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Introduzione 

 

1.Generalita’ 

L’azoto è un elemento indispensabile per tutte le forme viventi essendo 

l’elemento chiave di proteine, acidi nucleici, clorofilla e diversi metaboliti 

secondari. Solo il carbonio, l’ossigeno e l’idrogeno sono necessari in quantità 

maggiori rispetto all’azoto.  

L’azoto molecolare (N2) pur essendo presente in natura in notevoli quantità, 

costituisce circa l’80% dell’atmosfera terrestre, è scarsamente utilizzabile dagli 

organismi viventi in quanto inerte e troppo ossidato per entrare come tale nelle 

molecole organiche. 

Esso entra a far parte dei sistemi biologici solo quando “fissato”, o combinato, 

con altri elementi quali l’idrogeno o l’ossigeno a seguito di una serie di 

trasformazioni e cambiamenti ciclici del suo stato di ossidazione. 

In natura, la capacità di fissare l’azoto atmosferico, è una prerogativa riservata 

ad un ristretto gruppo di procarioti azotofissatori, ai quali tutti gli altri esseri 

viventi, in tal senso consumatori, debbono la gran parte dell’azoto ammonico 

utilizzato per le biosintesi di proteine, acidi nucleici ecc.. 

 La riduzione o fissazione dell’N2 ad ammonio richiede costi energetici 

significativi ed in particolare un salto energetico di 225 Kcal. Tale energia di 

attivazione viene prodotta, a pressioni di 100 MPa e alla temperatura di 350°C, 

nei costosi e poco sostenibili processi industriali per la sintesi di fertilizzanti 

ammonici oppure, può esser prodotta, a pressione atmosferica e temperatura 
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ambiente, dai microrganismi dotati del complesso enzimatico della nitrogenasi, 

chiamati per l’appunto azotofissatori. 

Alcuni di questi azotofissatori vivono fisicamente liberi nel suolo o nelle acque o 

associati in maniera non simbiotica, alla rizosfera di diverse specie vegetali. 

Altri ancora instaurano interazioni profonde con alcune piante superiori che si 

concretizzano nella formazione di nuove strutture deputate alla fissazione di 

azoto che viene ceduto in maniera diretta alla pianta. Tra questi microorganismi 

i rizobi sono tra i più studiati.  

Questi procarioti fissano l’azoto atmosferico in associazione simbiotica con 

diverse leguminose all’interno di strutture di origine vegetale chiamate noduli o 

tubercoli radicali. All'interno di queste strutture, quasi esclusivamente presenti 

sugli apparati radicali, i batteri sono in grado di ridurre l'azoto atmosferico 

inerte in ammoniaca (NH3), che viene prontamente utilizzata dalla pianta. 

L’ospite vegetale esporta verso i noduli i fotosintetati necessari per il 

metabolismo energetico dei batteri (Kaminski et Al., 1998) e, pertanto, la 

relazione esistente tra i rizobi e le piante loro ospiti si configura come una 

simbiosi mutualistica. 

La famiglia Leguminosae è suddivisa nelle tre sottofamiglie Mimosoideae, 

Cesalpinioideae e Papilionoideae, contiene 674 generi ed un numero stimato di 

specie compreso tra 16.000 e 19.000 (Allen et Al., 1981). Specie afferenti a 

questa famiglia sono distribuite dai tropici alle zone artiche e presentano 

differenti habitus tra cui primeggiano le forme erbacee seguite dalle arboree ed 

infine le arbustive (Polhill et Al., 1981). 

La sottofamiglia delle Cesalpinoideae (circa 2000 specie), la più antica, 

presenta solo il 23% di specie formanti noduli, mentre le più moderne 
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Mimosoideae (circa 3000 specie) e Papilionideae (circa 13000 specie) 

presentano rispettivamente il 90% e 97% di specie formanti noduli. 

 

2.Tassonomia rizobica 

I rizobi azotofissatori sono batteri Gram negativi prevalentemente aerobi di 

forma bastoncellare e con dimensioni oscillanti tra 1–3 µm di lunghezza e 0,5-

0,9 µm di larghezza. Sono batteri mobili provvisti di flagelli polari, subpolari e 

peritrichi (Jordan, 1983). Possono essere definiti come microsimbionti 

facoltativi in quanto allo stato “libero” rappresentano una componente 

costitutiva della popolazione microbica dei suoli indisturbati (Jordan, 1983; 

Tate, 2000). 

Prima della diffusione dei metodi molecolari i rizobi venivano comunemente 

classificati in base alle caratteristiche fenotipiche (velocità di crescita, aspetto 

morfologico delle colonie, produzione di polisaccaridi ecc.) ed in particolare in 

funzione della loro capacità di indurre noduli radicali e fissare N2 con 

particolari leguminose. La definizione delle caratteristiche fenotipiche e delle 

capacità simbiotiche consentivano una prima classificazione ed inclusione 

all’interno di uno specifico gruppo di inoculazione. Ogni gruppo di inoculazione 

era definito dalle specie leguminose che il simbionte era in grado di nodulare. 

Rizobi isolati da noduli di una pianta facente parte di un gruppo di inoculazione, 

erano solitamente in grado di indurre la comparsa di noduli sugli ospiti dello 

stesso gruppo (Lim et Al., 1982). 

Per lungo tempo il sistema di identificazione dei rizobi basato sull’appartenenza 

ad un gruppo di inoculazione incrociata ha costituito la base del modello 

tassonomico di questi microsimbionti. L’attuale classificazione dei rizobi e dei 
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batteri in genere si basa, anche se non in maniera esclusiva, sull’analisi delle 

sequenze del gene 16S rDNA oltre che sulla percentuale di omologia del DNA 

genomico. 

Dal punto di vista tassonomico, i rizobi appartengono alle sottoclassi α e β della 

classe Proteobacteria e sono compresi all’interno delle famiglie Rhizobiaceae 

(generi Ensifer, Sinorhizobium, Allorhizobium e Rhizobium), 

Phyllobacteriaceae (genere Mesorhizobium), Bradyrhizobiaceae (generi 

Bradyrhizobium e Blastobacter), Methylobacteriaceae (genere 

Methylobacterium), Hyphomicrobiaceae (generi Azorhizobium e Devosia) e 

Burkholderiaceae (generi Burkholderia e Ralstonia) (Sawada et Al., 2003).  

Ad oggi sono state identificate 92 specie distribuite nei 12 suddetti generi 

(Tabella 1). (http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia.html).  
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Tabella 1: Attuale classificazione tassonomica dei rizobi. 

Rhizobium alamii Berge et. al. (2009) Mesorhizobium albiziae Wang et. al. (2007) Ensifer abri B

Rhizobium alkalisoli Lu et. al. (2009b) Mesorhizobium alhagi Chen et. al. (2010) Sinorhizobium americanum C

Rhizobium cellulosilyticum García-Fraile et. al. (2007) Mesorhizobium amorphae Ensifer arboris

Rhizobium daejeonense
Mesorhizobium 

australicum
Nandasena et. al. (2009) Ensifer fredii

Formalmente "Rhizobium 

fredii" , former Type di 

"Sinorhizobium G"

Rhizobium endophyticum
Nuova specie                                

Lopez-Lopez et al. (2011)

Mesorhizobium 

camelthorni

Nuova specie                      

Chen et al. (2011)
Ensifer garamanticus

Nuova specie                                               

Merabet et al. (2010)

Rhizobium etli Mesorhizobium caraganae Wang et. al. (2007) Ensifer indiaense B

Rhizobium galegae Mesorhizobium chacoense Ensifer kostiensis

Rhizobium gallicum Mesorhizobium ciceri
Formalmente 

"Rhizobium ciceri"
Ensifer kummerowiae

Rhizobium giardinii Mesorhizobium gobiense Han et. al. (2008b) Ensifer medicae

Rhizobium hainanense Mesorhizobium huakuii
Formalmente 

"Rhizobium huakuii"
Ensifer meliloti

Fprmalmente "Rhizobium 

meliloti"

Rhizobium herbae
Nuova specie                    

Ren et al. (2011b)
Mesorhizobium loti

Formalmente 

"Rhizobium loti" , Type 

species

Ensifer mexicanus Lloret et. al. (2007)

Rhizobium huautlense
Mesorhizobium 

mediterraneum

Formalmente 

"Rhizobium 

mediterraneum"

'Sinorhizobium morelense' D

Rhizobium indigoferae
Mesorhizobium 

metallidurans
Vidal et. al. (2009) Ensifer adhaerens E

Rhizobium leguminosarum Type species.   A
Mesorhizobium 

opportunistum
Nandasena et. al. (2009) Ensifer numidicus

Nuova specie                             

Merabet et al. (2010)

Rhizobium loessense

Formalmente 

"Rhizobium 

huanglingense "

Mesorhizobium plurifarium Ensifer saheli F

Rhizobium lusitanum Mesorhizobium robiniae
Nuova specie                                            

Zhou et al. (2010)
Ensifer sojae

Nuova specie                               

Li et al. (in press)

Rhizobium mesosinicum Lin et. al. (2009)
Mesorhizobium 

shangrilense
Lu et. al. (2009) Ensifer terangae G

Rhizobium miluonense Gu et. al. (2008)
Mesorhizobium 

septentrionale

Rhizobium mongolense Mesorhizobium tarimense Han et. al. (2008b)

Rhizobium multihospitium Han et. al. (2008)
Mesorhizobium 

temperatum

Rhizobium oryzae Peng et. al. (2008)
Mesorhizobium 

tianshanense

Formalmente 

"Rhizobium 

tianshanense"

Rhizobium phaseoli

Confermato come 

specie. Ramirez-Bahena et. 

al. (2008)

Rhizobium pisi Ramirez-Bahena et. al. (2008)

Rhizobium tibeticum Hou et. al. (2009)

Rhizobium sullae
Formalmente 

"Rhizobium hedysari "

Rhizobium tropici

Rhizobium tubonense
Nuova specie               

Zhang et al. (2011)

Rhizobium undicola
Formalmente 

"Allorhizobium undicola"

Rhizobium vignae
Nuova specie                 

Ren et al. (2011)

Rhizobium yanglingense

Bradyrhizobium canariense Azorhizobium caulinodans Type species Methylobacterium nodulans

Bradyrhizobium 

denitrificans

Formalmente 

"Blastobacter 

denitrificans "

Azorhizobium 

doebereinerae

Formalmente 

"Azorhizobium 

johannae"

Bradyrhizobium elkanii

Bradyrhizobium 

iriomotense
Islam et. al. (2008)

Bradyrhizobium japonicum

Formalmente 

"Rhizobium japonicum" , 

Type species

Bradyrhizobium jicamae Ramírez-Bahena et. al. (2009)

Bradyrhizobium 

liaoningense

Bradyrhizobium pachyrhizi Ramírez-Bahena et. al. (2009)

Bradyrhizobium 

yuanmingense

Burkholderia caribensis Cupriavidus taiwanensis Devosia neptuniae

Burkholderia cepacia H

Burkholderia mimosarum

Burkholderia nodosa Chen et al (2007)

Burkholderia phymatum

Burkholderia sabiae Chen et al (2008)

Burkholderia tuberum

Ochrobactrum cytisi Zurdo-Piñeiro et. al. 2007 Phyllobacterium trifolii Shinella kummerowiae Lin et. al. (2008)

Ochrobactrum lupini Phyllobacterium ifriqiyense Mantelin et. al. (2006) F

Phyllobacterium 

leguminum
Mantelin et. al. (2006) 

Burkholderia Cupriavidus Devosia

Ochrobactrum Phyllobacterium Shinella

Ensifer                                  

(formalmente Sinorhizobium )
Rhizobium Mesorhizobium

Bradyrhizobium Azorhizobium Methylobacterium
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Appendice 

A - Rhizobium trifolii è un successivo sinonimo di R. leguminosarum. R. phaseoli è una specie 

separata valida, e alcuni isolati formalmente conosciuti come R.Leguminosarum  sono ora R. 

pisi (Ramirez-Bahena et. al. 2008). 

