CONSIGLIO PER LA RICERCA
E LA SPERIMENTAZIONE
IN AGRICOLTURA
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Microcolonies
of bacteria
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Tipo di indicatore Indicatore Macroscopico Biodiversita
TESSITURA Sabbia Limo Argilla | Franco -
X X +
X +/-
X +
COLORE Bruno Marrone Bianco
X +
X +
X -
COLTURA Leguminosa Graminacea | Prato
X +
X -
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Livello
Analisi matricale
Valutazione della IBF Conservazione del suolex situ

- Analisi della composizione genetica e funzionale della camita
microbj

uenziamento e caratterizzazione di singole specie edeetwale
onservazioneex situ

Monitoraggio spazio-temporale. |l monitoraggio spazialepotra essere
facoltativo, mentre il monitoraggio temporale sara obbligatorio.
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I°livello Analisi chimico-fisiche e biologiche di base
lI°livello Estrazione e analisi fingerprinting del DNA totale dal suolo
lHI°livello Caratterizzazione tassonomicadel singolo microrganismo
IVelivello Monitoraggio spazio-temporale Q‘
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Bulk soil samples
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Bgcillss firnus (A YRIZSTT)
CANTS

FLI3

100 — Baciiss subtiis (AJ2T7905) Group 2
Becilus sublils (AJ276361)
FL3

95 F

o] Bt iehandonmss (A Y786995)

& & ot Bacis dchersdormis (4Y750906)
FL1

Bacillya megatenum (AJ717381)
Baciltug megatenum (A Y553118

i
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Bacilus cereus (AYIIETY
& 161 Bacullus thunngianses (V15473)
o5 r C2H6

T Bacillys paye hrodurans (AT2T7084
$ Bacillis paye hrodurans{A YA36864)

) Bacillus fusomus (A Y5450} Group 4

Bacillus fusformnia (AFTERSHT)

T Becitus sphoencus (4310084

21 Baciis sphasncus (AJ31109

|— FLT
100! Bacalus endophyticus (AFXIS02

15

Bacits s (A, Mm
Bacillus steamthermiphis (ABIZH106)
100
T | Brciius Raustophits (0678 Group 5
B L
10 Brevibacilis brevis (AB101503)
Brivibicilus by (NE0B1 3 Aeain ?

100 Brevibaciitus Mterceponss (D16271)
w0 78467)
Paenibacilus avel (AJ320401)
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1° livello . - :
> Biodiversita funzionale
o | |
11° livello . R : )
> Biodiversita genetica e funzionale
I
HI° livello > Biodiversita genetica

Biodiversita attuale
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gianluca.renzi@entecra.it E LA SPERIMENTAZIONE
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Il presente studio riguarda un programmadi monitor aggio sessennale
della fertilita biologica del suolo condotto sul te rritorio della regione Lazio
Nell’ambito di una collaborazione tra CRA-RPS ed AR  SIAL




Il Rieti

B Roma
Frosinone

m L_atina

H iterbo

province siti analizzati
Rieti 21
Roma 43
Frosinone 18
Latina 25
Viterbo Totale 141
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Corg — stima della concentrazione di Carbonio
Organico Totale, (Springer & Klee, 1954)
Respirazione basale del Terreno misura dell evoluzione
di C-CO2 dal suolo stimata a 28 giorni (condizioni di
campo) (Isermeyer, 1952)
Carbonio microbico stima guantitativa del Carbonio della
biomassa microbica, Cmic, attraverso fumigazione con

~ cloroformio per avere lisi cellulare e successiva estrazione

(Vance et al., 1987) _
Quoziente metabolico  qCO2 (Anderson & Domsch,

1993)
attivit

«di respirazione specifica della biomassa

5:a . : :
e dl mineralizzazione gM (Dommergues, 1960)

a dell attivit totale di mineralizzazione della frazione pi
ella sostanza organica da parte della biomassa micr  obica

labile



Parametri utilizzati

Abbreviazione

Unita di misura

Carbonio Organico Totale Corg %
Respirazione basale s ppm
Carbonio microbico Chic ppm
Quoziente metabolico qCoO, (10?) h*
Quoziente di mineralizzazione gqM %
& ! )
Punteggio
Parametri utilizzati 1 2 3 4 5
Carbonio Organico Totale <1 1-15 15-2 2-3 >3
Respirazione basale <5 5-10 10-15 15-20 >20
Carbonio microbico <100 100 — 200 200 — 300 300-400 | >400
Quoziente metabolico >0,4 0,3-04 0,2-0,3 0,1-0,2 <0,1
Quoziente di mineralizzazione <1l 1-2 2—-3 3-4 >4
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S.0. Cbas Ccum C-mic q(CoO ,) gM
1,32 7,68 205,5 111,8 0,286 2,691
Parametri analizzati Punteqgqi assegnati

Carbonio Organico Totale
Respirazione basale
Carbonio microbico

Quoziente metabolico
Quoziente di mineralizzazione
TOTALE
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Il caso studio: 1




Applicazione dell’ indice IBF

S

Punteggio
Parametri utilizzati
. convenzionale . . .
convenzionale biologico convenzionale

Sostanza organica (%) 2,9 3,6 0,8 2,6

Respirazione basale (ppm) 6,4 9,9 7,8 5,5
Respirazione cumulativa (ppm) 294.,4 206,4 189,9 230,1
Carbonio microbico (ppm) 190,7 212,8 76,9 82,9

