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Simbiosi leguminose - Rhizobium in campo: 
problematiche e prospettive del l 'inoculazione 

Rossella Muresu, Leonardo Sulas, Salvatore Caredda 

Riassunto 

I rizobi sono presenti nel suolo in, funzione della distribuzione naturale o della coltivazione delle leguminose ed hanno un 
ruolo chiave per la loro produttività. E fondamentale valutare, sempre, se l'inoculazione di una leguminosa in un dato sito è 
necessaria. L'inoculazione può avvenire apportando un apposito formulato contenente il rizobio direttamente sul suolo oppu
re inoculando la semente. Per agevolarne l'impiego, i rizobi sono usualmente incorporati in un substrato solido; la torba è la 
matrice più impiegata. La forma fisica (in polvere, granulare, liquida) del substrato varia in funzione del metodo di applica
zione dell'inoculante, delle modalità e delle macchine impiegate per la semina. Lo sviluppo e la produzione commerciale di 
inoculi efficaci e di qualità richiede l'integrazione di fattori fisici chimici e biologici. 

II successo dell'inoculazione dipende da come il ceppo introdotto si adatta alle nuove condizioni ambientali e da come il 
suo genotipo interagisce con quello della popolazione microbica indigena antagonista e della leguminosa ospite. Tuttavia, per 
la mancanza di tecniche adeguate si sa ancora poco sul comportamento dei batteri, introdotti nel suolo a seguito dell'inocula
zione. Lo sviluppo della biologia molecolare negli ultimi trent'anni ha fornito nuovi strumenti d'indagine per il monitoraggio 
in campo dei ceppi introdotti. Questi daranno nuove informazioni su come la variabilità e diversità genetica dei rizobi si svi
luppa nel suolo e la loro dinamica nel tempo. Una applicazione pratica della caratterizzazione genetica dei rizobi è la possibi
lità di utilizzo nel monitoraggio delle colture inoculanti allo scopo di verificare eventuali alterazioni nella composizione gene
tica e prevenire eventuali perdite di proprietà simbiontiche da esse derivate. La interazione tra le varie discipline coinvolte, ed 
il dialogo tra ricerca e attività produttive in campo dovranno essere incoraggiati e migliorati al fine di incrementare la produt
tività delle leguminose attraverso la pratica dell'inoculazione. 

Parole chiave: genetica molecolare, inoculazione, leguminose, rizobi, simbiosi. 

Summary 

LEGUME - RHIZOBIUM SYMBIOSIS: CHARACTERISTICS AND PROSPECTS OF INOCULATION 

Rhizobia are widespread according to the natural presence or cultivation of legumes and contribute to their productivity. 
It is very important evaluate where inoculation is necessary or useless. For their utilization, rhizobia are incorporated into a 
carrier; the system of embedding cells in a sterile peat carrier is the most common practice used today. CommerciaI formula
tions for legume inoculation are produced in many countries and in differente forms (powdered, granular, liquid) in relation to 
the seeding techniques. The formulation and commerciaI production of effective and high quality inoculants requires the inte
gration of physical, chemical and biological processes. 

Tbe fate of introduced rhizobia depend on how the strain survive in the so il environment and on how his genotype responds 
to the competitive indigenous rhizobia, legume host and environmental constrains. However due to methodological problems, 
knowledge on the behaviour of inoculant bacteria in the field soil is still scarce. In the last few decades, the development of 
molecular biology has enabled us to follow the fate and the performance of speci.fic strai~s in the field enviro~me!1t. Moreover, 
it adds new insights into the mechanisms which strains diversity develops. in ~Oll .over lIme. A concr~te apphcalIon of mole~
ular genetic characterisation of rhizobial strains is the possibility of momtonng lOoculant cultures lO order to preserve thelr 
gene tic composition and prevent the possible Ioss of some symbiontic pr?perties. The ~ultidiscipli!1ary. interaction be~ween 
several disciplines and agronomists and producers also needs more work lO order to achleve the deslred Improvements lO the 
agriculture productivity of legumes through the inoculation. 

Key words: inoculation, legumes, molecular genetics, rhizobìa, symbìosis. 

Muresu R., CNR _ Centro di studio sui pascoli mediterranei c/o Dipartimento di Scienze agronomiche e Genetica vegetale agraria, via E. De Nicola 
- 07100 Sassari. 
Sulas L., CNR - Centro di studio sui pascoli mediterranei,. via E. De Nicola.- O~ l 00 Sassa~. . 
Caredda S., Dipartimento di Scienze agronomiche e Genetica vegetale agr~na, VIa .E. De NIc~la - 07100 SassarI. 
Autore corrispondente: Muresu R., tel. 079229332; fax 079-229354; e-maIl: rrn@Igm.ss.cnr.lt .... . . .. " 
Lavor~ eseguito nell'ambito del programma MURST CO~IN "~u~lo dell'az~tofissaz.ione del~e legumI~ose m SIstemI colturalI ecocompatibIli . 
C~rdmatore Scientifico Prof. Carlo Grignani; ResponsabIle SCIentifico U.O. dI Sassan Prof. PIetro Bulhtta. 
Gh Autori hanno contribuito al lavoro in parti uguali. 

33 



Introduzione 

Il contributo delle leguminose al mantenimento 
della fertilità del suolo è un aspetto noto fin dall'anti
chità, tuttavia solo nel diciannovesimo secolo è stato 
dimostrato che legumihose sono in grado di assimilare 
l'azoto atmosferico' nei tubercoli radicali formati dai 
rizobi. Col termine rizobio vengono comunemente indi
cati i batteri del suolo appartenenti a circa trenta specie 
e ai sei generi Rhizobium, Bradyrhizobium, Allor
hizobium, Azorhizobium, Mesorhizobium e Sinor
hizobium (Garrity, 2001). L'inoculazione delle legumi
nose è l'introduzione in campo di ceppi di azotofissato
ri selezionati e moltiplicati in laboratorio (Date, 2001). Il 
trasferimento può avvenire apportando un apposito for
mulato contenente il rizobio direttamente sul suolo 
oppure inoculando la semente prima della semina. I 
primi inoculi commerciali sono stati messi a punto circa 
cento anni fa negli Stati Uniti e nel Regno Unito; attual
mente· vengono prodotti e sono disponibili in numerosi 
paesi. 

La popolazione rizobica del terreno ha un ruolo fon
damentale nella produttività delle leguminose. L'utilizzo 
della simbiosi con finalità agronomiche presuppone che 
sia condotta una mirata attività di selezione dei ceppi per 
l'identificazione della combinazione ottimale legumino
sa di interesse - genotipo di rizobio, nelle diverse condi
zioni pedo-climatiche in cui si andrà ad operare. Le pro
prietà simbiontiche del microrganismo, intese come spe
cificità d'ospite, capacità di colonizzazione dei noduli, 
efficienza nella fissazione dell' azoto sono importanti 
caratteristiche di cui tenere conto nella selezione di 
nuovi ceppi, insieme alla capacità di sopravvivere nel 
terreno e competere con popolazioni indigene presenti 
(Percuoco, 1987). L'utilizzo della biologia molecolare 
per la caratterizzazione dei rizobi ha evidenziato una 
ampia varietà di genotipi appartenenti agli stessi generi 
e specie (Carelli et al., 2000, Corich et al., 2001b). 

In questo lavoro sono richiamati alcuni aspetti rela
tivi a caratteristiche, modalità di preparazione e di 
impiego degli inoculi, con particolare riferimento alle 
Ieguminose foraggere. Inoltre, sono discusse alcune pro
blematiche e prospettive dell'inoculazione alla luce dei 
recenti sviluppi delle tecniche di genetica molecolare 
nello studio di rizobi che possono contribuire a miglio
rare l'efficienza agronomica della simbiosi. 