B – Sebbene queste specie siano state pubblicate (Ogasawara, et. al. 2003), non sono state 

ancora incluse nella “Validation List" dell’ International Journal of Systematic and Evolutionary 

Microbiology, e i ceppi tipo non esistono nelle collezioni internazionale delle culture. 

C – Formalmente non ancora rinominata come Ensifer. 

D – Questo nome può essere un successivo sinonimo eterotipico di Ensifer adhaerens Young 

(2003), o una specie distinta  Martens et. al. (2007). 

E – Questo nome è un precedente sinonimo eterotipico di Sinorhizobium morelense (vedi 

Young,2003) 

F – Questa specie è anche conosciuta come Sinorhizobium sahelense 

G – Questa specie è erroneamente conosciuta come Sinorhizobium teranga 

H- Si noti che, benchè Burkholderia cepacia sia considerata  una specie nodulante da 

Rasolomampianina et al. (2005) e Vandamme et al. (2002), Vandamme et al. (2007) 

(capitolo 1, pag. 7) osserva che recenti esperimenti rivelano l’assenza dei geni nodA e nif in 

questi ceppi e  suggerisce che i ceppi abbiano perso la caratteristica, oppure l’osservazione 

originale era basata su un errore sperimentale. 

 

3.Simbiosi rizobi/leguminose 

Note storiche 

Sono passati quasi 130 anni dalla 59ma Assemblea dei naturalisti e medici 

tedeschi, tenutasi a Berlino nel 1886, in occasione della quale Hermann 

Hellriegel rende pubbliche, per la prima volta, le sue osservazioni sul 
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comportamento delle leguminose nei confronti della nutrizione azotata. 

Secondo Hellriegel le specie leguminose erano in grado di utilizzare l’azoto 

atmosferico e tale capacità era correlata alla presenza di noduli radicali. 

La scoperta provocò una serie di reazioni contrastanti nella comunità scientifica 

che portarono Hellriegel ad approfondire i suoi studi affiancato da un giovane 

chimico, Herman Wilfarth, che in quel periodo aveva lavorato per migliorare il 

metodo Kjeldhal per la determinazione dell’azoto. 

Gli studi, pubblicati nel 1888 come appendice su una rivista dell’industria 

bieticola tedesca, presentavano alcune importanti conclusioni, tra le quali: 

-“le leguminose possono assimilare da sole l’azoto libero nell’aria, ma la 

cooperazione di microrganismi vitali è assolutamente necessaria ”; 

-“per rendere l’azoto atmosferico disponibile per la nutrizione, la mera 

presenza di microrganismi nel suolo non è sufficiente, ma è necessario che 

alcune specie di questi microrganismi diano luogo ad una simbiosi con le 

piante”; 

-“i noduli radicali delle leguminose non sono mere riserve proteiche, ma hanno 

una relazione causale con l’assimilazione dell’azoto libero”. 

Le conclusioni vennero circoscritte alle specie vegetali utilizzate nello studio, 

stimolando però una serie di di approfondimenti nel decennio seguente. Francia 

Bréal nel 1888 dimostra che Cytisus ed erba medica crescono molto bene in 

terreno privo di azoto se provvisti di noduli; Schloesing e Laurent, nel 1890, 

provano definitivamente, con analisi gasometriche, la capacità di utilizzare 

l’azoto atmosferico da parte delle leguminose nodulate. 

Il lavoro pionieristico di Hellriegel e Wilfarth mancava di approcci 

microbiologici adeguati, che caratterizzarono invece il lavoro di Beijerinck il 
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quale, nel 1888, riuscì ad isolare e coltivare i batteri responsabili della 

formazione dei noduli radicali. 

Nel 1892 Beijerinck inviò a Hellriegel una coltura pura del batterio chiamandolo 

Bacillus radicicola. 

Nel 1896 viene depositato da Nobbe e Hiltner il brevetto per un prodotto da 

usare per la concia dei semi delle leguminose, chiamato “Nitragin”, costituito da 

colture pure di Bacillus radicicoIa. Più tardi, con la pubblicazione di Frank 

(1889), fu ribattezzato Rhizobium leguminosarum, e i rizobi guadagnarono così 

il loro titolo permanente. 

Gli studi sulla biochimica dell’azotofissazione, iniziati da Meyer e Burk nel 1928, 

proseguirono per tutto il secolo e, combinandosi con l’approccio genetico, 

hanno fornito precise informazioni sul funzionamento della nitrogenasi, 

complesso enzimatico chiave per la complessazione e la riduzione dell’azoto 

gassoso da parte dei batteri.  

Gli anni Settanta del secolo scorso vedono un’esplosione dell’interesse 

scientifico per l’azotofissazione: nel ’78 viene isolato e coltivato da Callaham, il 

simbionte Frankia, batterio Gram positivo capace di in simbiosi azotofissatrici 

con specie vegetali arboree non leguminose, quali Alnus, Casuarina, Myrica. 

Dagli anni Ottanta vengono localizzati e descritti compiutamente non solo i geni 

nif e fix, implicati nell’azotofissazione, ma anche i geni nod e nol,implicati nella 

formazione dei noduli radicali. 

 

Riconoscimento pianta/rizobio: i flavonoidi e la proteina NodD 

Lorenz Hiltner per la prima volta usò il termine di rizosfera, nel 1904, per 

descrivere l’influenza delle radici delle leguminose sui batteri azotofissatori 

presenti nel suolo. 
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Questo termine oggi ha un’accezione più ampia ed è utilizzato per descrivere la 

parte di suolo che circonda le radici dove si realizzano complessi rapporti 

d’interazione tra pianta, microrganismi e suolo. Uno dei fenomeni che 

caratterizza il microambiente rizosferico è il processo di rizodeposizione (Lynch 

e Whipps, 1991), ovvero un flusso di essudati radicali, mucillagini e lisati che si 

muovono dalle radici verso il suolo circostante. 

Alcuni autori (Walker et al., 2003) ritengono che una percentuale che va dal 5% 

al 21% di tutto il carbonio fissato fotosinteticamente, può essere trasferito 

attraverso gli essudati radicali alla rizosfera che diviene, quindi, una nicchia 

trofica interessata da una forte competizione microbica. Inoltre, la 

composizione degli essudati radicali costituisce un elemento chiave per la 

selezione delle popolazioni microbiche rizosferiche Ad esempio radici di pisello 

rilasciano omoserina, che può essere metabolizzata da Rhizobium 

leguminosarum bv.viciae, suo specifico simbionte, ma non da Sinorhizobium 

meliloti, partner associato a diverse specie del genere Medicago. Ancora, specie 

di Mimosa e Leucaena secernono mimosina che inibisce la crescita della 

maggior parte dei microrganismi ad eccezione di alcuni ceppi rizobici, ospite 

specifici, capaci di metabolizzarla. 

Alcuni rizobi, una volta all’interno del nodulo, sintetizzano a partire da 

precursori di origine vegetale, particolari molecole (rizopine) che non vengono 

catabolizzate da altri microorganismi rizosferici. Così, al disfacimento del 

nodulo solo ceppi competenti per l’utilizzo di queste rizopine, troveranno un 

vantaggio per la sopravvivenza e la crescita saprofitica in assenza dell’ospite e, 

nell’eventualità di un nuovo incontro con la pianta ospite, saranno 

numericamente favoriti. 
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Tale accorgimento trova essenza nel concetto di “nicchia trofica preferenziale”. 

Per potersi instaurare una simbiosi azotofissatrice effettiva è necessario che 

pianta e microrganismo comunichino tra loro. 

Il primo evento del dialogo molecolare tra il microsimbionte e l’ospite vegetale è 

il rilascio, da parte della pianta, di diversi composti di tipo fenolico appartenenti 

al gruppo dei flavonoidi e/o isoflavonoidi (Rao, 1990) che esercitano un’azione 

chemiotattica e di stimolo alla crescita batterica. 

La sintesi di questi composti, rilasciati nel suolo dagli apparati radicali, può 

essere indotta da diversi stress biotici, tra i quali la carenza di azoto nel terreno. 

I flavonoidi rilasciati dalla pianta vengono riconosciuti dalla proteina batterica 

NodD, codificata dal gene NodD che è espresso in modo costitutivo (Mylona et 

al., 1995). 

Le proteine NodD sono membri della famiglia LysR di regolatori trascrizionali 

(Schell, 1993), che agiscono sia da sensori del segnale proveniente dalla pianta 

sia da attivatori trascrizionali dei geni coinvolti nel processo di nodulazione, i 

geni nod. (Schlaman et al., 1998).  

Come le altre proteine della famiglia LysR, NodD è caratterizzata da un tipico 

motivo elica-giro-elica, “helix-turn-helix”, all’estremità amminica che la rende 

in grado di legarsi al DNA attivando la trascrizione genica (Schell, 1993). 

Complessivamente, il meccanismo di attivazione più probabile prevede 

l’interazione del dominio C-terminale di NodD con le molecole segnale prodotte 

dalle piante, seguito da un cambiamento di conformazione della proteina, che 

attiva la trascrizione di specifici geni (van Rhijn et Al., 1995). Se si osserva che 

l’attivazione dei geni della nodulazione in specie rizobiche diverse è vincolata 
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alla presenza di specifici flavonoidi, si può intuire come la proteina NodD con i 

suoi polimorfismi rivesta un ruolo centrale come determinante della specificità 

tra pianta e batterio (Spaink et Al., 1987). Proteine NodD di specie rizobiche 

diverse mostrano infatti una quasi assoluta mancanza di omologia all’estremità 

C-terminale, che si suppone interagisca con i diversi flavonoidi prodotti dalle 

piante, mentre l’omologia nel dominio elica-giro-elica, che interagisce con il 

DNA, è estremamente alta (Spaink et Al., 1989). Il meccanismo di attivazione 

genica regolato da NodD è conservato in tutti gli stipiti rizobici anche se il 

numero di copie di nodD presenti può variare a seconda della specie: si passa, 

per esempio, da una copia in R. leguminosarum bv. viciae e bv. trifolii (Dénarié 

et Al., 1992), a tre in S. meliloti (Göttfert et Al., 1986) fino a cinque in R. tropici 

(Schlaman et Al., 1998). Queste copie multiple di nodD all’interno di una specie 

possono codificare per proteine diverse ed essere verosimilmente attivate da 

flavonoidi di natura diversa prodotti da differenti ospiti vegetali (Györgypal et 

Al., 1988). 

 

I geni della nodulazione e fattore Nod 

I geni coinvolti nel processo di nodulazione sono localizzati, assieme ai geni 

responsabili della fissazione dell’azoto (geni nif e fix), a livello plasmidico 

(Martinez et Al., 1990). In alcune specie come Mesorhizobium loti, S. fredii, B. 

japonicum e A. caulinodans, questi geni risiedono invece sul cromosoma 

(Schlaman et Al., 1998). 

L’espressione dei geni nod determina la produzione di lipochitooligosaccaridi, o 

fattori Nod, che agiscono come molecole segnale, determinando una serie di 

risposte morfogenetiche specifiche sugli ospiti vegetali. 