Quoziente metabolico 0,2 0,1 0,4 0,3

IBF 17 18 12 14




Applicazione dell'indice IBF: | dyello
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Analisi Molecolare: |l dyello
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Il dyello
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Caso studio 2: Maccarese

EROSIONE GENETICA
I campo dellazienda & stato S e
trattato con agenti fumiganti (1,3-
dicloropropene) per oltre 20 anni
per combattere i nematodi che
danneggiavano la coltura. Tuttavia
| fumiganti hanno provocato anche
gravi problemi di biodiversita e
~sostenibilitaa livello di suolo.
no stati quindi applicati alcuni
atori per valutare il grado di
ertilita biologica del suolo e,
soprattutto, della sua diversita
- microbica

-

" La caratte

zione chimica-fisica di base del suolo ha evidenziato un elevato
sabbia (92%), un pH pari a 8,3 e un basso contenuto in azoto




Calcolo IBF: | gvello

Parametri analizzati Puntegqgi assegnati
Sostanza organica 1
Respirazione basale 1
Respirazione cumulativa 2
Carbonio microbico 1
Quoziente metabolico 2
Quoziente di mineralizzazione 3

10

IBF



Analisi ARDRA : Il djvello

Ci sono solo 3
specie
batteriche
(aplotipi) I

‘Allo scopo di “misurare” il grado di diversita microbica, € s tata deciso di
lizzare inizialmente la componente coltivabile dei mic rorganismi del
0. Pertanto, dopo aver effettuato I'estrazione delle ¢ ellule dal suolo,
sono state fatte crescere in vitro su un terreno di coltura massimo. E’ stata

osservata la crescita di poche colonie batteriche molto sim illi tra loro.
A questo puntoge stato estratto il DNA totale da ciascuna colo nia e
amplificato 1l rDNA. Mediante analisi di restrizione de | DNA amplificato e

stato po
Ad

ottenere il profilo ARDRA (aplotipi) di cia scun campione.
uguali corrispondono specie batteriche uguali , percio sono stati

ati e raggruppati tutti 1 batteri isolati sulla bas e del loro profilo
RA.
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Sequenziamento del gene 16S rDNA

| 5 aplotipi piu frequenti corrispondono a
specie batteriche che rappresentano oltre

il 64% del totale.

Mocali et al.,
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Bacillus lirmus (AYS33571)
CAM15

FL13

FLZ0

851 Bacilus fimmus (41401843
CAMTE

59, Bacilus lentus (ABOZ1189)

FeCL14

FeCLAT
F+CM1E

‘wr‘ Bacillus pumilis fAY 373359
Bacilus pumdiss (AS404727)

r 100 — Becilus subtits [ASZTTH05)
Bacilles subliks (AJITEI5T)
@) FL3
3 Bacitus dchenifomis (AY786003)
AN Bacilius Schenformis (A YTS006)
FL1
Bgcities megatanurn (44717381}
Bacillus megatenum (A YS53118)

L)
Buciles implex (AJE628743)
0} piaciilus simpies (4430075
My
it thurngrnas (Z84554)
Baciius careus (AJ577201)
100 || Bacifius anthracis (AF200562)
Bacitlos anthracis [AF290553)
Bl caute
Bacilus careus (A Y1327
18- Bacilus th (Y1847

5 C2NE
10| L Bacius payetrodurans (4427 7984
Bacdlus paychrodurans{A YE656)
Bacilivs fusformis (A Y549950)
™) Bacillus fusforms (AFTE053T)
ay| | Becilles spheencus (ASHO084)
| Baviivs spheencus [AJ311884)

7
mﬁ‘i;mm evnm":vbcus {AF298302

Group :

Group ¢

{AJ005T5)

s kausdophitus (XE0618)
| Baciius kaustophius (A YBGE3H)

ﬂ[ Bacillus stearathermophiis (AB021196)
Bac

100 - Brevibacilus brevis (ABT10M593)
Brevibacillus brevs (NE0G1Z)
e} Brevibacilus ixterospomns (D16271)
i)

Brawvibacilius laterosporus (DT8461)

Pasnibacillus pokmyws (A./223909)
100 Paenibaciius pakimywe (41320493

100 ~ Pasrdbacillus ahef (AJ320491)
Paerubacifiva ahel (ABOTI200)
a ! e

—_

| Bacilus cyclobaptancua (H51928)
100 Bocilus cyclohaptanicis (¥52453)

2008. Biology and Fertility of Soils 44:

Group ¢

Group ¢

Group 1

557-569
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| 20 anni di fumigazione del suolo avevano portato ad un impoverimento della £

., sua fertilitd e della biodiversita. Erano sopravvissute solo 3 specie batteriche, .
- tutte appartenenti al genere Bacillus: B. firmus (C2L8), B. firmus (FL13) e B.
w4 licheniformis (FL3), tutti gram-positivi sporigeni in grado di sopravvivere anche in =&
h- situazioni di grave stress amblentale '
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=% Questi rlsultatl rlflettono il livello di “Blodlver5|ta
£ attuale” del suolo oggetto dello studio e

i)

5 confermano la stretta correlazione esistente tra |.._'L L -' i
| ]
. " fertilita, diversita microbica e sostenibilita del
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