dei cDNA-DGGE. I vettori rap-
presentano le variabili ambientali e del suolo. FC, capacità di campo; C org, carbonio organico; CSC, 
capacità di scambio cationico; Ri, rhichness; Sh, indice di Shannon-Weiner.
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Confronto tra gestione biologica e convenzionale nella Vitis vinifera: effetto 
sulla fertilità biologica e sulla biodiversità microbica in siti della Regione Lazio
G. Renzi, L. Canfora, A. Benedetti
Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura, Centro di Ricerca per lo Studio delle 
Relazioni tra Pianta e Suolo, Via della Navicella 2/4 - 00184 Roma.

Riassunto

L’agricoltura convenzionale ricorre all’impiego di fattori esterni per esaltare la produttività 
dei terreni. Attualmente è ancora il tipo di agricoltura più praticato. L’agricoltura biologica 
mira ad ottenere prodotti di qualità utilizzando tecniche di agricoltura eco-compatibili. La 
gestione convenzionale prevede lo sfruttamento delle risorse naturali disponibili comprese 
quelle non rinnovabili, mentre il terreno è una risorsa non rinnovabile e come tale va gesti-
to. La fertilità dei suoli in agricoltura biologica e, in particolare, la biodiversità microbica, è 
uno degli elementi chiave su cui basare la gestione del suolo agrario.
In questa tesi sono stati presi in considerazione 4 siti coltivati a vigneto, di cui 3 gestiti 
con agricoltura convenzionale e 1 in biologico. In particolare questi siti sono stati scelti 
nell’ambito di un ampio progetto di monitoraggio della Regione Lazio (Biorela), al fine 
di studiare l’impatto sulla fertilità biologica e sulla biodiversità microbica rispettivamente 
della gestione biologica e di quella convenzionale.

Parole chiave: suolo, microrganismi, biodiversità microbica, indicatori, IBF.

Introduzione

L’agricoltura convenzionale ricorre all’inserimento di fattori esterni per esaltare la produ-
zione e sfruttare ogni estensione di terreno. Attualmente è ancora il tipo di agricoltura più 
praticato. L’agricoltura biologica vuole ottenere prodotti di qualità utilizzando tecniche di 
agricoltura sostenibile. La gestione convenzionale prevede lo sfruttamento delle risorse na-
turali disponibili anche le non rinnovabili. Si spinge verso varietà molto produttive, per ot-
timizzare e migliorarne la redditività. è indispensabile il ricorso all’uso, anche massiccio, di 
mezzi tecnici quali fertilizzanti, fitofarmaci e lavorazioni dei suoli. La conduzione biologica 
si basa su sistemi e tecniche maggiormente conservative dell’ambiente naturale. Il terreno è 
una risorsa non rinnovabile e come tale va gestito. La fertilità biologica dei suoli è uno degli 
elementi chiave su cui basare la gestione del suolo agrario in agricoltura biologica. In par-
ticolare la biodiversità microbica dei suoli è importante per lo studio e per la gestione dei 
sistemi agrari in cui la pratica colturale e il tipo di conduzione biologica o convenzionale 
impattano sulla qualità delle produzioni ma anche sulla sostenibilità dell’ambiente di pro-
duzione. Gli indicatori di biodiversità possono essere considerati indice essenziale non solo 
per il monitoraggio della perdita di biodiversità, ma anche come strumento impiegabile in 
campi decisionali per i sistemi agricoli quali, per esempio, la messa a punto di disciplinari 
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di produzione in recepimento alle direttive europee. Infatti i microrganismi possono esse-
re utilizzati come indicatori della qualità del suolo perché svolgono delle funzioni chiave 
nella degradazione e nel ricircolo sia della sostanza organica che dei nutrienti e rispondono 
prontamente ai cambiamenti dell’ambiente. Inoltre l’attività microbica nel suolo rispecchia 
la somma di tutti i fattori che regolano la degradazione e la trasformazione dei nutrienti. 
è comunque estremamente difficile utilizzare i valori forniti dai parametri microbiologici 
poiché i microrganismi del suolo reagiscono molto rapidamente anche a variazioni stagio-
nali e si adattano alle diverse necessità ambientali. Pertanto, è stato proposto (Benedetti 
e Pompili, 2006) l’uso di un indice sintetico di fertilità biologica (IBF) che permette una 
valutazione comparativa di siti diversi sulla base di parametri di attività e contenuto della 
biomassa microbica del suolo, determinati in condizioni standardizzate di laboratorio. In 
particolare vengono considerati i seguenti parametri chiave: sostanza organica totale, carica 
microbica (C della biomassa) e relativa attività respirometrica (determinazione della CO2 
emessa), considerati indicatori di qualità e fertilità del suolo. Combinando questi dati è 
possibile ottenere i quozienti di mineralizzazione, metabolico e microbico (rispettivamente 
qM, qCO2 e qMic) utili ai fini del calcolo dell’indice sintetico IBF, rappresentativo su larga 
scala dello stato di salute di un suolo. Queste prime analisi rappresentano il primo livello di 
conoscenza della fertilità biologica che, naturalmente, tiene conto anche della caratterizza-
zione di base del suolo in termini fisici, chimici e biologici. Il secondo livello permette di 
evidenziare o meglio conoscere in maniera più approfondita quelle che sono le caratteristi-
che delle comunità microbiche.
Le analisi di tipo molecolare, T-RFLP (Terminal – Restriction fragment lenght polymor-
fism) consentono di analizzare la biodiversità microbica discriminando la popolazione tra 
funghi, batteri e archea (Moeseneder et al., 1999; Osborn et al., 2000; Richardson et al., 
2002; Sakano et al., 2002). Le informazioni ottenute ci consentono di quantificare la co-
munità microbica e di discriminare le differenti entità microbiche presenti, individuando 
anche eventuali polimorfismi e quindi possibili marcatori molecolari utili non solo a ca-
ratterizzare più finemente la comunità microbica presente nelle differenti condizioni (con-
venzionale, biologico) ma anche a future applicazioni biotecnologiche.