13 
Dr.ssa Antonella Loi 
Caratterizzazione fenotipica e molecolare di batteri azotofissatori simbionti associati a leguminose arbustive della Sardegna. 
Tesi di dottorato in “Monitoraggio e Controllo degli Ecosistemi Forestali in Ambiente Mediterraneo” 

Università degli Studi di Sassari 

Complessivamente i geni identificati come coinvolti nel processo di formazione 

del nodulo sono più di 50 e inizialmente sono stati tutti definiti come geni nod 

(Downie, 1998). Con l’aumentare del numero di geni identificati sono state 

successivamente introdotte designazioni differenti quali nol e noe. Per 

semplicità, e quando non esplicitamente precisato, si parlerà in seguito di geni 

nod riferendosi in generale a tutti i geni coinvolti nel processo di nodulazione. 

Questi geni possono schematicamente essere raggruppati in base alla loro 

funzione. Sono stati pertanto identificati: geni regolatori, coinvolti nella 

regolazione dell’espressione degli altri geni nod (nodD, nodV, e nodW) (Loh et 

Al., 1997; Spaink et Al., 2000); geni coinvolti nella biosintesi e modifica dei 

fattori Nod (nodA, nodB, nodH e nodL) (Martinez et Al., 1990; Roche et Al., 

1991; Dénarié et Al., 1996); geni responsabili della secrezione dei fattori Nod 

(per es. nodI e nodJ) (Dénarié et Al., 1996). 

I geni nodABC sono presenti in tutti i rizobi (sono infatti chiamati anche geni 

nod comuni) e sono coinvolti nella sintesi della struttura di base del fattore Nod. 

Codificano per un aciltransferasi (nodA) , per una chitino oligosaccaride 

deacetilasi (nodB)e una N-acetil-glucosaminil transferasi (nodC).  

Altri geni nod (specifici) introducono diverse “decorazioni” al fattore Nod, 

variabili in funzione della specie rizobica (Moulin et Al. 2004). Tuttavia, anche i 

geni nod comuni contribuiscono in parte nel determinare la specificità per 

l’ospite vegetale. Il gene nodA, ad esempio, risulta coinvolto nel riconoscimento 

e trasferimento di diverse catene di acidi grassi alla catena chito-lipo-

oligosaccaridica, (Debellè et Al., 2001) la cui lunghezza, a sua volta, è 

determinata dall’attività del gene nodC (Debellè et Al.,1996; Ritsema et 

Al.,1996; Spaink et Al.,1995). 
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La struttura dei fattori Nod prodotti dai rizobi consiste in uno scheletro 

composto da 4 o 5 residui di β 1-4 N-acetil-glucosammina con una lunga catena 

acilica legata alla glucosammina terminale (Figura 1). 

 

Figura 1: Struttura generale di un fattore Nod. 

 

Infezione batterica: arricciamento del pelo radicale e filo infezione 

Recentemente sono stati identificati, nei leguni modello Medicago truncatula e 

Lotus japonicus, diversi recettori dei fattori Nod nelle cellule degli ospiti 

vegetali (Biavati e Sorlini, 2008). Si tratta in generale di chinasi di membrana 

con dominio LysM denominate NFR1, NFR5 e LYK3 (Madsen et al., 2003; 

Radutoiu et al., 2003). Quest’ultima proteina risulta implicata anche nella 

formazione del filo di infezione e del nodulo (Limpens et al, 2003; Smit et al., 

2007). 

Il riconoscimento del fattore Nod da parte della pianta, innesca il processo 

morfogenetico di nodulazione di cui il primo evento è la deformazione dei peli 

radicali competenti. 

Nella cellula vegetale i fattori Nod inducono una depolarizzazione del potenziale 

di membrana, oscillazioni periodiche di calcio intracellulare denominate “ 

calcium spiking”, la deformazione dei peli radicali e l’inizio della divisione delle 
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cellule corticali (Downie e Walker, 1999). Nei peli radicali si verifica una 

deformazione parziale dovuta a una delocalizzazione transiente del macchinario 

di crescita, attivo solo da un lato dell’anello apicale, seguita da una ripresa della 

crescita normale (Iaccarino, 2006). 

Una più prolungata delocalizzazione del macchinario di crescita determina una 

curvatura di 360° dei peli, ossia un’arricciatura. 

Con la curvatura,(o in microambienti tra peli radicali intrecciati), si creano delle 

nicchie (tasche) in cui i batteri sono intrappolati e confinati dalla parete della 

cellula vegetale. 

Queste diverranno presto il focus dell’infezione batterica con la formazione di 

un filo d’infezione. 

Nella figura 2 sono rappresentati i primi stadi dell’infezione batterica. 

 

 
Figura 2: A- Adesione rizobi al pelo radicale; B- Arricciamento del pelo radicale; C- Batteri 

intrappolati nel pelo; D-Batteri in prossimità del pelo radicale. 

 

L’adesione all'epidermide radicale dei rizobi rappresenta il primo passo 

importante degli eventi che porteranno ad una concreta associazione simbiotica 

tra pianta e batterio. 
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Lectine vegetali rafforzano l'attacco dei rizobi legandosi a specifici polisaccaridi 

di superficie dei batteri (Dazzo et al.,1984; , Smit et al., 1992; Kijne et al, 1997;. 

Van Rhijn et al, 1998, 2001), che sono polimeri di unità ripetute di sette, otto o 

nove residui di zucchero, legati a sostituzioni come acetato, piruvato o succinato 

(Luyten e Vanderleyden, 2000). 

Nella maggior parte delle interazioni leguminosa/rizobi, il focus dell'infezione 

batterica è limitato ad una zona dell'epidermide dove i peli radicali sono in 

attiva crescita (Fig.3) (Journet EP, El-Gachtouli N, Vernoud V, de Billy F, 

Pichon M, et al. 2001) ma non sono stati individuati siti esclusivi per l’adesione 

dei rizobi (van Rhijin e Vanderleyden, 1995). 

 

 
Figura. 3:Particolare di radice primaria in cui è evidenziata la regione dei peli radicali 

competenti al processo di infezione da parte di Rizobi 

 

In questa prima fase del processo d’infezione, avviene: una degradazione 

localizzata della parete della cellula vegetale, per opera di enzimi della pianta 

preposti a processi di sintesi e rimodulazione della parete cellulare; 

un’invaginazione della membrana plasmatica della cellula invasa e, ancora, 

l’occlusione del lume esterno della membrana invaginata, mediante sintesi e 

deposizione di materiale di parete (Iaccarino, 2006). 

Tali eventi portano alla formazione del filo d’infezione, ossia di un canale 

attraverso la quale i batteri penetreranno nei tessuti vegetali verso le cellule 

corticali (Fig 4). 
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Figura 4: Pianta di Lotus Japonicus inoculata con Mesorhizobium loti strain NZP2235 .La 

fotografia mostra l’ingresso di M. loti attraverso il filo d’infezione (Micrograph by Alanna 

Morris, Summer Student Research Program 2001). 

 

L’elongazione del filo infezione è legato alla fusione di vescicole, derivate 

dall’apparato del Golgi, ricche di materiale di parete cellulare. Solo i batteri 

localizzati nell’apice del filo in accrescimento proliferano, forse perché ricevono 

nutrienti dalle vescicole, mentre gli altri batteri sono circondati da una matrice 

glicoproteica che s’indurisce progressivamente. Per cui la divisione batterica è 

considerata la forza motrice dell’elongazione del filo d’infezione. 

I fili d’infezione possono svilupparsi per via intracellulare o intercellulare 

(Brewin, 2004). 

L’avanzamento del filamento per via intracellulare richiede dei significativi 

cambiamenti del citoscheletro delle cellule vegetali, necessari per la formazione 

di un tunnel intracellulare che porti i rizobi fino alle cellule del nodulo radicale. 

Nel secondo caso, invece, i fili d’infezione si potrebbero considerare simili a 

linee di infezione intercellulari associate ad una lignificazione delle pareti 

cellulari adiacenti (Brewin, 1991, 2004). 

L’infezione mediante filo intercellulare richiede una minore specificità per la 

struttura dei fattori Nod rispetto alla via intracellulare (Oldroyd e Downie, 

2008). 
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Questa distinzione è particolarmente chiara in Sesbania rostrata: l’infezione 

intracellulare con un ceppo mutante, che produceva un fattore Nod modificato 

per varie sostituzioni nella catena principale, viene bloccata mentre quella 

intercellulare viene mantenuta, seppur meno efficiente rispetto al wild-type 

(Goormachtig et al., 2004; Goormachtig et al., 2004). 

Il processo d’infezione tende a selezionare un solo ceppo (tipo) batterico 

risultando così  

un’infezione clonale (Oldroyd e Downie, 2008). 

 

Simbiosomi e modelli di organogenesi del nodulo.  

Simultaneamente all’allungamento del filo d’infezione alcune cellule della 

corteccia radicale sottostante vanno incontro a una riattivazione mitotica. 

Si ha la formazione quindi del primordio nodulare, il quale è conseguenza 

dell’attività mitotica di due centri: il primo coinvolge cellule della corteccia 

esterna vicino al pelo invaso, mentre il secondo coinvolge alcune delle cellule 

della corteccia interna, incluso il periciclo. 

Intanto i fili d’infezione subiscono delle ramificazioni e sono quindi in grado di 

invadere le cellule del primordio e rilasciarvi i batteri.  

È stato osservato che alle estremità delle ramificazioni intracellulari dei fili di 

infezione i batteri sono avvolti solo dalla membrana plasmatica. 

L’assenza di una parete rigida favorisce il rilascio, per endocitosi, dei batteri nel 

citoplasma della cellula meristematica la quale, in seguito all’invaginazione della 

membrana plasmatica, genera una vescicola. 
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Il processo di rilascio delle cellule batteriche si realizza all’apice del filo di 

infezione attraverso un meccanismo di endocitosi (Patriarca et Al., 2002). A 

questo stadio i batteri, definiti “batteroidi”, vengono avvolti da vescicole 

membranose di derivazione vegetale definite “peribatteroiche”. Queste 

costituiscono una barriera fisica tra i due simbionti attraverso la quale 

avvengono tutti gli scambi metabolici tra i partner. Le strutture costituite dai 

batteroidi, dalla matrice citoplasmatica e dalla membrana peribatteroica che li 

circonda, prendono il nome di “simbiosomi” e costituiscono le unità 

azotofissatrici fondamentali del nodulo radicale. I batteroidi, che in questa fase 

sono capaci di fissare l’N2 atmosferico, proliferano e si moltiplicano diverse 

volte all’interno del simbiosoma assieme alle membrane che li avvolgono. Il 

processo continua finché la cellula vegetale infetta viene completamente 

occupata da simbiosomi (Udvardi et Al., 1997). 

 

Noduli determinati e inderteminati 

Un nodulo radicale pienamente differenziato è un organo vegetale 

vascolarizzato che può essere di tipo determinato (globoso) (Fig. 5), tipicamente 

in leguminose tropicali, o di tipo inderteminato (elongato) (Fig. 6). 

Nei noduli di tipo determinato il meristema è centrale e globoso, mentre nei 

noduli di tipo inderteminato è apicale. 

Nei noduli determinati, le cellule corticali si dividono appena sotto l'epidermide 

e i rizobi, possono diffondersi all'interno del citoplasma delle cellule ospiti in 

divisione.  
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Contemporaneamente, nella corteccia interna e nel periciclo si origina un 

tessuto vascolare. Il meristema del nodulo sarà quindi un insieme di cellule 

infette con cellule non infette, in cui tutte le cellule proliferano, si differenziano 

e muoiono in sincrono (Brewin, 1991). Questo modello di sviluppo, dove le 

cellule meristematiche si dividono in tutte le direzioni, porta alla formazione di 

una struttura globulare in cui il meristema, che dà origine al tessuto centrale 

invaso, scompare presto durante lo sviluppo del nodulo.  

 

    

Figura 5: Rappresentazione schematica di un nodulo determinato. CS: stelo centrale; VB: 

fascio vascolare; PT: tessuto periferico; BTs: batteroidi; SBs: simbiosomi; SG: granuli di amido; 

IC: cellula invasa; UC: cellula non invasa (Patriarca et al., 2002). 