Necessità dell'inoculazione 

I riz~bi sono presenti nel suolo in funzione della 
distribuziòne naturale o della coltivazione delle legumi
nose, tuttavia, in alcuni suoli, si può registrare l'assenza 
di ceppi specifici per una data leguminosa, oppure i rizo
bi sono presenti in numero insufficiente. Ciò si verifica 
con l'introduzione di una specie in un nuovo areale di 
coltivazione (es. leguminose foraggere in Australia, soia 
in Europa, etc.) od in condizioni ambientali non favore
voli per la sopravvivenza dei rizobi (es. suoli acidi o 
alcalini, elevate temperature, etc.). Pertanto, è fonda
mentale valutare, sempre, se l'inoculazione di una legu
minosa in un dato sito è necessaria. L'introduzione dei 
rizobi è indispensabile quando sono assenti; e però 
auspicabile anche in suoli che ospitano popolazioni di 
rizobi composte da ceppi simbioticamente inefficaci con 
una data leguminosa, per incrementarne la carica nel 
tempo, oppure quando sono resi disponibili ceppi con 
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superiore efficienza azotofissatrice (Amarger, 2001). 
Un' elevata carica batterica di un ceppo indigeno può 

garantire, talvolta, un'efficiente nodulazione in assenza 
di inoculazione, mentre un ceppo introdotto può non 
essere in grado di competere con quello indigeno e di 
sopravvivere, rendendo del tutto inutile l'inoculazione. 
Ad esempio, l'entità della popolazione di rizobi in 
pascoli australiani a base di leguminose annuali varia da 
l x 104 ad l x 107 cellule per g-l di suolo corrisponden
te il primo valore 1,5 x 1013 rizobi ha-l, considerando 
uno strato di suolo di lO cm. Inoculando il trifoglio sot
terraneo con l x 104 rizobi per seme si introducono circa 
6 x 1010 cellule ha- I (Brockwell et al., 1995). In questo 
caso i rizobi introdotti, tenuto conto anche della non 
sempre elevata qualità degli inoculanti, non sarebbero 
competitivi numericamente. Tuttavia, potrebbe essere 
più conveniente modificare alcune condizioni agronomi
che e edafiche che hanno influenza sui rizobi indigeni, 
oppure manipolarli geneticamente (Brockwell et al., 
1995). Ciò può avvenire, ad esempio, modificando la 
reazione del terreno con la calcitazione, incrementando 
la dotazione in fosforo con la concimazione e con l' otte
nimento di un ceppo mutante resistente a fungicidi etc. 
Infatti, ampie variazioni numeriche si verificano nelle 
popolazioni di rizobi in funzione di fattori multipli, sia 
biotici che abiotici (es. presenza continua o periodica 
della pianta ospite, pluviometria, tipo di suolo, etc.), che 
ne condizionano fortemente la persistenza. Quando i 
rizobi sono assenti l'inoculazione può avere successo, 
mentre se la popolazione indigena è elevata l'inocula
zione risulterà certamente inutile; è ad un livello inter
medio tra queste due situazioni, compreso tra IO e 103 

rizobi g-l di suolo, che la competizione nella nodulazio
ne tra ceppi indigeni ed introdotti diventa un problema 
concreto. Il migliore modo per favorire l'insediamento 
di un nuovo ceppo di rizobio è quello d'impiegare un 
inoculo efficace e persistente, a dose elevata, posi zio
nandolo strategicamente vicino al punto in cui le radici 
della leguminosa possono accettarli per primi. 

Preparazione degli inoculi e formulati 

Al fine di agevolarne l'impiego, i rizobi sono usual
mente incorporati in un substrato solido che svolge 
diverse funzioni nel periodo compreso tra la preparazio
ne e l'utilizzazione del formulato. Il substrato è il prin
cipale costituente dell'inoculo, agevola le fasi di produ
zione e di impiego dei formulati e assicura il manteni
mento dell'umidità indispensabile per la crescita dei bat
teri. Le caratteristiche ottimali di un substrato solido 
(Keyser et al., 1992) sono diverse: elevata capacità di 
ritenzione idrica, facilità di sterilizzazione, uniformità 
chimica e fisica, atossicità per i rizobi, biodegradabilità, 
pH intorno alla neutralità, maneggevolezza durante le 
fasi di mescolamento ed incubazione e nelle operazione 
di confezionamento, idoneità per gran parte dei rizobi, 
elevata disponibilità e costo contenuto. La torba è stato 
il substrato più ricercato ed impiegato nella preparazio
ne degli inoculanti ed è considerato il più affidabile. 
Diversi studi hanno mostrato che la torba, rispetto ad 
altri substrati, garantisce una buona protezione dei rizo
bi sia nel prodotto confezionato sia sul seme inoculato. 
Le caratteristiche fisiche e chimiche di una torba non 
sono però sufficienti a definirne la bontà. Secondo 
Corich et al. (1996), la sua affidabilità è condizonata dal
l'eventuale sterilizzazione e dal tempo di conservazione 



del formulato. È indispensabile testare anche l'accresci
mento e la sopravvivenza dei rizobi. Infatti, esiste sem
pre un'interazione rizobio-substrato: un dato ceppo può 
sopravvivere bene in un certo substrato ma non in un 
altro (Vincent, 1970). Quindi, è importante che il pro
duttore di inoculi conosca le interazioni rizobio-substra
to dei propri ceppi e nella valutazione dei substrati è fon
damentale testare il mantenimento della vitalità della 
popolazione dei rizobi nel tempo. Poiché la torba non è 
disponibile in tutti i paesi, diversi materiali solidi sono 
stati valutati come substrati per inoculi. Tutti i substrati, 
gran parte dei quali sono prodotti naturali o sottoprodot
ti, possono essere raggruppati nelle seguenti tre catego
rie (Smith, 1992): 
l) torba e carbone con o senza additivi; la torba è il 

materiale più usato negli Stati Uniti mentre la ligni
te in India, 

2) materiali vegetali derivanti da sottoprodotti della 
lavorazione della barbabietola e canna da zucchero, 
residui di mais, letame ed altri materiali organici, 

3) materiali inerti quali vermiculite, vermiculite più 
additivi, perIi te, gel di poliacridammide, etc. 
Inoculanti prodotti con substrati sterili consentono 

di ottenere popolazioni di rizobi più longeve (Roughley 
e Vincent, 1967); gli svantaggi sono costituiti dai mag
giori costi di produzione derivanti dall'ulteriore lavoro 
richiesto per la sterilizzazione, dalla necessità di proce
dure asettiche e dell'individuazione di eventuali partite 
contaminate. Pertanto, questi svantaggi possono essere 
accettati per piccole produzioni di inoculanti, mentre 
diventano un problema per i costi elevati nel caso di 
grandi partite. Sono stati impiegati vari metodi di steri
lizzazione; l'irradiazione con raggi gamma ha dato risul
tati migliori rispetto all'autoclave. La fumigazione con 
ossido di etilene o bromo metile riduce la sopravvivenza 
dei rizobi rispetto all' autoclave. 

Formulati 

La forma fisica (in polvere, granulare, liquida) del 
substrato varia in funzione delle modalità di applicazio
ne dell'inoculante, del metodo di semina e delle macchi
ne impiegate. Gran parte degli inoculanti sono in polve
re per l'applicazione sul seme prima dell'impiego; le 
dimensioni delle particelle dovrebbero essere tali da pas
sare in un setaccio di 0,075 mm (50% delle particelle). 
La migliore adesione al seme è ottenuta con le particel
le più piccole e con l'ausilio di appositi collanti. Un ino
culante in forma granulare (dimensioni comprese tra 
0,35 e 1,18 mm) consente l'applicazione direttamente 
nel solco, contestualmente alla deposizione del seme nel 
terreno. Gli inoculanti granulari possono essere più 
costosi rispetto a quelli in polvere, ma in molte condi
zioni, soprattutto in quelle in cui si verifica stress idrico 
dopo la semina, sono superiori nel promuovere la nodu
lazione. In arachide, un inoculo granulare a base di algi
nato di sodio e perlite ha dato risultati simili, in termini 
di nodulazione e accrescimento della coltura, a quelli 
ottenuti con seme confettato ed inoculato con un formu
lato a base di torba (Hedge e Brahmaprakash, 1992). 
Altre applicazioni per impiego sul terreno includono 
colture di rizobi in fase liquida, concentrati congelati 
usati come sospensioni acquose o inoculanti a base di 
torba polverizzati in acqua e spruzzati nel solco. 

Ulteriori formulati sono costituiti da sostanze sinte
tiche, che intrappolano i rizobi in microcapsule di gel di 

polimeri (Dommergues et al., 1979; Jung e Mugner, 
1982). I gel di poliacrilammide sono quelli più usati e 
consentono di evitare i problemi derivanti dalla qualità 
variabile e dalle caratteristiche non sempre omogenee 
della torba 

Preparazione degli inoculi 

La produzione di inoculi (Smith, 1992) inizia con 
una coltura pura di rizobi che è usata come starter in un 
fermentatore. Gli inoculi vengono preparati miscelando 
i rizobi col substrato sia in modo continuo che disconti
nuo. Alcuni substrati sono acidi (es. torba) e devono 
essere neutralizzati previa aggiunta di carbonato di cal
cio per portare il pH a 6,8-7,2. Nella preparazione degli 
inoculi è essenziale determinare il grado ottimale di 
umidità per garantire la crescita e la sopravvivenza dei 
batteri tenendo conto della perdita di umidità durante il 
periodo di durata del prodotto. Alla miscelazione segue 
la fase di incubazione durante la quale il rizobio inizia il 
ciclo di crescita e di incremento della popolazione. 
Successivamente, l'inoculo viene fatto passare su un 
vaglio grossolano o su un mulino a martelli per disinte
grare gli aggregati prima del confezionamento. Negli 
Usa, il miscuglio brodo di coltura substrato viene impac
chettato in buste di polietilene dello spessore di 0,05 mm 
che consentono scambi gassosi minimizzando le perdite 
d'umidità. 

