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Sito del campionamento 
suolo e acqua

Per ogni stagione dell’anno i campioni di suolo sono 
prelevati nella zona intermedia dell’appezzamento A, in 
tre zone: prossimale,intermedia e distale rispetto alla
canaletta adacquatrice (Ab1; Ab2; Ab3) a tre diverse 
profondità (S, M, D)
S: strato superficiale 0-15 cm;
M: strato intermedio 40-55 cm;
D: strato profondo 80-95 cm

Per ogni campione di suolo le analisi vengono ripetute in triplicato.
In totale i campioni analizzati in un anno sono 108.

I siti di campionamenti delle
acque sono tre:

•il fiume Zero (W1);
•la canaletta adacquatrice (W2)
•la scolina di drenaggio (W3).

Per ogni stagione dell’anno e per
ciascuna delle tre zone vengono
effettuati tre campionamenti
indipendenti (tre repliche).

In totale i campioni analizzati
in un anno saranno 36.

Analisi delle comunità microbiche
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numero di 
batteri 

riscontrati nel 
suolo del sito 

sperimentale e 
in un terreno 

esterno 

Vitali:
batteri vitali

CTC+:
metabolicamente 

attivi

CFU: 
batteri coltivabili 

Contenuto di N batterico nei suoli
2008 - 2009
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come controlli verificare i campioni di suolo conservati 
dal 1999 in poi

analisi variabilità di 
popolazione in 

relazione alle diverse 
fasi della catena di 

denitrificazione

Digestione
con enzimi di restrizione 

(HinfI; HpaII)

Elettroforesi su gel

Lisi delle singole 
colonie

Amplificazione gene (16S)
con i primer Hongoh

(F63 R1389)

Analisi similarità
dei profili con software

GelCompar II ®

Isolamento 
singole colonie

Caratterizzazione molecolare ARDRA dei batteri coltivabili



analisi ARDRA sui geni rDNA 16 S

Enzima HinfI

…..AATGTG        A(N)TCGATCCT….

Analisi delle comunità microbiche

http://www.agr.kuleuven.ac.be/dtp/cmpg/pics/Pseudogr.jpg�
http://www.agr.kuleuven.ac.be/dtp/cmpg/pics/Pseudogr.jpg�


Analisi computer assistita
tramite programma GelComparII 

le bande
vengono definite…

...normalizzate...

… si crea infine una matrice di similarità, sulla base della quale 
viene costruito il dendrogramma
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Cluster analysis dei profili ARDRA (HinfI and HpaII)
Suolo interno (primavera anno I)

S = Surface  M = medium   D = Deep
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SEQUENZIAMENTO NUCLEOTIDICO

Dall’osservazione del dendrogramma si sceglie un rappresentante per i gruppi più numerosi.

1

2

3
4
5

Per ciascuno di essi, si effettuerà il sequenziamento…

Le singole sequenze verranno confrontate con quelle disponibili in 
banca dati, in modo da ottenere l’identificazione delle specie 

batteriche che compongono la comunità analizzata.
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Gammaproteobacteria

Flavobacteria

Alphaproteobacteria
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Sphingobacterium sp. 
Sphingobacterium sp. 
Variovorax sp. MG56
Bacterium H17
Paenibacillus panacisol
Bacillus simplex
Bacillus megaterium
Bacillus barbaricus
Bacillus barbaricus

Bacillus muralis

Bacillus  simplex

Bacillus sp. EK-33

Bacillus barbaricus
Bacillus sp. EK-33
Bacillus sp. EK-33

Bosea sp. AKB-2008-TE34
Rhodovulum sp. SMB1
Ensifer adhaerens
Agromyces allium 
Agromyces allium 
Microbacterium sp. ASD
Microbacterium sp. ASD
Streptomyces sp. AR2
Nocardia cummidelens
Streptacidiphilus sp. SB-B35
Streptomyces sp. AR2
Isoptericola variabilis
Arthrobacter sp. J3.73
Arthrobacter sp. S11
Arthrobacter sp. J3.73
Arthrobacter sp. J3.73
Arthrobacter sp. SMCC G992
Streptomyces tanashiensis
Microbacterium foliorum
Microbacterium sp. d9829
Burkholderiaceae bacterium KVD-unk-75
Flavobacterium sp. EP030
Chryseobacterium taichungense
Chryseobacterium sp. AKB-2008-VA6
Chryseobacterium indologenes
Pseudomonas sp. SY7
Lysobacter niastensis