Materiali e Metodi

Una volta trasportati in laboratorio i campioni di suolo sono stati essiccati, setacciati a 2 
mm e omogeneizzati mediante quartatura e sottoposti alle seguenti determinazioni:

• C organico totale (C analyzer);
• Respirazione microbica cumulativa e basale (Isermeyer, 1952);
• C della biomassa microbica (Vance et al., 1987);
• Capacità di ritenzione idrica a pF2,5.

Tutte le determinazioni sono state condotte secondo i metodi ufficiali di analisi del suolo 
(Supplemento Ordinario G.U. n. 61 del 13.03.2004). 
Per le analisi molecolari, è stata effettuata una estrazione del DNA con il kit MoBIO Power 
soil DNA Extraction kit®; successivamente il DNA è stato dosato ed amplificato con i pri-
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mer per il 16S P0/P6 (Barberio et al., Res. Microbiol., 152, 2001, pp. 105-112). Il DNA così 
amplificato è stato purificato e digerito con gli enzimi di restrizione TaqI e AluI; il DNA 
digerito è stato infine analizzato al sequenziatore ABI 3500 al fine di ottenere il profilo dei 
differenti frammenti di restrizione corrispondenti alle singole unità tassonomiche presenti 
nel pool di DNA estratto.

Risultati

I risultati delle analisi di tipo biochimico, in relazione con le analisi chimico-fisiche, hanno 
permesso di evidenziare delle differenze nei 4 siti, s14, s15, s59, s66. I siti s14, s15 e s59 
sono seguiti con una gestione di tipo biologica, mentre il sito s66 è condotto con un si-
stema di tipo convenzionale. Il dato interessante è offerto dall’indice di fertilità biologica 
(IBF), il quale denuncia uno stato di pre-allarme nel caso del sito s59, e un livello di fertilità 
media nei 3 siti s14, s15, s66.
Le applicazioni delle tecniche di biologia molecolare al campo della microbiologia, sono 
in grado di dare informazioni sulla struttura di popolazione, al contrario delle tradizionali 
tecniche limitate dalla pletora di microrganismi non coltivabili. 
In questo studio abbiamo utilizzato una tecnica clonaggio-indipendente, T-RFLP (Termi-
nal – Restriction fragment lenght polymorfism) che combina la tradizionale reazione di 
PCR ad una digestione enzimatica che consente di separare successivamente, attraverso 
elettroforesi capillare, dal DNA microbico totale le diverse OTU, operational taxonomic unit. 
Oltre allo studio del gene specifico per i batteri 16S rRNA, sono stati screenati anche 
archea ed eubatteri amplificando con geni specifici il DNA totale estratto dai suoli presi 
in esame, al fine di analizzare biodiversità microbica, quantificare la comunità microbica e 
quindi discriminare le differenti entità microbiche presenti nei 4 siti scelti, in particolare la 
diversità microbica presente in condizioni di trattamento convenzionale e di trattamento 
biologico.