Nella produzione d'inoculanti basata su substrati 
sterili (Sud Africa, Australia e Nuova Zelanda) il sub
strato viene, innanzi tutto, sterilizzato con raggi gamma 
od in autoclave. Anche la superficie del sacchetto di 
polietilene viene sterilizzata prima dell'iniezione e l'in
troduzione del rizobio avviene in maniera asettica. 
L'impiego di substrati sterili consente di ottenere un 
numero più elevato di rizobi vitali per grammo di inocu
lo e tale numero viene mantenuto più facilmente duran
te la conservazione e sino alla data di scadenza, poiché 
nel substrato non c'è competizione da parte di altri 
microrganismi. La qualità di questi inoculanti si mantie
ne in condizioni accettabili per 6-12 mesi in funzione 
della temperatura di conservazione. La scelta delle pro
cedure seguite dipende anche dalla scala di produzione; 
la torba non sterile viene preferita dalla gran parte dei 
produttori commerciali statunitensi, mentre in Australia 
tutta la torba impiegata viene irradiata con raggi gamma 
in confezioni di polietilene. 

Metodi di applicazione degli inoculi 

Inoculazione del seme 

È il metodo più comune e quando correttamente 
applicato consente a ciascun seme di ricevere il rizobio. 
Tuttavia, presenta una serie di limitazioni come la scar
sa quantità di rizobio che può aderire al seme, a meno 
che questo non venga pellettato, la possibilità di contat
to diretto con pesticidi e microelementi già applicati al 
seme, la ridotta protezione da dessiccamento prima del
l'impiego e l'esposizione a stress ambientali dopo la 
semina. L'uso del collante (adesivo, gomma arabica, 
sucrosio, altre gomme) migliora l'adesione dell'inocu
lante sul seme e consente la protezione da dessiccamen
to. Le caratteristiche più importanti di un collante sono 
la tenacità, per evitare il distacco e la perdita dell'inocu
lante durante le fasi di semina, e l'assenza di sostanze 
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che possano ridurre la vitalità dei rizobi. Il collante può 
essere disponibile in confezione a parte, separato dall' i
noculo ma nella stessa confezione oppure premiscelato 
con l'inoculo. 

Normalmente il seme viene pellettato con l'inoculo 
in polvere utilizzando come collante la gomma arabica; 
successivamente il seme viene ricoperto di carbonato di 
calcio finemente polverizzato. Pur essendo la pellettiz
zazione un eccellente metodo d'inoculazione, la sua ese
cuzione a livello aziendale è complicata dal fatto che si 
tratta di un processo a stadi multipli. 

Inoculazione del terreno 

L'inoculazione del seme non è la tecnica più effica
ce nel caso in cui il seme è già conciato con pesticidi, 
quando è necessario impiegarne grossi quantitativi (dosi 
di seme elevate, vaste superfici) ed in presenza di semi 
fragili. Pertanto, l'inoculo, generalmente in forma gra
nulare, viene deposto direttamente in campo, in prossi
mità del seme. I vantaggi, rispetto alI'inoculazione del 
seme, sono i seguenti: maggior quantitativo di rizobio 
per unità di superficie, ridotta possibilità di venire a con
tatto con seme trattato chimicamente, eliminazione di 
possibili danni sul seme durante le fasi di manipolazione 
e rimescolamento e migliore capacità di sopportare con
dizioni di bassa umidità rispetto alla forma in polvere. 

L'inoculo può essere introdotto nel suolo mediante 
l'acqua di irrigazione (Ciafardini e Barbieri, 1987); il 
successo di questa tecnica appare dipendere dalle carat
teristiche d'infiltrazione del terreno e può consentire una 
migliore distribuzione dell' inoculo sull' apparato radica
le (Trevors et al., 1990). 

In interventi di idrosemina per scopi di rivegetazio
ne di siti degradati (come scarpate, aperture di miniere, 
cave, etc.), l'inoculo viene combinato con tutti gli altri 
componenti (seme, acqua, fertilizzante, calce, etc.), 

La modalità di inoculazione e le caratteristiche del 
formulato impiegato possono influenzare significativa
mente la distribuzione dei noduli sull' apparato radicale. 
Ad esempio, inoculanti per leguminose da granella 
applicati al seme producono più noduli vicino alla coro
na, mentre inoculanti granulari distribuiti sul terreno, ai 
lati o sotto il seme, determinano più noduli sul resto del
l'apparato radicale (Walley e Johnston, 2000). 

Epoca di applicazione degli inoculi 

Pre-semina 

Preinoculazione è la pratica di applicare l'inoculan
te al seme effettuata già dalla ditta sementiera (es. erba 
medica, miscugli di leguminose annuali) anche alcuni 
mesi prima della semina (Smith., 1992; Crespo, comuni
cazione personale). Ciò risulta molto pratico per l'agri
coltore che acquista il seme già inoculato. Il seme prei
noculato ha una data di scadenza sino a un anno dalla 
preparazione. Nel caso dell'inoculazione effettuata su 
richiesta, il seme è già posseduto dall'agricoltore ed il 
periodo intercorrente tra l'inoculo e la semina non supe
ra dieci giorni (Smith., 1992). 

Un caso particolare è quello di far insediare i rizobi 
nel suolo, prima della semina della leguminosa, conte
stualmente all'impianto di un'altra coltura in precessio
ne, al fine di evitare condizioni che sarebbero dannose 
per il simbionte. Ad esempio, per evitare problemi di 
tossicità derivante da trattamenti fungicidi su semi di 
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soia e la ridotta nodulazione frequente al primo anno, il 
rizobio è già stato introdotto impiantando frumento o 
riso inoculato col simbionte specifico della soia, oppure 
viene abbinato alla semina di un cereale autunno-verni
no per evitare le condizioni sfavorevoli per il rizobio, 
derivanti dalle più elevate temperature del suolo durante 
la semina estiva della leguminosa Stylosantes seabrana 
(Date, 2001). 

Alla semina 

Il metodo più comune è quello di effettuare l' inocu
lazione poco prima della semina. Negli Stati Uniti la tec
nica più popolare consiste nel versare direttamente l'i
noculo nella tramoggia della seminatrice e di mescolar
lo col seme. Questa modalità, pur essendo molto sem
plice, è la meno efficace per la ridotta adesione e riten
zione del seme e per le perdite alla base della tramoggia. 
Talvolta il seme viene bagnato e rimescolato per miglio
rare l'adesione che però viene persa col dessiccamento. 
In alternativa, l'inoculo viene prima sospeso in acqua 
(con o senza collante) e successivamente viene riversato 
e mescolato col seme. Altri formulati liquidi vengono 
applicati al seme e mescolati prima della semina, tutta
via migliorano solo l'adesione ma non preservano i rizo
bi da severi stress ambientali. 

Dopo la semina 

L'inoculo dopo la semina può essere un'operazione 
prevista, oppure un rimedio nel caso sia stata riscontrata 
una ridotta nodulazione. Diversi studi effettuati su erba 
medica e soia (Rogers et al., 1982) hanno messo in evi
denza che l' inoculazione effettuata con applicazioni gra
nulari sottosuperficiale o spray in post emergenza sino a 
30 giorni dalla semina può garantire ancora una nodula
zione soddisfacente della coltura. 

Qualità degli inoculanti 
La qualità dell'inoculante è basata, innanzitutto, 

sulla scelta del ceppo e sull'impiego di colture pure, evi
tando contaminazioni con altri batteri o funghi. Le carat
teristiche auspicate nei ceppi da impiegare per la produ
zione di inoculanti commerciali sono legate alla capacità 
di: nodulare la pianta ospite, competere con i rizobi già 
presenti nel suolo, fissare azoto in un' ampia gamma di 
condizioni ambientali, di genotipi ed in presenza di 
nitrati nel suolo, moltiplicarsi in un substrato e nel suolo, 
persistere nel suolo, migrare dal sito iniziale di inocula
zione, colonizzare il suolo anche in assenza della legu
minosa, mantenere stabilità genetica, essere compatibili 
con pesticidi e avere bassa mortalità sul seme inoculato 
(Howieson, 1999). 