Ex2

In 4Ex1 Xanthomonas sp. L60

Ex1In2

Variovorax soliEx 2

Bacilus sp. 3LF 16T

Ex 2

Ex 2

Bacillus muralis
Bacillus sp.

Ex3In2

In 8

Bacillus  simplexIn 10

Ex 2 Bacillus  simplex

Bacillus sp. EK-33Ex1In1

Bacillus megaterium

Bacillus sp. CL1.120
Ex 2 Bacillus sp. GB02-14A

Agromyces subbeticusIn 2

Kocuria sp.

Ex 2

In 2

Streptomyces sp. GAAS7310 

Isoptericola variabilisIn 2
Ex 2 Arthrobacter sp. SMCC G992

Arthrobacter sp. S21135

Unclassified bacteria
Betaproteobacteria

Firmicutes

Actinobacteria

Sphingobacteria

April 2009: EXTERNAL+INTERNAL
Surface level

D
ip

ar
tim

en
to

 B
io

te
cn

ol
og

ie
 A

gr
ar

ie
U

ni
ve

rs
ità

 d
i P

ad
ov

a



etc …
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Ottobre II: INTERNO
Superficiale Intermedio Profondo

Divisione % OTUS % colonies % OTUS % colonies % OTUS % colonies

Firmicutes 34 30 42 52 47 65
Actinobacteria 17 18 18 12 37 22
Alphaproteobacteria 5 4 3 3 3 2
Gammaproteobacteria 22 32 30 27 7 7
Betaproteobacteria 10 7 3 3 7 4
Flavobacteria 7 5 0 0 0 0
Unclassified bacteria 2 1 0 0 0 0
Sphingobacteria 2 1 3 1 0 0

Ottobre II: ESTERNO
Superficiale Intermedio Profondo

Divisione % OTUS % colonies % OTUS % colonies % OTUS % colonies

Firmicutes 26 19 13 14 33 29
Actinobacteria 53 60 55 65 50 60
Alphaproteobacteria 3 3 0 0 0 0
Gammaproteobacteria 12 14 22 14 11 11
Betaproteobacteria 3 1 10 8 0 0
Flavobacteria 0 0 0 0 0 0
Unclassified bacteria 0 0 0 0 0 0
Sphingobacteria 3 1 0 0 0 0
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PCA: confronto tra le comunità microbiche tramite 
16S rDNA phylotype distributions

Autunno anno II

I  = suolo interno
E = suolo esterno

S  = 0-15 cm
M = 40-55 cm
D = 80-95 cm
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Analisi delle comunità microbiche tramite …

2 Lisi dei batteri
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Gel Elecrophoresis

7 isolamento delle bande dal gel
purificazione e loro sequenziamento 
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Estrazione DNA direttamente da suolo
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Internal soil April 09 External soil April 09

S S
SS

DMD
DD

M
MM

DNA extraction  from 0.5 g dry soil by Soil Power kit ( 1/10 dilution)

PCR del 16srDNA  da suolo

S= surface level soil

M= medium level soil

D= Deep level soil
Dipartimento Biotecnologie Agrarie

Università di Padova



M M M MS DS SSD DD

Amplificazione delle regioni variabili V6-V8 del 16srDNA  per DGGE

Interno Esterno

Dipartimento Biotecnologie Agrarie
Università di Padova

S = 0-15 cm

M = 40-55 cm

D = 80-95 cm



Analisi DGGE (Primavera anno II)