 

Medicago sativa (erba medica), M. truncatula, Pisum sativum (pisello), Vicia 

sativa (veccia), e specie di Trifolium (trifogli) sono state storicamente utilizzate 

come modelli per studiare la formazione di noduli indeterminati (Gage, 2004). 

I noduli indeterminati appaiono allungati perché sono caratterizzati da un 

meristema nodulare in continua crescita nella parte distale e da zone a diversi 

stadi di sviluppo (Jones et al., 2007).  
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Mentre il meristema è attivo, i rizobi vengono rilasciati dai fili d’infezione nel 

citoplasma delle cellule vegetali dove si differenziano nella loro forma 

endosimbiontica, il batteroide.  

E 'possibile distinguere cinque fasi di differenziazione dei batteroidi (tipi 1-5) 

nelle quattro diverse zone istologiche dei noduli indeterminati (Vasse et al, 

1990;. Luyten e Vanderleyden, 2000). 

La zona I si trova nella parte apicale del nodulo e contiene del tessuto 

meristematico privo di batteri. La zona II è la zona di infezione. In questa zona i 

batteroidi sono chiamati di tipo 1. Sono cellule caratterizzate da un ampio spazio 

periplasmatico, si dividono e sono simili ai batteri in forma libera per le 

dimensioni e il citoplasma. Nella parte prossimale della zona II si trovano i 

“batteroidi di tipo 2.La loro differenziazione avviene in seguito all’arresto della 

divisione cellulare e della replicazione del DNA. L’interzona II-III è una zona 

molto limitata, contenente 3-4 strati di cellule nel nodulo maturo. Essa contiene 

“batteroidi tipo 3”, che hanno concluso l’ allungamento e sono circa sette volte 

più lunghi di batteri liberi. Le cellule vegetali presenti in questa zona si 

caratterizzano per la presenza di amido negli amiloplasti delle cellule occupate 

dai batteroidi e da importanti eventi di modificazione dell'espressione genica 

(Vasse et al.,1990). Nei batteroidi presenti in questa zona si attiva ora la 

trascrizione dei geni della fissazione dell'azoto (nif e fix) promossa dalla ridotta 

concentrazione di ossigeno nei tessuti del nodulo dovuta alla presenza di un 

parenchima che funge da la barriera alla diffusione dell'ossigeno. 

La zona III si estende su 8-12 strati di cellule. Nella parte distale sono presenti 

batteroidi del tipo 4 (batteroidi completamente differenziati) ed è la zona in cui 
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avviene l’azotofissazione; nella parte prossimale invece si verifica l’ultima fase 

della differenziazione dei batteroidi, tipo 5, che non fissano più l’azoto. 

La zona IV, la zona di senescenza, si trova in prossimità del punto di attacco alla 

radice della pianta. Qui il numero dei batteroidi diminuisce gradualmente. 

 

 

Figura 6: Rappresentazione schematica di un nodulo indeterminato. BA: batteri; BTs: 

batteroidi; SBs: simbiosomi; SG: granuli di amido; CS: stelo centrale; VB: fascio vascolare. Zone 

del nodulo (Z) (Patriarca et al., 2002). 

 

In generale quindi, con l’invasione della cellula ospite da parte del batterio inizia 

un processo di differenziamento morfologico e fisiologico. 

 

La nitrogenasi.e la leg-emoglobina  

Da un punto di vista fisiologico le modifiche più rilevanti cui vanno incontro i 

batteri all’interno dei noduli radicali riguardano la sintesi e l’attivazione del 

complesso enzimatico della nitrogenasi e di tutte le funzioni ad essa correlate. 

La Nitrogenasi è un grande complesso costituito da due componenti proteiche: 

la componente I che è una Mo-Fe- proteina di 220-240 kDa (nota anche come 

dinitrogenasi o azotoligasi) che presenta ferro, molibdeno e gruppi sulfidici 

acido-labili in un cofattore denominato solitamente FeMo-co, al livello del quale 
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avviene la riduzione dell’ azoto; la componente II,.che è una Fe- proteina di 60-

70 kDa (conosciuta come dinitrogenasi reduttasi o azotoligasi-riduttasi) che 

passa gli elettroni alla componente I (Burris, 1991). La Fe-proteina è composta 

da due subunità identiche, mentre la proteina MoFe è un eterodimero costituito 

da due subunità α e due subunità β (Burris, 1991; Sprent e Sprent, 1990). 

Nella sintesi e nel funzionamento della nitrogenasi sono coinvolti i geni nif (Fig. 

7). 

A basse concentrazioni di O2 viene espresso.il gene nifA, che codifica per una 

proteina regolatrice che influenza la sintesi del complesso enzimatico della 

nitrogenasi (Batut e Boistard, 1994). 

I geni nifHDK codificano per proteine strutturali dell'enzima. Più precisamente, 

nifH codifica per le 2 subunità della Fe-proteina, mentre nifD e nifK codificano 

rispettivamente per la subunità α e la subunità β della FeMo proteina (Burris, 

1991; Sprent e Sprent, 1990). 

I geni nifENB sono coinvolti nella biosintesi del cofattore Fe-Mo, ma ancora 

poco si conosce riguardo le funzioni legate all’espressione dei geni nifSWX 

(Brencic e Winans, 2005). 
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Figura 7: Regolazione dei geni nif. 

 

I geni fix rappresentano una classe molto eterogenea tra cui troviamo i geni 

coinvolti nello sviluppo e nel metabolismo del batteroidi. 

In condizioni di microaerofilia FixL attiva FixJ mediante fosforilazione; in 

forma fosforilata,  

FixJ induce l'espressione dei geni regolatori fixK e nifA, i cui prodotti regolano 

la trascrizione della maggior parte dei geni coinvolti nell’azotofissazione (Luyten 

e Vanderleyden, 2000). 

Mutazioni a livello dei fixLJ compromettono lo sviluppo dei batteroidi di tipo II 

(Vasse et al., 1990). 

I geni fixABCX potrebbero essere coinvolti nel trasferimento di elettroni per 

l’attività nitrogenasica; i quattro geni fixGHIS codificano per proteine 

transmembrana (Fischer, 1994) mentre i fixNOQ intervengono sui citocromi e 

quindi sulla respirazione dei rizobi a basse tensioni di ossigeno (Delgado et al, 

1998; Preising et al, 1996). 
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Sia la sintesi che il funzionamento della nitrogenasi  (Fig. 8) comportano un 

forte dispendio di energia per la cellula: il complesso completamente 

assemblato può costituire fino al 30% del peso della cellula e richiede 16 

molecole di ATP ed 8 elettroni per ogni molecola di N2 ridotta (Haaker and 

Klugkist, 1987; Sprent and Sprent, 1990). 

 

 

Figura 8: Rappresentazione schematica del complesso enzimatico nitogenasi e del suo 

funzionamento. 

 

La reazione nel suo complesso è la seguente: 

N2 + 8H+ +8e- + 16ATP        2NH3 + 16ADP +16Pi + H2 

Una parte dell’energia utilizzata viene persa per la riduzione di protoni ad H2 

gassoso; il significato fisiologico di questa reazione parallela è piuttosto 

controverso ma potrebbe servire a neutralizzare l’eccesso di potere riducente 

presente all’interno del nodulo. (Layzell et al., 1989). 
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La funzionalità del nodulo è legata alla scarsa presenza di ossigeno, che ha il 

potere di disattivare irreversibilmente la nitrogenasi (Robson e Postgate, 1980), 

e inoltre ad una elevata disponibilità energetica. 

Quindi, per garantire l’efficienza della nitrogenasi, da una parte vi è la richiesta 

di una bassa concentrazione interna di ossigeno, e dall’altra la necessità di 

ottenere un flusso di questo gas relativamente elevato per sostenere i processi 

metabolici energetici dei batteri. Tali esigenze contrastanti sono regolate dalla 

presenza di una barriera alla diffusione dei gas e da un trasportatore 

dell’ossigeno che consentono ai rizobi di respirare aerobicamente e operare la 

riduzione dell’azoto con elevata efficienza. 

La barriera si localizza nella corteccia interna del nodulo (Sinclair e Goudriaan, 

1981; Tjepkema e Yocum, 1974) e la bassa permeabilità ai gas che essa possiede 

limita la diffusione dell’ossigeno. Nel nodulo la concentrazione di ossigeno 

presenta una sostanziale diminuzione passando dallo strato della corteccia al 

suo interno, mentre internamente al nodulo risulta costante in ogni punto. 

(Sprent, 1972; Bergersen e Goodchild, 1973). 

La cooperazione tra pianta ospite e batterio prosegue con la sintesi di una nuova 

molecola, la leg-emoglobina (leg-Hb), che ha la funzione di legare l’ossigeno 

molecolare mantenendolo, nel citoplasma dei batteroidi, ad una concentrazione 

compatibile con la funzionalità’ della nitrogenasi. 

La leg-emoglobina è una proteina del tutto analoga all’emoglobina del sangue 

degli animali superiori, presenta un gruppo eme, contenente ferro, che 

sembrerebbe essere codificato dal microsimbionte, mentre la restante parte 

della proteina è codificata dalla pianta. 
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4. Filogenetica dei rizobi 

Negli ultimi anni l’avvento delle nuove tecniche di indagine molecolare, che 

permettono il sequenziamento del DNA, hanno dato un nuovo impulso alle 

discipline nell’area della genetica, tra cui quella dell’evoluzione molecolare. 

In poco tempo abbiamo assistito a un notevole incremento del numero di 

sequenze di DNA o proteine depositate in GenBank che ha di fatto ampliato le 

nostre conoscenze sulle relazioni di “parentela” fra i vari organismi. 

L’analisi delle sequenze del gene 16S rDNA ha consentito di dividere i batteri 

azotofissatori simbionti in nove gruppi o cluster filogenetici distinti (Fig.9), ed è 

interessante il fatto che all’interno dei diversi gruppi siano presenti specie 

batteriche non simbiotiche e non azotofissatrici come ad esempio 

Rodhopseudomonas palustris all’interno del gruppo comprendente 

Bradyrhizobium japonicum, e Aminobacter aminovorans nel cluster 

comprendente Mesorhizobium spp. (Wang et Al., 2000). 
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Figura 9: Divisione dei batteri azotofissatori simbionti in nove gruppi o cluster filogenetici 

distinti. 
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Il primo gruppo comprende specie del genere Rhizobium e Allorhizobium, 

ognuno dei quali include simbionti di varie leguminose, insieme specie non 

simbiotiche (genere Agrobacterium ecc..). 

Il secondo gruppo, strettamente correlato con il precedente, è costituito dalle 

specie appartenenti al genere Ensifer (Sinorhizobium) mentre il terzo contiene 

specie simbiotiche appartenenti al del genere Mesorhizobium, e non 

simbiontiche appartenenti ai generi Aminobacter e Pseudaminobacter.  

Specie azotofissatrici simbiotiche del genere Bradyrhizobium e Blastobacter 

denitrificans costituiscono il gruppo 4 assieme a vari non simbionti 

appartenenti a generi diversi . 

Il gruppo 5 comprende specie del genere Methylobacterium, di cui alcune sono 

risultate capaci di simbiosi azotofissatrici con diverse specie di leguminose 

(Jourand et al.,2004) mentre il gruppo 6 comprende specie del genere 

Azorhizobium, con la specie A. caulinodans che forma noduli nel fusto della 

pianta, e specie non simbiotiche dei generi Xanthobacter e Aquabacter. 

Nel gruppo 7 si trova la specie simbiotica Devosia neptuniae insieme a specie di 

Devosia non simbionti mentre i gruppi 8 e 9 infine comprendono specie 

batteriche simbiotiche e non, appartenenti rispettivamente ai generi 

Burkholderia e Ralstonia ed alla classe dei β-proteobatteri . 