Il significativo effetto dell' elevato numero di rizobi 
per seme è stato messo in evidenza da diversi autori. 
Quindi, è importante che gli inoculi contengano un 
numero elevato di cellule batteriche e che queste, all'at
to del trasferimento al seme o al terreno, rimangano vita
li. Sono disponibili prodotti di qualità in vari formulati, 
tuttavia solo alcuni garantiscono adeguata protezione per 
la sopravvivenza del rizobio nel seme (Smith, 1992). In 
generale, la sopravvivenza del rizobio (Date, 200 l), sia 
nell'inoculo sia nel seme inoculato varia in funzione 
delle condizioni di disidratazione. I più elevati tassi di 
mortalità si verificano subito dopo la preparazione e l'i
noculazione del seme. La perdita di vitalità è legata, in 
particolare, all' andamento della frazione dell' acqua 
totale che è disponibile per il metabolismo e crescita 
delle cellule batteriche. Inoltre, varia, per esempio, in 



funzione dei seguenti fattori: età delle cellule (es. cellu
le giovani nella fase esponenziale di crescita sopravvi
vono meglio che quelle in fase stazionaria), ceppo del 
rizobio, conservazione in presenza di ossigeno, velocità 
di reidratazione (Kosanke et al., 1991), etc. La sopravvi
venza di diversi ceppi di rizobi specifici per la sulla è 
stata studiata (Rodriguez Navarro et al., 1991), sia in 
inoculanti a base di torba, sia sul seme in diverse condi
zioni di conservazione e con l'impiego di differenti 
sostanze adesive; diversi fattori come la sterilizzazione, 
la temperatura di conservazione e l'uso di collanti sono 
da prendere in considerazione per ottenere una popola
zione vitale di rizobi tale da garantire l'adeguata nodula
zione della coltura. 

La qualità di un inoculante può essere definita come 
il numero di cellule vitali ed infettive di un dato ceppo di 
rizobio per grammo di prodotto. Tuttavia, dipende anche 
dall'efficienza azotofissatrice e dalle altre proprietà sim
biontiche del ceppo stesso. Generalmente viene richiesto 
un numero di rizobi vitali di 1 x 109 g-l per inoculanti a 
base di substrato sterile e 1 x 108 g-l per inoculanti a 
base di substrato non sterile. Nel primo caso, la vitalità 
è testata col metodo della conta su piastra, mentre l' in
fettività viene valutata direttamente sulla leguminosa in 
camera di crescita o in serra. Nel secondo caso, la vita
lità è testata solitamente col test d'infezione sulla pianta, 
non esistendo terreni selettivi che permettono la crescita 
esclusiva dei rizobi (Casella e Lupi, 1987). Recenti studi 
mettono in evidenza delle limitazioni nel controllo di 
qualità basato esclusivamente su metodi classici (conta 
su piastra e test di nodulazione sulla pianta) che potreb
bero sovrastimare la qualità dell'inoculante (Revellin et 
al., 2000). Durante la conservazione a lungo termine è 
possibile, inoltre, una modifica dell' attività fisiologica 
delle cellule batteriche (Corich et al., 1996). D'altra 
parte, in rizobi contenuti su inoculi a base di torba è stato 
messo in evidenza il verificarsi dell' ispessimento della 
parete cellulare come reazione di adattamento in grado 
di migliorarne la sopravvivenza alle limitanti condizioni 
nutrizionali durante la conservazione; successivamente, 
le cellule ispessite risultano più resistenti anche agli 
stress cui sono sottoposte sulla superficie del seme (Feng 
et al., 2002). 

Per i controlli di qualità degli inoculanti possono 
essere usate anche tecniche immunologiche e, più recen
temente, di genetica molecolare (Tas et al., 1995) che 
saranno ampiamente descritte di seguito. Un completo 
controllo della qualità dovrebbe comprendere comunque 
oltre a frequenti test di nodulazione tests di riduzione 
dell' acetilene (ARA) per determinare l'attività nitroge
nasica (Casella e Lupi, 1987). Il controllo della qualità 
degli inoculanti, in alcuni paesi, è demandato ad autorità 
specifiche indipendenti, mentre in altri agli stessi pro
duttori. I valori soglia di rizobi vitali sono compresi tra 
1 x 107 e 4 x 109 rizobi vitali g-l, oppure tra 1 x 103 e 
106 rizobi per seme, in funzione della loro dimensione 
(peso 1.000 semi). 

Secondo Smith (1992), i substrati ed i formulati 
degli inoculanti dovranno essere ulteriormente migliora
ti e presentare caratteristiche superiori per garantire, 
soprattutto, la vitalità del seme inoculato in relazioni alle 
crescenti condizioni di stress determinate sia dall' intro
duzione di leguminose in aree sempre più marginali che 
dalle mutate modalità di semina. 

Lo sviluppo e la produzione commerciale di inoculi 
efficaci per leguminose richiede l'integrazione di pro
cessi fisici, chimici e biologici (Stephens e Rask, 2000). 

Un formulato di elevata qualità dovrebbe apportare 
e mantenere, in modo semplice per gli operatori ed eco
nomicamente conveniente, un' elevata popolazione di 
rizobi efficienti in grado di sopravvivere a diverse moda
lità di distribuèione del seme e condizioni di semina e di 
competere con i rizobi indigeni eventualmente presenti 
nel suolo. Questo assunto si scontra, in realtà, con tutta 
una serie di variabili ambientali e biologiche che richie
dono ancora ulteriore conoscenza e che non è sempre 
possibile valutare a priori ma, di cui occorre tenere 
conto, di volta in volta. 

Problematiche dell 'inoculazione 

Sebbene la tecnologia degli inoculanti in quasi un 
secolo di sviluppo abbia conseguito incoraggianti pro
gressi, la piena efficienza agronomica del sistema legu
minosa - Rhizobium non può dirsi del tutto raggiunta 
(Thies et al., 2001). Spesso, il mancato successo riscon
trato nell'introduzione in pieno campo ceppi di rizobi 
con spiccate attività simbiontiche ha messo in evidenza 
aspetti prima trascurati ma che si sono poi rivelati di 
estrema importanza (Casella e Lupi, 1987; Nuti e 
Squartini, 1987; Thies et al., 2001). I fattori più impor
tanti da cui dipendono le difficoltà nella introduzione di 
nuovi ceppi sono i seguenti: 
I. Incapacità del ceppo inoculato a persistere nel terre

no abbastanza a lungo per poter nodulare la pianta 
ospite, in particolare per le leguminose che si rige
nerano annualmente. 

II. Instabilità genetica o incapacità a mantenere un 
genotipo funzionale stabile. 

III. Incapacità a competere nella formazione dei noduli 
con popolazioni di rizobi preesistenti nel terreno. 

IV. Incapacità di moltiplicazione in condizioni ambien-
tali avverse da un punto di vista chimico-fisico. 

V. Pratiche agronomiche errate. 
VI. Scarsa qualità dell'inoculo. 
VII.Combinazione di alcuni di questi fattori. 

Un ulteriore limitazione è stata la mancanza di una 
collezione centrale di rizobi idonei alle colture ed alle 
situazioni pedoclimatiche Nazionali. 

Di seguito saranno discussi alcune di queste proble
matiche e di come le tecniche della genetica molecolare 
possano contribuire ad interpretarle e risolverle. 