Discussione

Queste analisi rappresentano il primo livello di conoscenza della fertilità biologica che, 
naturalmente, tiene conto anche della caratterizzazione di base del suolo in termini fisici, 
chimici e biologici. Da tali dati è stato possibile ricavare i valori del quoziente metabolico 
(qCO2) e di mineralizzazione (qM) che rappresentano rispettivamente il livello dell’attività 
specifica di evoluzione di C-CO2 in condizioni basali della biomassa microbica per unità 
di tempo, espresso in h-1 (Anderson e Domsch, 1993), e la misura dell’attività totale di 
mineralizzazione della frazione più labile della sostanza organica da parte della biomassa 
microbica (Dommergues, 1960). Il contenuto di sostanza organica è stato stimato indi-
rettamente moltiplicando la concentrazione del carbonio organico per il coefficiente di 
conversione Van Bemmelen (1,724).
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    Località N°Sito Risorsa IBF Cl_Fertilità Descr_Fertilita

Corcolle (RM) 14 vite 17 III media

Corcolle (RM) 15 vite 18 III media

Aprilia (LT) 59 vite 12 II stress preallarme

Terracina (LT) 66 vite 14 III media

s14                                s15                               s59                               s66
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I risultati dello screening degli archea e dei batteri (sequenza parziale del gene 16S rRNA), 
mostrano che c’è presenza in tutti i siti analizzati sia di archea che di batteri. Questa analisi 
preliminare, fornisce un dato qualitativo e non dà informazioni sulla biodiversità in termi-
ni di quantità ed entità microbiche presenti; indubbiamente si evince soprattutto nel caso 
degli archea, una differenza tra i quattro siti. Successive analisi sono in corso.



Biodiversità e pedodiversità: affinità e divergenze nell'areale italiano

  ▪ ▪ ▪ 141

Conclusioni 

Lo studio di monitoraggio eseguito nei punti campionati ha permesso di ottenere una pri-
ma valutazione circa la distribuzione spaziale della fertilità biologica dell’area di studio.
In generale si è osservato un incremento dell’attività microbica in corrispondenza dei punti 
con maggiore contenuto in sostanza organica. Il sito S59 mostra un livello di sostanza 
organica al di sotto dei livelli normali, considerando che per un suolo agrario solitamente 
si stima una tenore variabile del 2-5%, questo valore accompagnato da un quoziente di 
mineralizzazione e metabolico elevati portano ad ottenere un IBF pari a 12 che denuncia 
uno stato di stress pre-allarme.
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Introduzione

Nelle barbabietole da zucchero (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris) coltivate in climi caldi si ri-
scontra frequentemente, nel corso della raccolta, una diminuzione del grado polarimetrico 
e della qualità estrattiva. Dato il notevole danno economico che ne deriva, si è voluto 
approfondire la conoscenza degli effetti, sul valore tecnologico della barbabietola, della 
fertilità nutrizionale e microbica presente in tutto il profilo di suolo esplorato dalle radici. 
A tal fine, la disponibilità dei principali macronutrienti, la diversità microbica e la presenza 
quantitativa di geni coinvolti in funzioni chiave del ciclo dell’azoto sono state relazionate 
con parametri produttivi e tecnologici della barbabietola. 