L’attuale tassonomia rizobica basata sulle sequenze del gene 16S rDNA non 

riflette in tanti casi le caratteristiche simbiotiche dei microsimbionti batterici.  

Si consideri, per esempio, lo studio di Laguerre et al.,(2001)che riporta il caso di 

rizobi che nodulano il fagiolo comune (Phaseolus vulgaris): in base alle analisi 

della sequenza del gene 16S rRNA le diverse specie rizobiche sono state 
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collocate in diversi generi mentre in base all’analisi dei geni nodC e nifH i 

microsimbionti sono risultati essere più strettamente correlati.  

La localizzazione su elementi trasmissibili, come i plasmidi (molecole di DNA a 

doppio filamento in grado di replicarsi in maniera indipendente dal cromosoma 

della cellula), trovati ad esempio in Rhizobium sp, Ensifer sp. e Mesorhizobium 

huakuii (Xu e Murooka 1995; Zou et al. 1997), o in isole cromosomiche 

simbiotiche, come in  Mesorhizobium loti (Sullivan et al. 2002), faciliterebbero 

il trasferimento genico laterale che spiegherebbe tali incongruenze filogenetiche 

tra geni sym (simbiotici) e i geni housekeeping. 

È interessante notare come la maggior parte dei geni coinvolti nella nodulazione 

e nella fissazione dell'azoto, abbiano un contenuto in G+C significativamente 

inferiore al contenuto medio presente nella rimanente parte dei genomi  

rizobici. Questo farebbe supporre un’origine esterna dalle Rhizobiaceae di tali 

geni. 

I prodotti dei geni nodC appartengono ad una grande classe di glucosil-

transferasi batteriche, molte delle quali possono incorporare N-acetil 

glucosamina nei polisaccaridi della parete cellulare. Inoltre, il peptidoglicano 

della parete batterica è composto da una catena di N-acetilglucosamina 

(GlcNAc) e acido N-acetilmuramico, alternati e uniti fra loro da legami 

glicosidici β (1-4). 

È dunque possibile che una proteina NodC-simile si sia evoluta da tale enzima 

batterico. La funzione insolita del nodA invece, rende più difficile ipotizzarne 

l’origine: l’aciltransferasi, codificata da questo gene, aggiunge una catena acilica 

ad un polisaccaride preformato, e non durante l’allungamento come in quasi 

http://it.wikipedia.org/wiki/N-acetilglucosamina
http://it.wikipedia.org/wiki/Acido_N-acetilmuramico
http://it.wikipedia.org/wiki/Legame_glicosidico
http://it.wikipedia.org/wiki/Legame_glicosidico
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tutti i batteri. Inoltre, proteine NodA-simili finora sono state trovate solo in 

rizobi, nè sono state individuate proteine correlate nel database delle ricerche.  

La somiglianza tra la chitina sintetasi dei funghi e i nodC incoraggia un’ipotesi 

alternativa, che vedrebbe acquisiti dai funghi i geni chiave per la nodulazione 

dei rizobatteri.  

In linea con tale ipotesi, è interessante notare che alcuni funghi contengono 

batteri endosimbiontici, ma ancora più significativo appare lo studio di Minerdi 

(et al.2001) che isolò da un fungo  endomicorrizico, capace di infettare le radici 

con alcuni passaggi comuni ai rizobi, un ceppo di Burkholderia, dotato di geni 

per l’azotofissazione. 

Tuttavia, i Burkholderia hanno un contenuto G+C simile ai rizobi, e non più 

basso, per il quale è improbabile che siano la fonte dei geni della simbiosi. 

I geni nod costituiscono la caratteristica più peculiare del genoma dei rizobi. 

Anche se è ampiamente riconosciuto che la filogenesi basata su geni 

housekeeping è necessaria per stabilire una tassonomia biologicamente 

significativa dei rizobi, la definizione adeguata della gamma degli ospiti vegetali 

dovrebbe prendere in considerazione la diversità dei geni sym, piuttosto che la 

diversità delle specie che li possiedono. 

 

5. Rilevanza ambientale della simbiosi rizobi-leguminose e 

implicazioni pratiche 

Nella regione del mediterraneo la minaccia antropica ambientale ha assunto 

una dimensione preoccupante, a causa di condizioni bio-climatiche limitanti che 

fanno sì che i sistemi naturali siano fragili ed a rigenerazione lenta. 
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Alle caratteristiche semiaride del clima si aggiunge una scarsa disponibilità di 

elementi nutritivi come l’N e il P (Forti et al. 2006). 

L’equilibrio biologico del suolo (Barea e Jeffries, 1995), è principalmente 

regolato dall'attività delle comunità microbiche a livello rizosferico, per cui le 

associazioni simbiotiche azotofissatrici sono rilevanti per i sistemi sostenibili 

(Olivares et al, 1988; Danso et al, 1992), assumendo la valenza di possibili 

strumenti di gestione (Bethlenfalvay e Linderman, 1992). 

Negli ecosistemi mediterranei le leguminose arbustive, ed in particolare le 

specie autoctone, rivestono una particolare importanza (Valladares et al. 2002), 

per la loro tolleranza a condizioni ambientali estreme quali la salinità, siccità e 

alte temperature. 

Lo spiccato pionierismo di queste specie è legato alla capacità di instaurare 

simbiosi rizobiche azotofissatrici per le quali divengono una fonte di ingresso di 

N nell’ecosistema (Barea et al, 1992) e componenti chiave nelle successione 

naturali (Azco´ e Barea. 1997;. Francis e Thornes. 1990; Herrera et al, 1993; 

Morgan, et al, 1990). 

Tali leguminose, insediandosi, costituiscono delle “isole di fertilità” dove altre 

specie non riuscirebbero ad affermarsi (Pugnaire et al. 1996); sono state 

impiegate con successo in progetti di rivegetazione e ripristino di ecosistemi 

degradati e aridi (Herrera et al 93; Forti et al 2006; de Andrès et al 2007; Villar-

salvador et al 2008). 

Da diversi studi condotti (ad esempio: Quatrini et al, 2002; Requena et al, 2001) 

sembra che la gestione appropriata del binomio microsimbionte-leguminosa 

possa contribuire alla promozione ed alla stabilizzazione di un ecosistema 

autosufficiente (Barea e Jeffries, 1995). 
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Scopo del lavoro 

 

Le leguminose (famiglia Fabaceae) sono un clade estremamente variegato, ed 

esiste un notevole potenziale per la diversità tra i rizobi che le nodulano. 

Tuttavia, ben poco di questo potenziale è stato esaminato in dettaglio, 

soprattutto in relazione a specie arbustive in ambiente mediterraneo. 

Scopo di questo lavoro è stato quello di approfondire le ricerche sulla 

biodiversità insita nei batteri azotofissatori simbionti, associati a diverse 

leguminose arbustive dell’Isola, mediante identificazione e caratterizzazione 

genotipica e fisiologico. 

Più specificamente gli obiettivi del lavoro possono essere così schematizzati: 

 Creare una collezione di stipiti batterici da noduli di diverse specie arbustive. 

raccolte in differenti aree della Sardegna; 

 Caratterizzare genotipicamente i rizobi isolati mediante analisi delle 

sequenze nucleotidiche di alcuni dei principali geni coinvolti nel processo di 

simbiosi. 

 Valutare le proprietà simbiotiche degli isolati sui rispettivi ospiti vegetali. 

 Definire le caratteristiche fisiologiche degli stipiti isolati mediante Microplate 

GenIII BiologTM.  

 Individuare le migliori accessioni pianta-microrganismo in termini di 

produzione di biomassa. 
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Materiali e Metodi 

 

1.Campionamento e autenticazione rizobi 

Raccolta dei noduli radicali  

I noduli radicali sono stati prelevati da diverse specie di leguminose arbustive 

presenti in differenti siti del territorio isolano (Sardegna). In particolare sono 

stati prelevati dalle seguenti specie: Genista sardoa Valsecchi, Astragalus 

terracianoi Valsecchi, Coronilla valentina L., Cytisus villosus Pourret. Nella 

tabellaX sono stati riportati alcuni dettagli relativi ai siti di campionamento di 

ciascuna specie vegetale. 

Dalle specie suddette è stato anche raccolto un numero variabile di semi.  

 

Campione Coordinate Località Comune Alt. m.s.l.m. Substrato

Astragalus terraccianoi  Vals. 41°04'22.14"N; 8°16'23.89"E Campu Perdu-Asinara P. Torres 20 Metamorfiti

Coronilla valentina L. 40°22'29.14"N; 9°38'08.55"E Monte Tuttavista Galtellì 520 Calcare mesoz.

Genista sardoa Vals. 40°38'06.01"N; 8°11'06.16"E Cala Viola Alghero 30 Arenarie viola

Cytisus villosus Pourret NR           Sas Murtas Orani 550        Graniti

Tabella 2: Ubicazione dei siti di campionamento e substrato pedologico. 

 

Disinfezione dei noduli e isolamento dei rizobi 

Tutti i noduli portati in laboratorio sono stati disinfettati esternamente 

mediante immersione in etanolo al 70% v/v per 2 minuti e successivamente in 

ipoclorito di sodio al 4% per 4 minuti; quindi sono stati sciacquati in acqua 

distillata sterile (6 lavaggi) per allontanare eventuali residui dei disinfettanti. I 

noduli così trattati sono stati schiacciati singolarmente con un’ansa di vetro 

all’interno di provette contenenti 0,3 ml di acqua distillata sterile.  
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La sospensione ottenuta è stata inoculata su piastre contenenti il terreno di 

coltura YMA (Yeast Mannitol Agar; Somasegaran e Hoben, 1994) e incubata in 

aerobiosi a 28°C fino a completo sviluppo delle colonie batteriche. Queste sono 

state purificate fino ad ottenimento delle colture pure le quali sono state 

conservate a -80°C in criocolture contenenti terreno liquido YM al 25% di 

glicerolo(glicerolo all’80%). 

 

Preparazione dell’inoculo 

Ottenute le colture pure, è stata preparata la sospensione rizobica per l’inoculo, 

miscelando un’aliquota di ciascuna coltura pura in 5 ml di terreno liquido YM. 

Tale sospensione è stata tenuta in agitazione a 150 rpm e a 28°C fino al 

raggiungimento di una densità ottica a 595 nm pari a 1,5 (circa 1,5 x 109 cell/ml). 

 

Preparazione delle piantine. 

Per ciascuna delle specie vegetali in esame, sui semi, sono state realizzate 

diverse prove di scarificazione, per ottenere una germinazione omogenea, e di 

disinfezione per ottenere semi liberi da contaminanti. 

Il protocollo messo a punto ha previsto una scarificazione meccanica dei semi 

mediante carta abrasiva, precedentemente sterilizzata, mentre per la successiva 

disinfezione si è proceduto nel modo seguente: 

 immersione in etanolo al 80% per 2 minuti; 

 immersione in ipoclorito di sodio (4% di cloro attivo) per 6 minuti; 

 6 lavaggi in acqua distillata sterile di 10 secondi circa ciascuno; 
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 imbibizione per 1-2 ore nell’ultima acqua di lavaggio. 

Successivamente i semi sono stati posti a pre-germinare all’interno di capsule 

contenenti acqua-agar all’1% sterile (Fig.10) e, sopra ogni seme, dispensati 0,2 

ml di acqua distillata sterile. 

La germinazione è avvenuta al buio a 22°C. 

 

Figura 10: Pre-germinazione dei semi in capsule. 