Instabilità genetica ed inoculazione 

Negli ultimi trent' anni sono stati studiati e identifi
cati numerosi geni batterici coinvolti nella nodulazione, 
spettro di ospite, regolazione e espressione del processo 
di nodulazione e di azoto fissazione (Dénarié et al., 
1996; Freiberg et al., 1997; Perret et al., 2000; Spaink, 
2000; Debelle et al., 2001; Barnett et al., 2001; Long, 
2001; Hirsch et al., 2001; Lievens et al., 2001; Loh et al., 
2002; van Brussel et al., 2002). L'intero genoma delle 
specie Mesorhizobium loti e Sinorhizobium meliloti è 
stato completamente sequenziato (Kaneko et al., 2000; 
Galibert et al., 200 l) e un altro progetto genoma è in fase 
di svolgimento per sequenziare Lotus japonicus, la legu
minosa associata a uno di questi microsimbionti 
(Cyranoski, 2001). Centinaia di migliaia di sequenze 
espresse, appartenenti a diversi geni di tre importanti 
specie di legumi no se (soia, Medicago trllncatllia e Lotus 
japoniclls) sono depositate in banche dati pubbliche 
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(Stougaard, 2001; Colebatch et aI., 2002). Le informa
zioni sulla genetica strutturale e funzionale della sim
biosi, oltre ad aprire la strada a nuove prospettive di 
manipolazione genetica, forniranno un quadro completo 
e dettagliato del riconoscimento, interazione selettiva e 
dialogo molecolare tra pianta e batterio. Con questa 
chiave di lettura potranno essere spiegati alcuni fenome
ni ancora non del tutto chiari, di grande importanza 
agronomica. Uno di questi è la ben documentata instabi
lità delle caratteristiche simbiontiche di certi ceppi nel 
tempo o dopo la loro permanenza nei noduli (Brockwell 
et al., 1995). Un ceppo inoculato e introdotto ex novo in 
un terreno, in genere persiste nei noduli al massimo della 
sua attività, per un periodo di tempo limitato, quasi sem
pre, all'anno che segue l'inoculazione, ma la sua capa
cità di colonizzare i noduli declina negli anni successivi. 
La presenza di popolazioni di rizobi residenti, con una 
minore efficienza nella fissazione di azoto, ma più com
petitive per l'occupazione dei noduli, potrebbero spiega
re il fenomeno (Dowling e Browghton, 1986). Potrebbe 
trattarsi anche di instabilità dei geni coinvolti nella azoto 
fissazione, che si manifesta lungo la progenie, dopo 
parecchi anni nel terreno. In molti studi eseguiti in vitro 
è stato dimostrata la diminuzione della capacità di nodu
lazione, la variabile efficienza di azoto fissazione e 
anche invasività in colonie singole isolate da colture 
parentali collezionate in laboratorio (Jansen van 
Rensberg e Strijdom, 1985). Recentemente, sono stati 
rilevate alterazioni delle caratteristiche fisiologiche e 
prestazioni in campo di inoculanti di rizobi preparati su 
torba dopo conservazione a lungo termine (Revellin et 
al., 2000). Anche il passaggio del rizobio attraverso la 
pianta può modificare i geni plasmidici che determinano 
la specificità di ospite e questo spiegherebbe· il perché 
rizobi reisolati da noduli di leguminose in campo, sono 
meno efficienti; si verifica, infatti, una diminuzione della 
capacità di nodulazione di quella specie ospite (Wang et 
aI., 1986). La perdita di plasmidi introdotti in Rhizobium 
leguminosarum associata aI processo di nodulazione è 
stata osservata recentemente (Corich et al., 2001a). 
Inoltre, esistono evidenze sperimentali di scambi geneti
ci di rizobi in campo in tempi relativamente brevi attra
verso il trasferimento laterale e ricombinazione di DNA 
tra le popolazioni batteriche del suolo (SuIIivan et al., 
1995). Circa il 50% della quantità totale di DNA dei 
rizobi, infatti, è contenuto in plasmidi di grosse dimen
sioni dove, nella maggior parte dei casi, sono localizzati 
i geni implicati nella simbiosi. Questi includono i geni 
nod, essenziali per la nodulazione dell' ospite, ed i geni 
nif e fix richiesti per la fissazione dell' azoto ed altre fun
zioni del batteroide (Sobral et al., 1991; Barnett et al., 
2001; Long, 2001). Questi "megaplasmidi" simbiontici 
(pSym) possono essere appunto trasferiti per coniugazio
ne alle stesse o ad altre specie e generi batterici, dove 
sono capaci di replicarsi. Studi genetici di frequenze di 
ricombinazione trovate in alcune popolazioni, dimostra
no che anche la ricombinazione cromosomica avviene 
abbastanza frequentemente (Eardly et al., 1990). Inoltre, 
nei rizobi esistono elementi genetici mobili, o transpo
soni o sequenze di inserzione, che sono alla base del tra
sferimento dei geni tra i batteri e, all'interno di essi, tra 
DNA cromosomico e plasmidico (Laberge et al., 1995; 
Meneghetti et al., 1996). Isole. simbiontiche mobili di 
DNA, ora interamente sequenziate, unitamente ai geni 
contenuti nif, nod ed molti altri geni essenziali per il 
metabolismo del batteroide (Sullivan e Ronson, 1998), 
possono integrarsi nel genoma di diverse popolazioni e 
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ceppi di rizobi in campo, modificandone le proprietà 
simbiontiche (Sullivan et al., 1995). L'acquisizione di 
geni simbiontici, infatti, consente loro di sintetizzare e 
secernere lipo-chitooligosaccharidi ceppo-specifici, 
indispensabili per la nodulazione e invasione intracellu
lare (Dénarié et al., 1996; Spaink, 2000). La presenza di 
questi elementi e il loro movimento ha un ruolo impor
tante nella generazione di nuovi genotipi all'interno di 
popolazioni naturali e deve aver avuto una grande 
importanza nell' evoluzione del genoma di questi batteri 
(Wang e Martfnez-Romero, 2000). 

L'enorme biodiversità osservata nei rizobi può esse
re correlata a vari fattori inclusi tipo di terreno, cultivar 
di leguminosa, tempo trascorso dall'inoculazione, etc., 
che influenzano il proprio adattamento e sopravvivenza 
in diverse condizioni ambientali (Carelli et al., 2000). 

Alla luce di questa ampia variabilità, diventa fonda
mentale il monitoraggio della coltura dei microrganismi 
in fase di sperimentazione in campo allo scopo di con
trollare la composizione genetica e prevenire eventuali 
modifiche delle proprietà simbiontiche da essa derivate. 
Altrettanto importante è il monitoraggio delle colture 
madri dei ceppi usati negli inoculanti per assicurare, nel 
tempo, la stabilità del ceppo distribuito. In molti paesi 
esiste un organismo di controllo della qualità che oltre a 
fornire i ceppi selezionati alle ditte produttrici, ciascun 
anno, testa i singoli ceppi per le loro proprietà simbion
tiche e caratteristiche colturali, biochimiche e biologi
che. La caratterizzazione molecolare e l'identificazione 
di "marcatori" specifici di tutte le colture madri con il 
fingerprinting del DNA potrebbe dare la risposta defini
tiva in termini di identità genetica e stabilità nel tempo 
(Thies et al., 2001). 

Competizione e inoculazione 

In passato, si considerava più competitivo lo stipite 
saggiato in prove di serra che veniva quindi selezionato 
per gli inoculi. Gli stessi ceppi saggiati poi in pieno 
campo, all'interno di una comunità microbica comples
sa, fornivano, spesso, valori di produttività inferiori a 
quelli relativi ai controlli non inoculati (Percuoco, 1987, 
Sulas et al., dati non pubblicati). Il fenomeno può essere 
spiegato considerando che nel terreno esistono popola
zioni residenti che, pur non avendo proprietà simbionti
che rilevanti, possono essere in grado di competere, nel
l'occupazione dei noduli, più del ceppo introdotto. In 
mancanza di tecniche per identificare il ceppo introdotto 
era difficile comprendere poi le motivazioni del falli
mento, non attribuibili al ceppo in esame ma ad un 
ceppo indigeno già presente nel terreno. La caratterizza
zione e quantificazione in situ della popolazione natura
le dei rizobi nel suolo prima dell'inoculazione è perciò 
di estrema importanza. Ora è risaputo che la competi
zione di rizobi naturalizzati, dipende da fattori diversi, 
inclusi la dimensione della popolazione, la sua distribu
zione nel suolo e le caratteristiche fisico chimiche e bio
logiche del terreno (Nuti, 1985; Brockwell et al., 1995). 
Inoltre, un ruolo importante è esercitato dalla pianta con 
la sua individualita varietale e le sue preferenze per uno 
o più ceppi che possono anche contemporaneamente e in 
proporzioni diverse occupare i suoi noduli. (Corich et 
al., 200 I b). Lo scambio e la ricombinazione dei geni 
simbiontici tra il ceppo inoculato e la popolazione indi
gena presistente, può generare, in campo, nuove popola
zioni di rizobi simbiontici più competitive, che potreb-



bero rappresentare un ostacolo anche a successive ino
culazioni con ceppi più efficienti (Amarger et al., 2001). 
Queste importanti implicazioni richiedono ulteriore 
conoscenza sulla genetica ed ecologia dei rizobi; è fon
damentale, pertanto, la disponibilità di strumenti d'inda
gine adeguati al monotoraggio dei rizobi introdotti nel 
terreno, nel tempo e rispetto alla flora batterica indigena, 
e controllarne la variabilità genetica, naturale o modifi
cata come conseguenza dell'inoculazione. Specialmente 
in prove sperimentali sarebbe opportuna la identificazio
ne di "markers" ceppo-specifici di DNA che in campo 
possano consentire di seguire il microrganismo introdot
to nella pianta e nel terreno e attribuirgli con sicurezza il 
risultato ottenuto. 

MMPN Plant Infection Technique 

Il plant infection test basato sulla capacità dei rizobi 
di nodulare una specifica leguminosa ospite, consente di 
ottenere precise informazioni sulla entità della micro
fluora indigena capace di nodulare una specifica culti
varo Applicato alla valutazione del MPN, most probable 
number, (Somasegaran and Roben, 1994) i valori otte
nuti possono risultare fortemente influenzati dalla recet
tività della varietà impiegata (Nuti, 1985). La tecnica, 
sebbene laboriosa e lunga nella sua esecuzione (da 3 a 4 
settimane) è comunque affidabile e fornisce la stima 
migliore della dimensione della popolazione microbica 
capace di nodulare una data leguminosa. 

Tecniche di genetica molecolare per il monitoraggio dei 
rizobi in campo 

La maggior parte degli studi eseguiti su singoli 
ceppi o popolazioni di rizobi si basa sull' isolamento dei 
batteri dai tubercoli o, talvolta, dal terreno e dal loro 
mantenimento in coltura per lo studio e caratterizzazio
ne. In realtà, la quasi totalità dei dati deriva proprio da 
rizobi isolati da noduli che sono il risultato del processo 
di selezione esercitato dalla pianta. Pertanto, questi non 
sono rappresentativi di tutta la popolazione rizobica del 
terreno che può influenzare, comunque, la riuscita della 
batterizzazione. 