Materiali e metodi

Su campioni di suolo raccolti in due siti sperimentali a Ceneselli (Rovigo), per strati da 
0,50 m fino a 3 m, sono state determinate le principali caratteristiche fisico-chimiche del 
suolo avvalendosi anche di metodologie di analisi multielemento (analisi elementare CNS 
e spettrometria a emissione ICP). Analisi molecolari ARISA (Amplified ribosomal inter-
genic spacer analysis) e Real Time PCR sono state effettuate sul DNA genomico estratto 
dai campioni di suolo rispettivamente per la stima della diversità microbica e della presenza 
quantitativa di geni per ammonio monossigenasi (amoA batterici e amoA Archea) e nitrito 
riduttasi (nirK ). Per valutare direttamente lo sviluppo radicale lungo il profilo del suolo, 
sono state effettuate osservazioni in tubi minirhizotron mediante l’impiego di una sonda a 
fibre ottiche. La determinazione dei dati produttivi e tecnologici sulle radici è stata eseguita 
presso il laboratorio del CRA-CIN di Rovigo.

Risultati e discussione

Tra i 2 e i 3 m, sono stati rinvenuti frequentemente contenuti di sostanza organica fino al 
10% e di azoto minerale di oltre 100 mg kg-1. Prima della raccolta, si è inoltre osservato la 
presenza di radici alla profondità di 3 metri in entrambi i siti sperimentali. Le barbabietole 
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raccolte nel sito con il maggiore accumulo di azoto minerale fra 2,5 e 3 metri hanno evi-
denziato un inferiore grado polarimetrico e coefficiente di purezza in accordo con quanto 
precedentemente osservato (Stevanato et al. 2010, Agronomy Journal 102:17-22). Negli 
strati del suolo prelevati alle profondità maggiori (0,50 – 3 metri) si è riscontrato, rispetto 
a quello più superficiale, una maggiore omogeneità nella composizione delle comunità mi-
crobiche ma accompagnata da un maggiore numero di specie batteriche rilevabili tramite 
la tecnica ARISA. La presenza di geni amoA e nirK è stata rinvenuta lungo tutti gli strati di 
suolo fino alla profondità di 3 metri. Ciò evidenzia il contributo anche degli strati profondi 
del suolo a processi chiave del ciclo dell’azoto. Per evitare dannose riduzioni qualitative, si 
conferma l’utilità del campionamento dei suoli fino alla profondità raggiunta dalle radici e 
la necessità di determinare le più importanti forme di azoto. Per lo stesso scopo, dovrebbe 
essere evitata o adeguatamente considerata la presenza di strati organici nel profilo esplo-
rato dalle radici.
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Relazioni tra biodiversità batterica, caratteristiche pedologiche e gravità 
dell’attacco di Rosellinia Necatrix in un meleto a conduzione biologica*
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Parole chiave: proprietà chimico fisiche del suolo; biodiversità batterica del suolo; Rosellinia necatrix; melo.

Introduzione

Rosellinia necatrix rappresenta attualmente sia in ambienti a clima temperato che tropicale 
una minaccia per molte specie soprattutto per molti alberi da frutto. In vivaio è possibile 
ostacolarne la diffusione o prevenirne gli attacchi utilizzando materiale di propagazione 
sano e utilizzando suolo non infestato; in pieno campo l’eliminazione del patogeno è mol-
to difficile e costosa, quindi le strategie di controllo devono essere indirizzate a limitare il 
danno (Schena et al., 2008). Studi condotti nell’ultimo decennio (Gonzalez-Sanchez et al., 
2004; Cazorla et al., 2006) hanno dimostrato che alcune specie batteriche isolate nel suolo 
e nella rizosfera svolgono una forte azione antagonista nei confronti di R. necatrix. Scopo 
del presente lavoro è quello di valutare in un meleto colpito dal fungo a diversi gradi di 
infezione le relazioni fra gravità dell’attacco, biodiversità e funzionalità batterica e caratte-
ristiche chimico fisiche del suolo.