 

All’emissione della radichetta i semi sono stati trasferiti, in cappa sterile, 

all’interno di tubi in vetro 18x2,5 cm (1 piantina per tubo) munite di tappo di 

cotone e contenenti terreno nutritivo di Fahraeus agarizzato (1,5% p/v agar), 

(Tabella 3). La parte inferiore della provetta è stata coperta con fogli di 

alluminio per evitare che la radiazione solare diretta potesse influenzare 

negativamente lo sviluppo dell’apparato radicale ed il processo di infezione. 

 

Soluzione Fahareus  g/l Soluzione micronutrienti g/l

CaCl2                                              0,1 g H3BO3                                        2,86 g

MgSO4
. 7H20                             0,12 g MnSO4

. 4H2O                          2,03 g

KH2PO4                                         0,1 g ZnSO4
. 7H2O                            0,22 g

Na2HPO4
. 2H2O                       0,15 g CuSO4

. 5H2O                           0,08 g

Citrato ferrico                      0,005 g Na2MoO4
. 2H2O                     0,14 g

Soluz. microelementi           1 ml   

Tabella 3: Composizione chimica delle soluzioni di Fahareus e dei micronutrienti. 
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Allevamento delle piantine inoculate e autenticazione degli isolati 

Dopo 3-4 giorni, dal trasferimento nei tubi (Fig.11), le piantine sono state 

inoculate separatamente con aliquote pari a 1 ml della cultura rizobica. Ogni 

ceppo batterico è stato inoculato su due piantine e nello stesso esperimento 

sono state allestiti dei tubi con piantine di controllo non inoculate. 

 

                                       

Figura 11: Tubi contenenti i trapianti. 

 

 

All’interno dei tubi è stato quindi inserito un tubicino in vetro, 

(precedentemente sterilizzato in autoclave), chiuso con del cotone sterile. 

all’estremità libera, per l’irrigazione delle piantine. La superficie libera del 

terreno agarizzato è stata dunque coperta mediante l’aggiunta di uno strato di 

sabbia ed uno di perlite sterili di 1 cm circa ciascuno per evitare rischi di 

contaminazioni (Fig.12). 

Le piante sono state allevate in laboratorio per 10 settimane a temperatura 

ambiente e irrigate settimanalmente con 1ml della soluzione di Fahraeus sterile 

e, quando necessaria, dell’acqua deionizzata sterile.  
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Figura 12: Prove di crescita 

 

Al termine delle 10 settimane le piantine sono state rimosse dai tubi e le 

capacità infettive sono state valutate attraverso il numero di noduli presenti 

sull’apparato radicale. 

I noduli sono stati contati, prelevati e disinfettati, secondo il protocollo già 

descritto. 

 

2. Identificazione e caratterizzazione genotipica 

L’identificazione dei diversi isolati è stata realizzata mediante amplificazione 

(PCR) e sequenziamento parziale del gene 16S rDNA mentre la caratterizzazione 

molecolare è stata realizzata mediante amplificazione e sequenziamento di parte 

dei geni nodA, nodC e nifH. 

 

Preparazione del templato per la 16S rDNA PCR 

Aliquote (1,5 ml) di colture in fase esponenziale di crescita, sviluppatesi in YM 

broth a 130 rpm e temperatura di 28°C, sono state centrifugate a 10.000 rpm 

per 5’. Eliminato il surnatante, il pellet è stato risospeso in 15 µL di acqua 
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deionizzata sterile e successivamente sottoposto a diversi cicli alternati di 

caldo/freddo per favorire la lisi cellulare. 

In particolare, il protocollo utilizzato è stato il seguente: 

 65° C per 10’; 

 10’ microonde media potenza; 

 -80°C per 15’ seguiti da 10’ a 65°C (x2 cicli). 

Il campione è stato quindi risospeso in 100 µL di acqua deionizzata sterile, 

centrifugato a 10.000 rpm per 5’, e 85 µL di surnatante sono stati recuperati e 

conservati a -20°C. 

La concentrazione del DNA presente in ogni campione è stata determinata 

tramite spettrofotometro. Aliquote sono state utilizzate come templato nelle 

reazioni di PCR. 

 

Amplificazione del gene 16S rDNA 

Un frammento di circa 1300 bp del gene 16S rDNA è stato amplificato usando il 

primer forward Fd-1 (5’ AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG  3’) e il primer reverse 

Rp-2 (5’ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT  3’) (Nuswantara et Al., 1999). 

 

Amplificazione parziale dei geni nodA, nodC e nifH 

Per l’amplificazione di un frammento di circa 670 bp del gene nodA sono stati 

usati il primer forward nodA-1 (5’TGC RGT GGA ARN TRN NCT GGG AAA 3’) e 

il reverse nodA-2 (5’GGN CCG TCR TRA AWG TCA RGT A 3’) (Haukka, 1997). 



40 
Dr.ssa Antonella Loi 
Caratterizzazione fenotipica e molecolare di batteri azotofissatori simbionti associati a leguminose arbustive della Sardegna. 
Tesi di dottorato in “Monitoraggio e Controllo degli Ecosistemi Forestali in Ambiente Mediterraneo” 

Università degli Studi di Sassari 

Un frammento di circa 930 bp del gene nodC è stato invece amplificato usando 

il forwar nodCF (5’AYG THG TYG AYG ACG GTT C 3’) ed il reverse nodCI (5’ 

CGY GAC AGC CAN TCK CTA TTG 3’). Un frammento di circa 870 bp del gene 

nifH è stato ottenuto con i primer nifHF (5’ TAC GGN AAR GGS GGN ATC GGC 

AA 3’) e nifHI (5’AGC ATG TCY TCS AGY TCN TCC A 3’) (Laguerre et Al 2001 ). 

Per tutte le reazioni di amplificazione il mix di reazione, del volume di 35 µl, 

conteneva 1 µl di sospensione cellulare, 22,975 µl di H2O MilliQ sterile, 7 µl di 

5X Green GoTaq® Flexi Buffer, 2,1 µl di MgCl2 (25mM), 0,35 µl di dNTPs 

(25mM), 0,7 µl di ciascun primer 20pM, 0,175 µl di GoTaq® Flexi (5U/ µl). 

I protocolli utilizzati nelle reazioni di PCR sono riportate nelle tabelle 

4.(a,b,c,d). 

 Temp. (°C) Tempo (min) Cicli  Temp. (°C) Tempo (min) Cicli  Temp. (°C) Tempo (min) Cicli  Temp. (°C) Tempo (min) Cicli

95°C 3' 1 95°C 5' 1 95°C 5' 1 95°C 2' 1

95°C 1'30" 94°C 45" 94°C 1' 95°C 1'30"

56°C 0'30" 35 49°C 1' 35 55°C 1' 35 57°C 0'30" 35

72°C 1'30" 72°C 2' 72°C 2' 72°C 1'30"

72°C 15' 1 72°C 5' 1 72°C 5' 1 72°C 10' 1

15°C α 15°C α 15°C α 15°C α

PCR-nodC
CICLO

PCR-nifH
CICLO

PCR-16S
CICLO

PCR-nodA
CICLO

 

Tabelle 4a,4b,4c,4d: Protocolli utilizzati nelle reazioni di PCR. 

 

Tutti i prodotti di PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di agarosio 

all’1% in TBE (89 mM Tris-borato, 2 mM EDTA, pH 8.3). 

Per alcuni isolati la reazione di PCR è stata ottimizzata testando diverse 

concentrazioni di MgCl2 (da 1,5 a 2,5 mM ) e diverse temperature di annealing. 

La purificazione dei frammenti amplificati è stata fatta mediante MinElute Pcr 

Purification Kit (QIAGEN). 

Il sequenziamento è stato fatto presso una ditta esterna specializzata. 
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Nei casi in cui sono state ottenute delle bande multiple, i prodotti di 

amplificazione sono stati caricati in un gel al 2% di agarosio in TBE per favorire 

la completa separazione dei diversi frammenti. Le bande sono state estratte da 

gel mediante “QIAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN) e sequenziate. 

 

Analisi filogenetica delle sequenze nucleotidiche 

Tutte le sequenze sono state elaborate utilizzando Gene Tool-Lite mentre le 

analisi di similarità sono state condotte mediante confronto con le sequenze 

presenti in GenBank utilizzando l’algoritmo BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool). 

Per l'analisi filogenetica le sequenze ottenute, quelle maggiormente correlate 

presenti in GenBank e quelle di diversi ceppi tipo sono state allineate usando il 

programma ClustalW. Le distanze filogenetiche tra le sequenze sono state 

calcolate utilizzando il software MEGA versione 4.0 in base al modello di 

“Kimura a 2 parametri”. L'analisi Bootstrap (1000 replicati) è stata utilizzata per 

verificare l’accuratezza dell’analisi filogenetica e gli alberi filogenetici sono stati 

costruiti utilizzando l’algoritmo Neighbor-Joining. 

 

3. Caratterizzazione simbiotica dei ceppi rizobici 

Preparazione vasi per la crescita delle piantine 

Per la crescita delle piantine sono stati preparati dei vasi in vetro, della capienza 

di 1Kg, riempiti con sabbia silicea mista a perlite nel rapporto di 2:1, fino a 2/3 
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della loro capienza, chiusi con tappi di carta e sottoposti a due cicli di 

sterilizzazione a121°C per 15’, distanziati nel tempo di 48 h. 

Trapianto, inoculo e crescita delle piante 

Le giovani plantule,che presentavano radichette con dimensioni di 0,5-1 cm 

(vedi protocollo già descritto in precedenza per le prove di autenticazione), sono 

state trapiantate asetticamente all’interno dei vasi, ad una profondità di circa 1 

cm. 

Sono state posizionate 8-10 plantule/vaso, in posizioni diametralmente opposte 

e ben distanziate. 

Dopo il trapianto i vasi sono stati nuovamente chiusi con il tappo di carta sterile 

e la parte inferiore è stata coperta con cartoncino scuro per evitare che la 

radiazione solare diretta potesse influenzare negativamente lo sviluppo 

dell’apparato radicale ed il processo di infezione. 

Dopo 2-4 giorni, ovvero all’emissione dei cotiledoni, si è proceduto ad inoculare 

in ciascun vaso un singolo ceppo, dispensando 1 ml della sospensione rizobica in 

prossimità di ogni piantina presente. Tale procedimento è stato eseguito in 

triplo. 

Nell’esperimento sono state comprese piantine di controllo non inoculate. 

Successivamente, nella parte centrale del vaso, è stato disposto un tubo in pvc di 

10-15 cm di altezza e di 1-2 cm di diametro, provvisto di tappo di cotone sterile, 

per l’irrigazione delle piantine. I tubi sono stati precedentemente sterilizzati 

mediante immersione in ipoclorito di sodio al 4% per 48 ore e successivamente 

lavati in acqua sterile prima dell’uso. 
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Tale sistema ha permesso un’irrigazione del vaso senza il rischio di lisciviare 

eventuali contaminanti. 

Inoltre, per evitare contaminazioni esterne del vaso, tutta la superficie esposta 

del terreno è stata poi coperta con uno strato di sabbia ed uno strato di perlite 

sterili, per uno spessore complessivo di circa 2 cm (Fig.13). 

 

                                                      

Figura 13: Preparazione dei vasi. 

 

Nella Tabella 5 sono riportati i ceppi testati: 

                             

Pianta Ospite Ceppo inoculato Pianta Ospite Ceppo inoculato

Genista sardoa 

Valsecchi

Coronilla valentina L.

Sard2 Cor96

Sard5 Cor98

Sard 9 Cor102

Sard17 Cor104

Sard18

Astragalus terracini 

Valsecchi

Citisus Villosus 

Pourret

Astr53 Cit15

Astr54 Cit26

Astr56 Cit27

Astr59

Astr60

Astr63

Astr65  

Tabella 5:Piantine ospite con i relativi ceppi inoculati.  
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Dopo l’inoculazione, le piantine sono state fatte crescere in laboratorio, in 

condizioni naturali di illuminazione, per 12 settimane durante le quali è stata 

loro dispensata acqua deionizzata sterile ogni 15 giorni, e settimanalmente la 

soluzione nutritiva di Fahraeus in ragione di 20 ml/vaso. 