Prima dello sviluppo della biologia molecolare, le 
tecniche utilizzate in ecologia microbica fornivano 
poche informazioni su tutti i componenti di una data 
comunità, in quanto consentono di seguire uno o al mas
simo pochi ceppi in campo e necessitano dell'utilizzo 
delle tecniche colturali classiche di arricchimento e iso
lamento (Somasegaran e Roben, 1994). Con dell'intro
duzione delle tecniche molecolari, basate sull'analisi 
degli acidi nucleici, è stato possibile identificare i batte
ri indipendentemente dalla loro capacità di riprodursi in 
coltura e ottenere informazioni su tutti i componenti di 
una comunità microbica. Sebbene i rizobi crescano bene 
in vitro, è anche documentata l'instabilità delle proprietà 
simbiontiche dei ceppi in coltura (Jansen van Rensberg 
e Strijdom, 1985), che risulta tanto più probabile quanto 
maggiore è il numero di passaggi delle cellule in vitro. 
Inoltre, i metodi colturali convenzionali non sempre con
sentono di individuare la presenza dei batteri nel suolo, 
soprattutto quando il loro numero e basso rispetto a tutta 
la popolazione microbica indigena (Picard et al., 1992; 
Pillai et al., 1992). 

I rizobi a crescita rapida contengono un numero 
variabile di plasmidi di grande dimensioni ed uno o più 
"megaplasmidi" in alcuni dei quali sono, nella maggior 
parte dei casi, localizzati i geni simbiontici (pSym). 
L'estrazione e il profilo del DNA plasmidico dei rizobi 

si è rivelato un metodo rapido e pratico per caratterizza
re e tipizzare contemporaneamente molti isolati di rizo
bi a livello di ceppo (Corich et al., 2001b). Plasmidi 
ricombinanti, contenenti geni marcatori (gus A o lacZ) 
possono essere trasferiti all'interno dei batteri (Gus tech
nology) consentendo di seguire il loro percorso e destino 
nel terreno e direttamente nei noduli della pianta 
(Wilson, 1995; Wilson et al., 1999). Possono anche esse
re esaminati profili di DNA dell'intero genoma o tratti 
specifici di esso partendo dal DNA cromosomico. 

Restriction Fragment Length Polymorphism analysis 
(RFLP, analisi dei polimorfismi di lunghezza dei fram
menti di restrizione) 

Esistono nel genoma dei rizobi sequenze di DNA 
che tendono a variare da una specie o da un ceppo all'al
tro, pur rimanendo stabili per ciascuno di loro. Questa 
variabilità può essere determinata quando il DNA purifi
cato viene frammentato in corrispondenza di sequenze 
nucleotidiche specifiche con enzimi di restrizione. 
Variazioni nella sequenza infatti generano piccoli fram
menti di DNA con lunghezze diverse, che possono esse
re separati per elettroforesi su gel di agarosio e visualiz
zati dopo colorazione con bromuro di etidio e illumina
zione UV (Kaijalainen et al., 1989; Demezas et al., 
1991; Somasegaran e Roben, 1994). Il confronto tra i 
profili che si ottengono è un po' complesso per l'elevato 
numero di bande. Perciò la metodica non è, in genere, 
usata da sola ma insieme con Southem blotting hybridi
zation (Sambroock et al., 1989). I profili di RFLP che si 
ottengono dopo ibridazione forniscono informazioni su 
definite regioni di DNA. A seconda del livello di conser
vazione delle sequenze analizzate varia il livello tasso
nomi co di risoluzione della metodica. In generale, 
sequenze non codificanti del DNA evolvono più veloce
mente delle regioni trascritte, essendo la frequenza di 
mutazioni del DNA trascritto, per selezione naturale, 
molto ridotta rispetto a quello non attivo dal punto di 
vista trascrizionale. Le regioni spaziatrici intergeniche, 
variano quindi più rapidamente, seguono i geni codifi
canti proteine e ultimi, essendo i più conservati, sono i 
geni per l'RNA ribosomico (rDNA). L'ibridazione del 
DNA genomico digerito con sonde di rDNA genera dei 
profili che sono gli stessi delle specie di appartenenza 
(ribotype) , avendo ciascuna differenze nella struttura o 
posizione cromosomica dei geni per gli rRNA 
(Sivakumaran et al. 1997; Amarger et al., 2001). 
Specifiche sequenze di DNA sono state utilizzate come 
sonde per identificare in ibridazione polimorfismi di 
restrizione e quindi diversità di sequenza in geni cromo
somici e plasmidici a livello di ceppo, geni lac, nif, nod, 
sequenze delle regioni dei geni LPS e sequenze IS, 
(Demezas et al., 1991; Paffetti et al., 1995; Meneghetti et 
al., 1996; Amarger et al., 2001). Poiché diversi pattems di 
ibridazione di geni simbiontici sono stati identificati per 
uno stesso tipo cromosomico, per una più precisa caratte
rizzazione di ceppi di rizobi, dovrebbero essere utilizzati 
marcatori sia plasmidici che cromosomici. Sebbene que
sto sia un metodo ad alta risoluzione nel determinare 
divergenze di sequenza del DNA, il suo uso va diminuen
do per far strada ad altri metodi più rapidi. 

Polymerase Chain Reaction (PCR, reazione a catena 
della polimerasi) 

La introduzione della tecnica di amplificazione del 
DNA è stata determinante nello studio dei microrgani
smi in situo Il DNA estratto da campioni ambientali, 
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come terreno o acqua, può essere amplificato in vitro in 
tempi relativamente brevi in maniera selettiva e sensibi
le, consentendo di identificare un ampio spettro di 
microrganismi anche quando non sono coltivabili o sono 
presenti in basso numero (Picard e al., 1992; Pillai et al., 
1992). Per ottenere l'amplificazione selettiva é necessa
rio avere a priori alcune informazioni sulla sequenza del 
DNA bersaglio, che rendano possibile la costruzione di 
due sequenze oligonucleotidiche (lunghe 15-30 nucleo
tidi) da utilizzare come inneschi (primers). In poche ore 
con una ventina di cicli, in un apparecchio termostatato 
che svolge automaticamente il processo, si ottengono 
circa un milione di copie della sequenza bersaglio speci
fica. Il principale svantaggio di questa tecnica è la possi
bilità che DNA estranei contaminanti possono essere 
replicati assieme a quelli ricercati. Sia il suolo che la 
rizosfera sono ambienti molto complessi in termini di 
composizione di flora microbica e il numero delle specie 
presenti in un grammo di suolo può essere di decine di 
migliaia. Tuttavia, il 99% di questi microrganismi rima
ne sconosciuto per l'impossibilità di isolarli e coltivarli 
in laboratorio (Amann et al., 1995). Sebbene i rizobi cre
scano bene in· vitro la possibilità di avere informazioni 
sul DNA senza dover coltivare i batteri consente di poter 
identificare non solo i ceppi che hanno colonizzato i 
noduli ma anche quelli presenti nel terreno quando sono 
presenti in piccolo numero e tra due colture successive 
(Hebb et al., 1998). 

Sequenziamento degli acidi nucleici 

Il sequenziamento del gene che codifica per la subu
nità ribosomica 16S (rDNA 16S), è un metodo ampia
mente utilizzato per identificare ceppi di rizobi apparte
nenti a diverse specie (Willems e Collins, 1993; Yanagi 
e Yamasato, 1993). L'uso generalizzato del sequenzia
mento dei geni rDNA 16S negli ultimi IO anni, insieme 
all'analisi del fenotipo e dei tratti fisiologici, ha portato 
alla descrizione di più di 20 nuove specie di rizobi e 4 
addizionali generi, una lista dei quali, con nome del 
ceppo e sequenza del 16S rDNA è resa disponibile al 
sito internet del U.S. Department of Agriculture, o al 
National Center for Biotechnology Information (NCBI). 
Recentemente, la tassonomia della famiglia delle rizor
biaceae è stata rielaborata con l'analisi comparativa 
degli rDNA 16S (Young et al., 2001) ed è stata proposta 
nella seconda edizione del manuale di sistematica batte
rica del Bergey (URL httpl/www.cme.msu.edulbergeys/; 
Garrity, 2001). 