SS SSM M M MDD D D

Suolo Esterno

Ma
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Suolo Interno

S = 0-15 cm

M = 40-55 cm

D = 80-95 cm



DMaD DD DM M M M M MS S SS SS
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Analisi DGGE (Autunno anno II)

Suolo EsternoSuolo Interno

S = 0-15 cm

M = 40-55 cm

D = 80-95 cm
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Analisi DGGE (varie epoche)
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Pearson correlation (Opt:0.39%) [0.0%-100.0%]
DGGE
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DGGE cluster analysis dei tre strati di suolo ESTERNO
(Anni I e II) 

Pearson correlation (Opt:1.28%) [0.0%-100.0%]
DGGE
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Pearson correlation (Opt:4.55%) [0.0%-100.0%]
DGGE
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Analisi PCA basata sui dati relativi alla DGGE: 
distribuzione delle comunità microbiche nel suolo 

Suolo Interno Suolo Esterno
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SI = Interno (0-15 cm)

MI = Interno (40-55 cm)

DI = Interno (80-95 cm)

SI = Esterno (0-15 cm)

MI = Esterno (40-55 cm)

DI = Esterno (80-95 cm)



Campione

Fiume Zero (W1)

Canaletta adacquatrice 
(W2)

Scolina di drenaggio 
(W3)

Fiume Zero (W1)

(W3)

biodiversità morfologica nei campioni di acqua
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• la comunità microbica rinvenuta nella fascia tampone risulta
metabolicamente molto più attiva rispetto a quella di un analogo terreno
esterno al sito sperimentale

Conclusioni   1

Analisi delle comunità microbiche

- La trasformazione di un terreno agricolo in fascia tampone ha un chiaro
effetto sulla biodiversità microbica del suolo

• si osservano maggiori livelli di biodiversità microbica all’interno della fascia
tampone

• è possibile affermare che le condizioni create attraverso la speciale
gestione di questo sito si sono rivelate effettivamente capaci di sostenere
l’aumento della biodiversità microbica e soprattutto di promuovere la
denitrificazione batterica (come riportato in altri contributi)

• le attività microbiche, così come i livelli di biodiversità, seguono il profilo
del suolo: lo strato superficiale mostra un maggior numero di taxa bacterici
e attività metabolica più pronunciata rispetto allo strato intermedio e
soprattutto rispetto a quello profondo e un certo numero di specie
batteriche sembra stabilizzarsi specificamente in uno solo dei tre strati
analizzati

• le fluttuazioni stagionali delle popolazioni microbiche possono essere
monitorate con successo e mostrano andamenti molto diversi se
confrontate con i suoli esterni alla fascia sperimentale

• le specie vegetali introdotte ex novo nel sito si sono velocemente ed
abbondantemente sviluppate contribuendo alla rimozione dell’eccesso di
azoto presente nelle acque del fiume Zero tramite (i) diretta assimilazione
radicale e (ii) supporto indiretto alla microflora del suolo grazie al rilascio di
abbondante sostanza organica

• la biodiversità microbica relativa alle acque sembra aumentare a seguito
del passaggio attraverso la fascia tampone; le popolazioni batteriche
riscontrate in uscita saranno oggetto di approfondimento al fine di
verificare un possibile effetto “filtro” su specie microbiche indesiderate o
l’eventuale immissione nelle acque di specie microbiche tipiche del suolo

Dipartimento Biotecnologie Agrarie
Università di Padova



Attraverso l’analisi microbica è possibile ricavare una
significativa fotografia dell’ecosistema suolo/acque che si
realizza a seguito di specifici interventi di soil management

Conclusioni  2

Analisi delle comunità microbiche

Dipartimento Biotecnologie Agrarie
Università di Padova

Attraverso specifici interventi di soil management è possibile
realizzare condizioni che modificano la composizione delle
comunità microbiche d’interesse come dimostrano le analisi
microbiologiche
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