Materiali e metodi

Il meleto situato nel comune di Montepulciano (SI) è a conduzione biologica. Sulla base 
delle indicazioni del frutticoltore e di controlli con test specifici per valutare la presenza 
del fungo è stato possibile individuare tre aree (A, B, e C) in cui nonostante la costante 
presenza del fungo nel suolo, le piante risultavano diversamente colpite da Rosellinia.
Gli attacchi di Rosellinia si sono verificati inizialmente nella zona A dove attualmente non 
vi sono meli; in questa zona sono stati infatti espiantati tutti gli alberi malati e anche qual-
che pianta sana al fine di effettuare una sorta di isolamento del terreno infetto (quarante-
na). Nella zona B solo alcune piante sono state attaccate dal fungo, i meli malati sono stati 
tolti o drasticamente potati. Nella zona C non sono state rilevate piante infette.
Il suolo classificato come Calcaric Cambisol (WRB, 2006) è stato oggetto in passato di 
operazioni di livellamento che oltre a rimodellarne la superficie hanno modificato anche 
la sua organizzazione interna. La variabilità del suolo è stata confermata dalla mappa della 
conducibilità elettrica apparente (ECa) ottenuta tramite un sensore ad induzione elettro-
magnetica (Geonics EM38-MK2) (Figura 1.)
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Figura 1 – Carta della conducibilità elettrica apparente.

Nelle tre aree indicate sono stati prelevati campioni di suolo disturbato e indisturbato alla 
profondità di 0-20 e 20-40 cm. Sui campioni di suolo sono state eseguite le seguenti ana-
lisi: tessitura, pH, conducibilità elettrica, CaCO3 totale, carbonio organico (TOC), massa 
volumica apparente (BD), ritenzione idrica alla capacità di campo (-10 kPa) e al punto di 
appassimento (-1500 kPa) da cui è stata calcolata la quantità di acqua disponibile (AWC) 
seguendo le metodologie ufficiali pubblicate dal MiPAF (1997 e 2000), e la macroporosità 
attraverso il metodo micromorfometrico (Pagliai et al., 2004). Un campionamento ad hoc 
è stato eseguito nei medesimi punti e alle stesse profondità anche per le analisi biologiche. 
Queste ultime sono state condotte per valutare la biodiversità e la funzionalità batterica 
con l’analisi DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) condotta sul gene riboso-
miale 16S sia sul DNA che sull’RNA retro trascritto (Castaldini, 2010), valutando successi-
vamente gli indici di biodiversità a partire dai pattern elettroforetici (Fabiani et al., 2009).

Risultati e discussione

Le analisi chimico fisiche hanno mostrato differenze significative per molti dei parametri 
analizzati soprattutto fra la zona A e la zona C (Tabelle 1 e 2). Talvolta a queste differenze 
non corrisponde una significativa diversità funzionale, come nel caso dei valori del pH. 
Al contrario, alle differenze riscontrate nella distribuzione dimensionale delle particelle 
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elementari corrispondono differenti classi tessiturali dei suoli (i suoli delle zone B e C 
hanno tessitura medio-fi ne (franco-argillosa), mentre il suolo A presenta tessitura media 
(franco)).

Tabella 1 – Analisi granulometriche; dati identifi cati da lettera uguale non sono signifi cativamente 
differenti (P<0,05) secondo il test di Duncan.

Sito Prof. (cm) argilla (g/kg) Limo (g/kg) Sabbia (g/kg)
C 0-20 386   a 393   a 221   d
C 20-40 392   a 390   a 218   d
A 0-20 237   c 363   bc 400   a
A 20-40 248   c 349   cd 403   a
B 0-20 332   b 370   b 298   c
B 20-40 306   b 337   d 357   b

Tabella 2 – Caratteristiche chimiche e fi siche analizzate; dati identifi cati da lettera uguale non sono 
signifi cativamente differenti (P<0,05) secondo il test di Duncan.

Sito
Prof.
(cm)

ph
cond. 