                                                       

Figura 14: Crescita delle piantine. 

 

Valutazione proprietà simbiotiche 

Dopo le 12 settimane le piantine sono state estratte dai vasi e le radici ripulite 

dai residui terrosi attraverso lavaggio con acqua deionizzata sterile. 

                                                      

Figura 15:Lavaggio in acqua delle radici. 
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Per ogni piantina è stata misurata l’altezza totale a partire dal colletto (Fig.16), 

ed è stata verificata la presenza di noduli, la morfologia, il loro numero e la 

dimensione media.  

                                         

Figura 16: Misurazione delle piantine a partire dal colletto. 

 

Le piantine sono state quindi recise a livello del colletto (Fig. 17) e, per stimare 

le capacità di azotofissazione, è stato determinato il peso secco della parte aerea, 

dopo essiccazione in stufa a 75°C per 72 h. Tale peso è stato confrontato con 

quello delle piante di controllo non inoculate. 

 

                                        

Figura 17: Taglio della parte epigea. 

 

Tutti i dati sono stati sottoposti ad analisi della varianza (One-way ANOVA) ed 

in presenza di valori significativi di P (P<0,05) le differenze tra i diversi 
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trattamenti sono state indagate mediante “Least Significant Difference test” di 

Fisher (LSD, P<0,05). Tutti i dati sono stati analizzati con il software NCSS 

(Number Cruncher Statistical System, Kaysville, UT, USA) per Windows. 

 

4. Caratterizzazione fenotipica dei ceppi rizobici mediante 

Microplate GenIII BiologTM 

Per ciascun ceppo è stato ottenuto un profilo fisiologico mediante Microplate 

GenIII BiologTM. Il test consente di testare la capacità dei microrganismi di 

metabolizzare diverse sostanze organiche oltre a determinare altre importanti 

proprietà fenotipiche come ad esempio la capacità di crescita a diversi valori di 

pH, di concentrazione salina, di potere riducente nonché la resistenza a diversi 

antibiotici. 

L’utilizzo dei substrati da parte dei microrganismi è accompagnato dalla 

riduzione di un indicatore redox (sale di tetrazolio) la cui riduzione è pertanto 

indicativa delle capacità cataboliche del microorganismo nei confronti dello 

specifico substrato (Bochner, 1989a, 1989b). 

Più precisamente, i ceppi sono stati caratterizzati mediante 94 prove 

fenotipiche: 71 saggi di utilizzo di fonti di carbonio e 23 saggi di sensibilità. 

Nella figura 18 sono indicati sinteticamente i substrati e i test biochimici 

presenti nella piastra. 
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Figura 18: Microplate GenIII BiologTM : Zuccheri – Esoso fosfati – Amminoacidi – Acidi esosi – 

Acidi carbossilici, esteri, acidi grassi – Test di sensibilità. 

 

Inoculo ed incubazione delle piastre 

Le piastre sono state inoculate in ragione di 100 µl per pozzetto, con una 

sospensione microbica ottenuta prelevando una singola colonia batterica da una 

piastra Petri contenente una coltura pura del ceppo da testare. Tale colonia è 

stata sospesa all’interno di una provetta contenente del liquido di inoculazione 

specifico per i microrganismi aerobi. Dopodichè sono state messe ad incubare, 

secondo specifico protocollo, a 28°C. Le piastre sono state lette per mezzo di un 

lettore per micropiastre (Emax) a 590nm alle 24 ore di incubazione. 

Quando alle 24 ore di incubazione il profilo catabolico, risultava non ancora 

definito (eccesso di pozzetti borderline), la stessa è proseguita sino alle 48 ore. 
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I ceppi analizzati al Biolog Tm sono stati i seguenti: 

-Astr53, Astr54, Astr59 e Astr65; 

-Cit15, Cit21, Cit25, Cit26, Cit27 e Cit28, 

-Sard5. 
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Risultati e discussione 

 

1.Campionamento e autenticazione rizobi 

Un numero complessivo di 78 isolati è stato ottenuto a partire dai noduli da 4 

specie di leguminose arbustive. 

Nello specifico, 15 isolati da Astragalus terracianoi, 16 isolati da Coronilla 

valentina, 17 isolati da Genista sardoa e 30 isolati da Cytisus villosus. 

Le prove di reinoculo su piantine dei rispettivi ospiti vegetali hanno permesso di 

fare un primo screening in seguito al quale è stato selezionato un numero più 

ristretto di batteri, autenticati come rizobi. 

La collezione ottenuta è definita dai seguenti ceppi batterici: 

  12 isolati da Astragalus terracianoi: Astr53, Astr54, Astr55, Astr56, Astr57, 

Astr58, Astr59, Astr60, Astr61, Astr63, Astr64 e Astr65. 

 4 isolati da Coronilla valentina: Cor96, Cor98, Cor102 e Cor104 

 6 isolati da Genista sardoa: Sard2, Sard5, Sard9, Sard17 e Sard22 

 12 isolati da Cytisus villosus: Cit7, Cit15, Cit17, Cit19, Cit21, Cit22, Cit24, 

Cit25, Cit26, Cit27, Cit28 e Cit29. 

I sopraelencati ceppi batterici sono stati quindi caratterizzati sotto il profilo 

molecolare e fenotipico. 
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2. Identificazione e caratterizzazione genotipica 

Identificazione e filogenesi dei batteri azotofissatori simbionti associati ad 

Astragalus terracianoi 

Le sequenze del gene 16S rDNA relative ai batteri isolati dai noduli radicali di 

Astragalus terracianoi sono state utilizzate per l’identificazione molecolare dei 

diversi stipiti mediante ricerca in GenBank delle sequenze più simili. La ricerca, 

realizzata mediante l’utilizzo dell’algoritmo BLAST, ha rivelato che le sequenze 

di tutti gli isolati da A. terracianoi presentavano una significativa similarità 

solamente con quelle relative a diverse specie ed isolati appartenenti al genere 

Mesorhizobium suggerendo dunque l’affiliazione degli isolati al suddetto 

genere. L’analisi filogenetica (Fig. 19) ha mostrato come tutti i ceppi in esame 

trovino collocazione all’interno del genere Mesorhizobium, confermandone 

dunque l’appartenenza. La presenza di alcune sequenze pressoché identiche 

(Astr53, Astr55, Astr57, Astr58, Astr63, Astr64, Astr65) e relative a batteri 

isolati da noduli di piante differenti di A. terracianoi appare interessante in 

quanto sembrerebbe suggerire l’esistenza nel sito di isolamento (presente 

all’interno del Parco Naturale dell’Asinara) di una popolazione rizobica 

prevalentemente clonale derivante da un ceppo dominante con caratteristiche 

competitive superiori. Altro aspetto rilevante da evidenziare è la distribuzione 

delle sequenze in esame rispetto a quelle utilizzate nell’analisi. In particolare, i 

ceppi isolati da A. terracianoi non appaiono raggruppati in un unico cluster ma 

al contrario essi risultano distribuiti in due rami ben distinti dell’albero 

filogenetico e di conseguenza diversamente correlati alle differenti specie di 

Mesorhizobium. I ceppi Astr53, Astr55, Astr57, Astr58, Astr63, Astr64, Astr65, 

Astr60 e Astr61, tutti raggruppati all’interno dello stesso cluster, presentano 
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sequenze del 16S rDNA tra loro simili (86%-98% similarità) e correlate con 

quelle delle specie M. opportunistum, M. huakuii, M. septentrionale e M. 

amorphae. A questo proposito è interessante osservare la maggior similitudine 

degli isolati da A. terracianoi con M. opportunistum, una specie di 

Mesorhizobium non in grado di fissare l’azoto atmosferico ed associata alla 

leguminosa erbacea Biserrula pelecinus (Nandasena et al., 2009). Al contrario, i 

ceppi tipo di M. huakuii e M. septentrionale, specie associate rispettivamente ad 

Astragalus sinicus e A. adsurgens, sono risultati più distanti rispetto agli isolati 

in esame. Le sequenze del 16S rDNA dei ceppi Astr59 e 54 sono state 

raggruppate all’interno di un secondo cluster ben separato dal precedente. Il 

ceppo Astr 59 è risultato molto affine a M. caraganae CCBAU11299 (identità di 

sequenza del 92%) mentre Astr54 è apparso significativamente affine al ceppo 

M. tianshanense CCBAU01473 (identità di sequenza del 91%). E’ interessante 

osservare come entrambi i ceppi di Mesorhizobium siano stati isolati da specie 

di Caragana presenti in differenti regioni della Cina (Guan et al., 2008; Lu et 

al., 2009). Questi risultati suggeriscono la presenza di due o più specie di 

Mesorhizobium associate ad A. terracianoi e la sostanziale distanza dei ceppi 

inclusi nel primo cluster, dalla specie più affine M. opportunistum , è possibile 

osservare che gli stipiti batterici isolati dai noduli radicali di A. terracianoi  sono 

associati al genere Mesorhizobium, così come riportato per altri isolati dai 

noduli radicali di specie di Astragalus differenti (Wdowiak-Wrobel et al., 2010; 

Gao, J.-L. et al 2004). 

La sostanziale similitudine delle sequenze del gene 16S rDNA di diversi isolati 

con quelle di differenti specie appartenenti al genere Mesorhizobium suggerisce 
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inoltre una certa promiscuità di A. terracianoi con specie appartenenti al 

suddetto genere. 

Tuttavia il rapporto tra Astragalus e microsimbionti del genere Mesorhizobium 

non è certo esclusivo. 

Da una ricerca svoltasi in Cina, è infatti emerso che Rhizobium e 

Mesorhizobium siano i principali simbionti di Astragalus nelle zone temperate 

e subtropicali, mentre Sinorhizobium e Bradyrhizobium rivestano 

occasionalmente il ruolo si simbionti (Zhao et al, 2008). Inoltre specie di 

Rhizobium sono state isolate anche da noduli di Astragalus nel sud della Tunisia 

(Zakhia . et al 2004 ). 
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Figura 19: Albero filogenetico basato sul gene 16S relativo ad Astragalus terracianoi 
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Analisi delle sequenze dei geni nod e nifH nei mesorizobi isolati da A. 

terracianoi 

Un frammento di DNA di circa 670 bp, contenente parte del gene nodA, è stato 

amplificato mediante PCR e sequenziato in tutti gli stipiti batterici isolati da A. 

terracianoi mentre un frammento di circa 930 bp, contenente parte del gene 

nodC, è stato amplificato e sequenziato per 10 ceppi (tutti tranne Astr54 e 

Astr59). 