Analisi dei polimorfismi di restrizione in sequenze 
amplificate con la PCR (PCR-RFLP) 

L'analisi dei polimorfismi di restrizione dei geni 
16S amplificati con la PCR (PCR-RFLP) è stata ampia
mente utilizzata per stabilire le relazioni genetiche e 
caratterizzare i ceppi di rizobi a livello di specie 
(Willems and Collins 1993; Laguerre et al., 1996; 
Vinuesa et al., 1998; Lafaye Burdon, 2001; Squartini et 
al., 2002). La distinzione di ceppi molto vicini fra di loro 
con questi metodi, richiede l'utilizzo di parecchie sonde 
e\o enzimi di restrizione e non sempre si riesce a ottene
re dei risultati positivi. I geni per gli RNA 23S di alcune 
specie batteriche contengono all'estremità 5' una regio
ne altamente variabile la cui analisi di sequenza e com
parazione è stata utilizzata per stabilire relazioni filoge
netiche tra specie (Therefework et al., 1998; Pulawska et 
al., 2001). 
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Maggiore variabilità genetica all'interno della specie 
può essere evidenziata dalla analisi di sequenze di DNA 
spaziatore intergenico tra i geni 16S e 23S, (16S and 23 S 
rDNA intergenic spacer sequences o IGS; Barry et al., 
1991; Paffetti et al., 1996). La combinazione della tecni
ca della PCR con la RFLP delle sequenze IGS 16S-23S 
ha permesso di discriminare ulteriormente tra ceppi 
all'interno di diverse specie di rizobi (Laguerre et al., 
1996; Selenska-Pobell et al., 1996; Vinuesa et al., 1998; 
de Oliveira et al., 1999; Tan et al., 2001). La PCR-RFLP 
consente la caratterizzazione dei rizobi anche in base a 
polimorfismi di restrizione di geni simbiontici e altri 
geni plasmidici (Laguerre et al., 1996; Rigottier-Gois et 
al., 1998). 

Rep-PCR, RAPD, NPC-PCR e DNAfingerprinting 

Ulteriore discriminazione a livello di ceppo può 
essere ottenuta con il genomic fingerprinting per ampli
ficazione con la PCR di un numero multiplo di fram
menti di DNA di lunghezza variabile, distribuiti su tutto 
il genoma (Laguerre et al., 1996; Perret e Broughton, 
1998; Corich et al., 2001b). Questi possono essere otte
nuti con la random amplification of polymorphic DNA 
fragments (RAPD; Paffetti et al., 1996; Carelli et al., 
2000) o con la rep-PCR che amplifica sequenze ripetiti
ve del genoma (de Bruijn, 1992, Niemann et al., 1999). 
RAPD e rep-PCR-fingerprinting sono comparabili come 
livello di risoluzione tassonomica e sono stati usati 
ampiamente per tipizzare ceppi di rizobi (Laguerre et al., 
1996) e per monitorare in campo la stabilizzazione e 
persistenza di rizobi inoculanti (Hebb et al., 1998). 
L'analisi RAPD è stata utilizzata per descrivere la strut
tura genetica di popolazioni naturali di rizobi e la loro 
dinamica in relazione a diversi fattori ambientali e gene
tici, terreno, genotipo della pianta ospite, etc., (Carelli et 
al.,2000). 

Un'altro metodo difingerprinting è quello chiamato 
nif promoter consensus-PCR (NPC-PCR; Richardson et 
al., 1995) che fornisce un profilo specifico per i diversi 
ceppi di rizobi utilizzando un unico primer mirato che 
amplifica le varie copie del promotore nif. 

Una limitazione del DNA fingerprinting in partico
lare con il RAPD è la variabilità dei profili ottenuti con 
piccole modificazioni delle condizioni della PCR (Thies 
et al., 2001). Perciò la standardizzazione delle condizio
ni di PCR è essenziale per poter comparare i dati nel 
tempo e tra diversi laboratori. Un'altra limitazione delle 
tecniche fingerprinting è che esse necessitano l'isola
mento dei batteri: profili derivati direttamente da noduli 
contenenti ceppi multipli tendono a sovrapporsi come in 
un unico ceppo. 

Directed primers 

Oligonucleotidi specifici per il DNA di una data 
specie possono essere disegnati e utilizzati come primers 
per identificare con la PCR il rizobio che appartiene a 
quella specie anche in colture miste, come nella maggior 
parte dei campioni ambientali. Perciò, la PCR diretta 
con primers per specifici frammenti di DNA dovrebbe 
essere il metodo di scelta per studi ecologici. Questi oli
gonucleotidi possono derivare da rDNA 16S (Rome et 
al., 1997), da IGS 16S-23S (de Olive ira et al., 1999), da 
rDNA 23S (Tesfaye et al., 1998) o da geni plasmidici nif 
e nod (Meneghetti et al., 1996; Widmer et al., 1999; 
Zeze et al., 2001). Gli oligonucleotidi, specie, genere o 
ceppo specifici, possono essere ottenuti dalla analisi 



comparativa delle sequenze dei geni analizzati (Tesfaye 
et al., 1997) o da strategie differenti come la Subtractive 
hybridization (Tas et al., 1994; Cooper et al., 1998). 
Sequenze bersaglio di acidi nucleici possono essere 
anche ricavate dalla analisi comparativa di polimorfismi 
di restrizione di DNA genomico o di profili ottenuti con 
RAPD o rep-PCR e con l'isolamento dei frammenti di 
DNA direttamente da un gel di agarosio della corsa elet
troforetica (Niemann et al., 1999; Roberts e Crawford, 
2000). 

Ibridazione degli acidi nucleici 

Le sequenze così ottenute possono essere clonate in 
vettori plasmi dici, sequenziate e utilizzate come sonde 
in esperimenti di ibridazione degli acidi nuclei ci. 
Diverse sonde di DNA cromosomico o plasmidico sono 
state costruite e usate in studi sui rizobi (Laguerre et al., 
1993; Niemann et al., 1999; Rome et al., 1997; Ludwig 
et al., 1998; Thies et al., 2001). Per lo più il DNA sonda 
viene marcato con un radioisotopo o un fluorocromo e la 
sequenza bersaglio è legata a una membrana di nylon o 
di nitrocellulosa (Southem blotting hybridization), ma 
anche le colonie batteriche possono essere trasferite 
dalla piastra di agar alla membrana di un filtro di nitro
cellulosa e il loro acido nucleico esposto, dopo la lisi 
cellulare, a ibridazione con sonde di DNA oRNA 
(Laguerre et al., 1993; Theron e Cloete, 2000). 

Sebbene le tecniche come la PCR e successiva ibri
dazione o il sequenziamento del DNA abbiano rivolu
zionato tutti i campi della microbiologia, dalla diagno
stica clinica alla ecologia microbi ca, queste tecniche 
sono indirette e non forniscono informazioni sulla 
morfologia e distribuzione spaziale nell'ambiente natu
rale dove il microrganismo vive e si riproduce (Amann 
et al., 2001). Per fare questo è indispensabile utilizzare 
tecniche microscopiche. Le tecniche di immunofluore
scenza con anticorpi monoclonali avrebbero potuto esse
re molto utili se non presentassero i problemi spesso 
riportati di cross-reattività e variabilità antigenica feno
tipica. Inoltre il microrganismo deve essere coltivato 
prima dell'identificazione di un suo specifico anticorpo. 
Il microscopio elettronico a scansione e a trasmissione 
sono stati usati per lo studio dell'interazione radice-bat
terio e la analisi di microrganismi nella rizosfera (Dazzo 
e Petersen, 1989; Frommel et al., 1991; Yanni et al., 
1997) ma richiedono molta esperienza tecnica nell'alle
stimento dei preparati: i trattamenti a cui è sottoposto il 
campione possono modificare il suo stato originario e 
introdurre degli artefatti (Crang e KIomparens, 1988). 
Una tecnica microscopica che consente di identificare in 
maniera specifica le sequenze di acido nucleico all' in
terno della cellula senza alterare la morfologia e l'inte
grità dei vari componenti è l'Ibridazione In Situ o In Situ 
Hybridization (ISH) (Muresu et al., 1994; Amann et al., 
2001). Questa è completamente indipendente dalla col
tura cellulare, combina la precisione della genetica 
molecolare con la informazione visuale del microrgani
smo e consente la rapida e specifica identificazione delle 
singole cellule microbiche nel loro habitat naturale. In 
microbiologia la molecola bersaglio più comunemente 
usata per la Fluorescellce in Situ Hybridization (FISH) è 
l'rRNA 16S per la sua stabilità genetica, il contenuto in 
regioni altamente conservate e variabili, e il notevole 
numero di copie nella cellula (Amann et al., 1995). Più 
di 16.000 sequenze di rRNA 16S sono disponibili in 
banche dati pubbliche e possono essere utilizzati per 
disegnare sonde di oligonucleotidi marcati con fluoro-