Elett rica
dS m-1

caco3 % c org %
Massa volumica 

apparente
kg dm-3

-10 kPa
% v/v

-1500 kPa
% v/v

C 0-20 8,1   a 0,34   b 18,44   d 2,61  a 1,35  b 41,6  a 16,4  b
C 20-40 8,1   a 0,30   c 22,06   d 1,38  c 1,52  a 36,1  ab 21,7  a
A 0-20 7,9   b 0,28   c 54,50   a 1,98  b 1,01  d 35,6  ab 9,5  d
A 20-40 8,0   ab 0,23   c 57,11   a 1,22  c 1,16  cd 27,1  c 9,9  d
B 0-20 8,0   ab 0,62   a 30,17   c 2,60  a 1,12  cd 36,9  ab 11,7  cd
B 20-40 8,0   ab 0,24   c 43,72   b 1,09  c 1,24  bc 29,8  bc 15,3  bc

L’analisi micromorfometrica ha consentito di determinare la macroporosità dei suoli (Pori 
>50 �m); in generale non si rilevano differenze statistiche, nell’ambito della stessa profon-
dità di indagine, fra le diverse zone (Figura 2). Al contrario, fra lo strato 0-20 e quello 20-40 
cm della zona A si riscontrano differenze signifi cative. La brusca diminuzione di porosità 
è una testimonianza degli effetti del livellamento avvenuto in epoca passata.
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Figura 2 – Istogramma rappresentante la macroporosità totale distinta per classi morfologiche e, per 
i pori allungati, per classi dimensionali (50-500 �m e > 500�m).
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I risultati delle analisi biologiche, condotte con indagine molecolare DGGE (Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis) sugli acidi nucleici estratti dal suolo, sembrano indicare 
comportamenti diversi nei due strati campionati. Nello strato 0-20 (Figura 3A) la presenza 
delle piante seleziona la microflora presente (DNA) raggruppando in un cluster separato i 
pattern relativi al sito in cui è stato realizzato l’espianto; l’infezione in atto invece concor-
re alla selezione della microflora attiva (RNA), raggruppando separatamente campioni di 
controllo (Figura 3B).

68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 10
0

Espianto 10-20 cm DNA

Espianto 20-20 cm DNA

Espianto 30-20 cm DNA

Infestato 10-20 cm DNA

Infestato 20-20 cm DNA

Infestato 30-20 cm DNA

Controllo 10-20 cm DNA

Controllo 20-20 cm DNA

Controllo 30-20 cm DNA

A

45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10
0

B

Controllo 10-20 cm DNA
Controllo 20-20 cm DNA
Controllo 30-20 cm DNA
Espianto 10-20 cm DNA
Espianto 20-20 cm DNA
Espianto 30-20 cm DNA
Infestato 10-20 cm DNA
Infestato 20-20 cm DNA
Infestato  30-20 cm DNA

68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 10
0

Espianto 10-20 cm DNA

Espianto 20-20 cm DNA

Espianto 30-20 cm DNA

Infestato 10-20 cm DNA

Infestato 20-20 cm DNA

Infestato 30-20 cm DNA

Controllo 10-20 cm DNA

Controllo 20-20 cm DNA

Controllo 30-20 cm DNA

A

45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10
0

B

Controllo 10-20 cm DNA
Controllo 20-20 cm DNA
Controllo 30-20 cm DNA
Espianto 10-20 cm DNA
Espianto 20-20 cm DNA
Espianto 30-20 cm DNA
Infestato 10-20 cm DNA
Infestato 20-20 cm DNA
Infestato  30-20 cm DNA

Figura 3 – Cluster derivanti dai pattern elettroforetici dell’Analisi DGGE condotta sul 16S rDNA 
(A) e sul 16S rRNA retro trascritto (B) estratti dai campioni di suolo dello strato 0-20 cm. 

Nello strato 20-40 le differenze tra le parcelle si attenuano e l’analisi dei cluster separa i 
campioni di controllo a livello di DNA e quelli del sito espiantato a livello di RNA (dati 
non mostrati).
L’analisi ANOVA a due vie effettuata sugli indici di biodiversità ottenuti dalla intensità 
delle bande dell’analisi DGGE considerando sia la profondità del campionamento che il 
diverso grado di infestazione ha evidenziato una differenza significativa dei campioni in 
relazione ai due fattori e alla loro interazione per quanto riguarda la microflora presente 
(DNA), mentre a livello di microflora attiva (RNA) le differenze sono significative solo 
per quanto riguarda il diverso grado di infestazione e l’interazione di questo fattore con la 
profondità del campionamento. In figura 4 riportiamo su grafico i dati relativi all’indice di 
Shannon con le classi di significatività (p < 0.05).
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Figura 4 – Valori dell’indice di Shannon ricavati dalle intensità delle bande e i pattern elettroforetici 
dell’Analisi DGGE condotta sul 16S rDNA e sul 16S rRNA retro trascritto.

L’analisi multivariata dei dati nel loro complesso mette in evidenza una stretta correlazione 
tra gli indici di biodiversità (Richness, Shannon e Simpson) e le caratteristiche chimico-
fisiche del suolo.
Con l’analisi delle componenti principali (PCA), infatti, sono state individuate 2 nuove 
componenti che complessivamente rappresentano quasi il 70% della varianza totale, cia-
scuna di esse descrive il legame esistente fra determinate proprietà fisico chimiche e ri-
spettivamente microflora attiva (Componente 1) e microflora presente (Componente 2) 
(Tabella 3; Figura 5).
La “microflora attiva” (RNA), come varietà di specie (Indice di Shannon e numero di 
bande presenti nel DGGE), si correla positivamente con sabbia e CaCO3, mentre come 
dominanza delle specie attive (Indice di Simpson) risulta direttamente correlata con argilla, 
limo, massa volumica apparente (BD) e con la ritenzione idrica (FC e WP). La “microflora 
presente” (DNA), come varietà di specie, è influenzata positivamente dalla percentuale 
di sostanza organica presente, dalla conducibilità elettrica e dalla porosità totale, mentre 
come dominanza delle specie presenti si correla con la profondità.
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Tabella 3 – Pesi fattoriali delle singole variabili in ciascuna componente.
  Fattore 1 Fattore 2
DEPTH 0,06 0,74
CLAY -0,92 -0,12
SILT -0,68 -0,36
SAND 0,94 0,20
C_org -0,30 -0,71
COND_ELET -0,32 -0,71
CACO3 0,91 0,29
PORI_REG -0,05 -0,56
PORI_IRREG 0,11 -0,59
PORI_ALLUN 0,53 -0,42
PORI_TOT 0,43 -0,65
BD -0,77 0,28
FC -0,62 -0,42
WP -0,79 0,15
BANDE DNA -0,22 -0,80
SHANNON DNA -0,03 -0,85
SIMPSON DNA -0,09 0,83
BANDE RNA 0,91 -0,26
SHANNON RNA 0,83 -0,40
SIMPSON RNA -0,81 0,30
Var. totale (%) 37,60 28,62
Var. cumulata (%) 37,60 66,22

P C A  

F attore1

DE P T H

C L AY

S IL T

S AND

C %C ONDE L E T

C AC O3%

P OR IR E G
P OR IIR R E

P OR IAL L U

P OR IT OT

B DC AMP O

F C

WP

B ANDE DNA
S H ANNONDNA

S IMP S ONDNA

B ANDE R NA

S H ANNONR NA

S IMP S ONR NA

-1.2

-1.0

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

P C A  

F attore1

F
att

o
re2

DE P T H

C L AY

S IL T

S AND

C %C ONDE L E T

C AC O3%

P OR IR E G
P OR IIR R E

P OR IAL L U

P OR IT OT

B DC AMP O

F C

WP

B ANDE DNA
S H ANNONDNA

S IMP S ONDNA

B ANDE R NA

S H ANNONR NA

S IMP S ONR NA

-1.2

-1.0

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Figura 5 – Risultati della PCA: plot dei pesi fattoriali.
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Conclusioni

L’approccio multidisciplinare adottato ha evidenziato l’esistenza di correlazioni tra le di-
verse proprietà chimico-fisiche del suolo, la biodiversità e la funzionalità batterica. Il suolo 
in cui Rosellinia ha provocato i maggiori danni si differenzia statisticamente dagli altri per 
diverse caratteristiche chimiche e fisiche ed è più eroso. Il controllo risulta avere una mi-
nore biodiversità della microflora attiva e quindi una maggiore specializzazione in tutte e 
due gli strati analizzati. Ulteriori indagini sulle eventuali specie batteriche antagoniste nei 
confronti dei patogeni presenti potranno fornire indicazioni sulle complesse interazioni 
tra caratteristiche chimico-fisiche del suolo, presenza della pianta, comunità batteriche e 
fungo patogeno.
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