cromi. Esistono inoltre software specifici per lo svilup
po razionale di sonde. Altri target utilizzati sono gli 
rRNA 23S, 18S, mRNA (Amann et al., 200 l) e recente
mente i tmRNA (Schonhuber et al., 2001). La FISH con 
sonde di rRNA in combinazione con la microscopi a 
confocale si è rivelata importante strumento di identifi
cazione di microrganismi associati alle piante (Pirttila et 
al., 2000). Sonde per RNA 16S che ibridizzano con la 
maggior parte dei membri del gruppo rhizobia e con 
alcuni sottogruppi sono state descritte e utilizzate con la 
FISH (Ludwig et al., 1998). Lo sviluppo di questa meto
dica per la identificazione dei rizobi, sarà di grande 
importanza per lo studio dell' interazione rizobio - terre
no - pianta in situ nelle varie fasi del processo di colo
nizzazione del microrganismo nel suolo, nella pianta e 
nelle diverse nicchie ecologiche. Genotipi molto rappre
sentati nella popolazione batterica del suolo sono quelli 
con migliore proprietà competitiva come saprofiti ben 
adattati alle condizioni di quel sito. Questi ceppi pre
adattati, quando selezionati per efficienza nella azoto fis
sazione e stabilità genetica diventeranno ottimi inocu
lanti (Thies et al., 2001). Dovrebbero essere perciò svi
luppati e ottimizzati adeguati metodi per l'isolamento 
diretto dal terreno, la localizzazione in situ, e la identifi
cazione dei microrganismi introdotti e residenti. 
Nell'utilizzo di approcci basati sull'identificazione dei 
microrganismi attraverso l'analisi delle sequenze dei 
geni rRNA, determinata direttamente dal suolo senza 
coltivazione, l'ibridazione in situ chiude il ciclo consen
tendo di assegnare le sequenze ottenute a un preciso tipo 
morfologico, nell' habitat naturale d'origine (Ludwig et 
al., 1998). Inoltre l'utilizzo di sonde per gli rRNA in 
combinazione con sonde specifiche per i geni coinvolti 
nell' espressione dell' azoto fissazione potrebbe correlare 
la caratterizzazione filogenetica con le proprietà fisiolo
giche dei microrganismo e perciò fornire informazioni 
sui tratti fenotipièi del genotipo identificato. 
L'ibridazione ill situ, infatti, può essere utilizzata per lo 
studio dell'espressione dei geni nel batterio e nella pian
ta. L'analisi trascrizionale quantitativa di specifici geni a 
livello di tessuto sarà di grande aiuto nella comprensione 
delle basi genetiche della fisiologia della simbiosi come 
di recente è stato dimostrato attraverso una strategia di 
ricerca interdisciplinare allo scopo di migliorare la fissa
zione dell'azoto e la produzione di Phaseolus vulgaris in 
aree saline del Mediterraneo (Drevon et al., 2001). 

Prospettive ed applicazioni future 

Nonostante un secolo di esperienza, gran parte degli 
inoculanti prodotti nel mondo sono ancora di bassa qua
lità e molto spesso agricoltori e talvolta anche ricercato
ri, sia nei paesi sviluppati che in via di sviluppo, sotto
stimano l'importanza ed il valore dell'inoculazione 
(Brockwell et al., 1995). 

I recenti progressi nella tecnologia degli inoculanti 
riguardano il miglioramento della qualità, della durata 
(tra preparazione e data di scadenza) e la creazione di 
nuovi formulati per condizioni meno favorevoli, quali 
esposizioni ad elevate temperature in seminatrici pneu
matiche, rapido disseccamento quando l'inoculo viene 
riversato nella coclea del seme oppure quando la semen
te inoculata convenzionalmente viene seminata in condi
zioni caldo asciutte. Molto recentemente, sono stati 
messi a punto negli Stati Uniti anche rizobi genetica
mente modificati per erba medica con lo scopo di 
migliorare la capacità di azotofissazione e di conferire 
resistenza ad antibiotici. In generale, l'impiego degli 
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inoculanti deve essere compatibile con le esigenze 
richieste dalle attuali pratiche agricole. 

È opportuno ricordare che tutti i miglioramenti negli 
inoculanti e nel loro impiego saranno sostanziali solo in 
un corretto contesto agronomico della coltura: se la legu
minosa ha un ridotto potenziale produttivo a causa di 
avversità, carenze nutritive, infestazione, attacchi d'in
setti etc., l'impiego di inoculanti, anche di elevata qua
lità, o la manipolazione dei rizobi sarà di poco aiuto. 
Inoltre, in molti ambienti italiani e mediterranei in gene
re sarebbe molto utile poter disporre sia di inoculanti in 
fase solida ed in generale di più agevole impiego per gli 
agricoltori sia di ceppi più efficienti per legumi no se 
foraggere di rinnovato interesse come la sulla (Sulas et 
al., 1998). 

Altri aspetti interessanti sono l'impiego di inoculan
ti multiceppo, talvolta con caratteristiche superiori 
rispetto a quelli con singolo ceppo (Somasegaran e 
BohIool, 1990), la co-inoculazione dei rizobi con l'im
piego contestuale di micorrize utili nella rizosfera. Per il 
futuro è molto importante anche la selezione di ceppi 
resistenti a pH più acidi (Howieson et. al., 2000) per 
ampliare l'areale di coltivazione di molte leguminose 
foraggere anche di nuova introduzione. D'altra parte, 
poiché accessioni di una stessa leguminosa differiscono 
per la capacità azotofissatrice (Ballard et al., 2000) 
anche la selezione entro specie vegetale può essere presa 
in considerazione come una valida strategia per miglio
rare l'efficienza della simbiosi. 

È fondamentale individuare gli ambienti sia dove 
l'inoculazione è necessaria sia dove è conveniente ripe
terla nel tempo per incrementare la carica di microrgani
smi nel terreno; ciò richiede la messa a punto di tecniche 
nuove e più rapide. Infatti, la possibilità di scambio di 
informazioni genetiche tra ceppi presenti nel suolo e l'e
levata diversità esistente anche nei rizobi estratti dai 
noduli di una sola pianta richiedono ulteriore conoscen
za al fine di valorizzare tale diversità. Variazioni della 
popolazione del suolo, pratiche agronomiche errate e 
fattori ambientali avversi, possono aver contribuito agli 
insuccessi spesso riportati dell'inoculazione in campo. 
Per ottenere un effettivo miglioramento di produttività 
delle leguminose attraverso la pratica della inoculazione 
è necessario indirizzare lo sviluppo tecnologico nella 
direzione che consenta lo studio e il monitoraggio di 
questi microrganismi singolarmente, a livello di ceppo, e 
nelle popolazioni, rispetto alla pianta, alla flora microbi
ca del terreno, nonché ai diversi fattori ambientali che 
nel tempo possono variare e condizionare la riuscita 
della' batterizzazione. Le tecniche molecolari consenti
ranno lo studio della biodiversità naturale e indotta dei 
microrganismi del suolo e l' ottimizzazione/manipola
zione delle interazioni batterio-pianta, requisito iniziale, 
indispensabile per lo sviluppo di inoculanti microbi ci 
più efficienti. Lo studio delle sequenze di DNA e della 
loro espressione nei simbionti fornirà inoltre informa
zioni indispensabili per la comprensione dettagliata dei 
meccanismi molecolari che consentono alla pianta e al 
batterio di riconoscersi l'un l'altro e permetterà l'identi
ficazione dei geni coinvolti nella nodulazione. 

Sebbene, la pratica della inoculazione abbia conse
guito notevoli miglioramenti grazie alle nuove cono
scenze di fisiologia, ecologia, biochimica e genetica dei 
rizobi, in questi ultimi anni, non ci sono stati ancora 
sostanziali progressi nel campo della applicazione agro
nomica della simbiosi. Anche in Italia sarebbe auspica
bile istituire una collezione centrale di rizobi e un servi-
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zio di controllo di qualità che salvaguardi la bontà degli 
inoculi agli operatori agricoli. La caratterizzazione 
genetica dei rizobi con le tecniche molecolari, sarà indi
spensabile, oltre che ad assicurare la qualità del ceppo 
distribuito, nella pre-selezione di isolati "unici" prima 
che vengano testati e incorporati in una collezione, evi
tando l'inserimento di copie multiple degli stessi ceppi, 
con notevole risparmio di tempo e di risorse. Inoltre in 
letteratura emergono solo pochi tentativi, sebbene ben 
riusciti, di strategie di ricerca interdisciplinare, seppure 
da tempo ci sia nella comunità scientifica la consapevo
lezza della necessità e validità di una cooperazione inte
rattiva tra queste discipline con l'attività dei tecnici e 
produttori agricoli. La realizzazione in Italia di un pub
blico database genetico dei fingerprinting di questa col
lezione, con le informazioni sulle proprietà simbionti
che, colturali, biochimiche, sierologiche su cui le coltu
re madri degli inoculanti, di anno in anno, vengano con
frontate e con i quali possano venire comparati nuovi 
isolati, sarebbe un grande passo in avanti in questa dire
zione. 
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