Le sequenze del gene nodA della maggior parte degli isolati (Astr55, Astr56, 

Astr57, Astr60, Astr61, Astr63, Astr64 e Astr65) sono risultate identiche (98%-

100% di similarità) mentre l’analisi filogenetica (Fig. 20) ha permesso di 

collocare tutti gli isolati da A. terracianoi in due cluster distinti con l’esclusione 

del ceppo Astr59. Gli 8 ceppi summenzionati sono stati raggruppati in un 

cluster che presentava una elevata similarità di sequenza del gene nodA con 

quella relativa a Astr53, Astr58 (entrambi presenti in un cluster assieme a 

Astr54; (88%-89% di similarità), Astr54 (89-91%% di similarità), M. ciceri 

WSM1271 (64%-74% di similarità), Mesorhizobium sp. ACMP18, isolato da 

Astragalus in Polonia, (43%-53% di similarità). Tutte le altre sequenze incluse 

nell’analisi hanno mostrato una scarsa correlazione con i ceppi in esame. Anche 

in questo caso, così come già evidenziato dall’analisi filogenetica del gene 16S 

rDNA, le sequenze di nodA sembrano indicare una sostanziale similarità tra 

alcuni isolati da A. terracianoi ed i mesorizobi isolati da Biserrula pelecinus. Le 

sequenze di nodA relative ai ceppi Astr54 ma soprattutto Astr59 sono apparse le 

più dissimili rispetto a quelle di tutti gli altri isolati supportando l’ipotesi che 

diverse specie o biovar di Mesorhizobium possano essere associate ad A. 

terracianoi presente in Sardegna.  
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Figura 20: Albero filogenetico basato sul gene nodA relativo ad Astragalus terracianoi 
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L’analisi delle sequenze del gene nodC ha restituito una divisione dei ceppi 

pressoché identica a quella ottenuta dall’analisi di nodA: 8 isolati (Astr55, 

Astr56, Astr57, Astr60, Astr61, Astr63, Astr64 e Astr65) costituiscono un 

gruppo distinto da Astr53 e Astr58 con i quali comunque mantengono 
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un’elevata similarità (90-93%). Tutti i ceppi sono correlati a specie di 

Mesorhizobium, per lo più isolate da Cicer arietinum in Spagna e Marocco, 

(75%-78% di identità di sequenza) e con il Mesorhizobium sp. CIAM0210 (75%-

80%), isolato da Astragalus cicer. %). Tutti i ceppi presentano sequenze del 

gene nodC ampiamente correlate a quelle di mesorizobi, per lo più isolati da 

Cicer arietinum in Spagna e Marocco, (75%-78% di identità di sequenza) e con il 

Mesorhizobium sp. CIAM0210 (75%-80%), isolato da Astragalus cicer. 
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Figura 21: Albero filogenetico basato sul gene nodC relativo ad Astragalo terracianoi 
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Un frammento del gene nifH di 870bp è stato amplificato e sequenziato in 9 

ceppi isolati da A. terracianoi. 

Le sequenze generate sono state allineate e confrontate con quelle relative ad 

altri specie rizobiche (Fig. 22). L’analisi filogenetica ha ancora una volta 

raggruppato la maggior parte dei ceppi in un unico cluster comprendente 

Astr57, Astr58, Astr61, Astr63, Astr64 e Astr65 (100% di similarità). Le 

sequenze nifH di questi ceppi sono risultate molto simili a quelle relative a M. 

ciceri WSM1271 (88%) e Mesorhizobium sp. WSM 1283 (simbionti di Bisserrula 

pelecinus; 88% di similarità) nonché a M. septentrionale SDW014 (simbionte di 

Astragalus adsurgens 87% di similarità). Gli isolati Astr59 e Astr54 sono invece 

risultati meno affini ai precedenti con Astr59 maggiormente correlato con 

Rhizobium leguminosarum CCBAU 05086, isolato da Astragalus melilotoides 

in Cina, con una similarità di sequenza dell’88%. 
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Figura 22: Albero filogenetico basato sul gene nifH relativo ad Astragalo terracianoi 
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Identificazione e filogenesi dei batteri azotofissatori simbionti associati ad 

Cytisus villosus 

Il confronto delle sequenze parziali del gene 16S rDNA degli isolati di Cytisus 

villosus, con quelle presenti in GenBank, ha rilevato un alto grado di similarità 

(99%-100%) con diversi ceppi appartenenti al genere Bradyrhizobium e l’analisi 

filogenetica (Fig. 23) ha sostanzialmente confermato l’appartenenza degli isolati 

al suddetto genere  

L’effettiva similarità tra le sequenze degli stipiti isolati da Cytisus suggeriscono 

come nel caso di Astragalus la presenza nel sito di campionamento di un ceppo 

dominante. Considerando la posizione delle sequenze in esame rispetto a quelle 

più simili possiamo notare come esse formino 2 gruppi distinti. Il primo, 

include gli isolati Cit15, Cit17, Cit19, Cit21,Cit22, Cit24, Cit25, Cit26, Cit28 e 

Cit29: questi presentano una similarità molto alta (intorno al 99%), e sono stati 

raggruppati con specie di Bradyrhizobium isolate da ospiti vegetali diversi (per 

esempio B. japoniocum NA257 e B.liaoningense 2281 da Glicine max) presenti 

in differenti regioni geografiche, dall’Australia alla Spagna. Un particolare 

interessante è la presenza in questo gruppo di Bradyrhizobium cytisi CTWA11 

(71% di similarità), isolato anch’esso da Cytisus villosus in Marocco e 

recentemente proposto come nuova specie (Chahboune et al., 2011). 

L’isolato cit27 è simile agli altri isolati di Cytisus (91-96%), ma nella costruzione 

dell’albero filogenetico se ne allontana costituendo un gruppo distinto insieme a 

specie di B. canariense isolate in Spagna da Lupinus spp (similarità 94%), ) ed 

altri Bradyrhizobium isolati in Spagna e in Italia da diversi generi di 

leguminose della tribù Genisteae  quali Cytisus, Calicotome, Spartium e 

Genista (94% di similarità) (Rodríguez-Echevarría et al., 2003;Cardinale et al., 
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2008). Dalle analisi filogenetiche condotte emerge una certa correlazione tra i 

due gruppi di Bradyrhizobium da noi isolati e l’origine geografica: se nel primo 

gruppo la sequenza parziale del gene 16S è molto simile a quella che caratterizza 

specie batteriche associate a leguminose di diversa origine, anche non europea, 

il secondo, dove si colloca cit27, è costituito solo da batteri azotofissatori 

simbionti associati a specie “mediterranee”. 
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Figura 23: Albero filogenetico basato sul gene 16S relativo a Cytisus villosus 
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Analisi delle sequenze dei geni nod e nifH nei bradirizobi isolati da C. villosus 

L’analisi filogenetica delle sequenze parziali del gene nodC (Fig.24)ha messo in 

evidenza delle differenze tra i ceppi collocandoli in 2 gruppi distinti e correlati a 

diversi generi di rizobi. 

In particolare, il primo gruppo, costituito da cit21, cit22, cit 24, cit26 e cit28, è 

risultato maggiormente affine a specie di Bradyrhizobium per lo più isolate da 

specie arbustive molto diffuse nella penisola iberica e nel Marocco (Cytisus, 

Spartocytisus), come Bradyrhizobium CTFI410 (85%-87% di identità di 

sequenza) mentre il secondo, costituito dai ceppi cit27 e cit29, è risultato più 

affine a Mesorhizobium sp.CCBAU 13090 (94%-95% identità ) e Rhizobium 

tropici isolati in diverse regioni geografiche, con sequenze simili per un 90%-

94%. 
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Figura 24: Albero filogenetico basato sul gene nodC relativo a Cytisus villosus 
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L’analisi filogenetica del gene nifH (Fig.25) ha raggruppato tutti gli isolati in un 

unico grande cluster ben distinto rispetto a quello formato da Bradyrhizobium 

elkanii (identità 72%-78%). All’interno di questo gruppo i nostri bradirizobi, 

tutti  molto simili a ceppi isolati da Cytisus spp in Marocco (identità 92%-95%), 

mostrano comunque delle differenze, seppure in un range di identità dal 98% al 

99%. In particolare, cit15, cit19 e cit21 costituiscono un sottogruppo correlato al 

B.japonicum CTFI12 (identità 95%), isolato da C.triflorus, mentre cit17, cit22, 

cit24, cit25, cit26 e cit28 sono risultati maggiormente correlati a 

Bradyrhizobium sp CTAW11 (identità 93%) isolato da C. villosus sempre in 

Marocco. 
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Figura 25: Albero filogenetico basato sul gene nifH relativo a Cytisus villosus 
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Identificazione e filogenesi dei batteri azotofissatori simbionti associati a 

Coronilla valentina. 

Le sequenze parziali del gene 16S rDNA ottenute dagli isolati di Coronilla hanno 

rilevato un alto grado di similarità (98%-99%) con le sequenze di altri ceppi 

appartenenti al genere Mesorhizobium presenti in GenBank. L’analisi 

filogenetica (Fig.26) conferma l’affiliazione dei nostri rizobatteri al genere 

Mesorhizobium e ne evidenzia la lontananza da altri ceppi isolati da Coronilla, 

questi ultimi maggiormente correlati a Rhizobium yanglingense. 

Gli isolati da Coronilla valentina si collocano in un unico gruppo (82%-85%) 

insieme a M. albiziae CCBAU 61158, isolato in Cina da Albizia kalkora, e M. 

chacoense PR5 DSM 17287 isolato in Argentina da Prosopis alba, entrambe 

specie arboree appartenenti alla sottofamiglia Mimosoideae (tribù Mimoseae). 

Una stretta correlazione (87%-90%di identità di sequenza) esiste anche con 

Mesorhizobium sp CPS13, isolato in Spagna da Lotus corniculatus, erbacea 

perenne della stessa sottofamiglia e tribù di Coronilla (Papilionoideae, tribù 

Loteae). Filogeneticamente vicine ai nostri isolati risultano anche le specie di M. 

septentrionale (83%-86%), M. temperatum (83%-86%) e M. amorphae, 

(identità di sequenza del 80%-83%). 
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Figura 26: Albero filogenetico basato sul gene 16S relativo a Coronilla valentina 

 

 cor96

 cor102

 M. albiziae CCBAU 61158 (DQ100066)T Albizia kalkora - China

 M. chacoense PR5 DSM 17287 (NR 025411) Prosopis alba - Argentina

 cor98

 M. sp. CPS13 (FM203302) Lotus corniculatus - Spain

 M. opportunistum WSM2075 (AY601515)T

 M. chacoense PR5 (AJ278249)T

 M. amorphae ACCC 19665 (NR 024879)T

 M. temperatum SDW 018 (AF508208)T

 M. septentrionale SDW 014 (AF508207)T

 M. caraganae CCBAU 11299 (NR 044118.1)T

 M. sp. STM3891 (FN436209)

 M. tianshanenseA-1BS (NR 024880)T

 M. plurifarium LMG 11892 (Y14158)T

 M. mediterraneum UPM-Ca36 (L38825)T

 M. loti ATCC 33669 (D14514)T

 R. yanglingense CCBAU 71462 (AF195031) Coronilla - China

 R. sp. SH445 SH445 (AY141980) Coronilla - China

 R. yanglingense SH22623 (AF003375)T99

100

99

88

99

99

92

63

75

31

26

19

47

48

0,005

Cor96 

Cor102 

Cor98 

 

 

Analisi delle sequenze dei geni nod e NifH nei mesorizobi isolati da Coronilla 

valentina 

Con i primers utilizzati è stato possibile amplificare un frammento del gene 

nodA solo per il ceppo Cor98, mentre hanno permesso di ottenere amplificati di 

un frammento del gene nifH e del gene nodC per tutti gli isolati. 

L’analisi delle sequenze del gene nodA (Fig. 27) ha collocato l’ isolato Cor98 in 

un cluster ben distinto da un secondo cluster costituito principalmente da 
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Mesorhizobium spp. Più specificatamente, appare raggruppato con Rhizobium 

spp. e con il S. terangae (65%-68%), con quali mostra la maggiore correlazione, 

e il M. alhagi CCNWAX44 (54%), isolato in Cina da Alhagi sparsifolia. 

 

Figura 27: Albero filogenetico basato sul gene nodA relativo a Coronilla valentina 
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L’analisi filogenetica del gene nodC  (Fig.28) ha confermato una sostanziale 

similarità tra gli isolati di C.valentina, ed una similarità delle loro sequenze 

nodC con quelle omologhe appartenenti a ceppi rizobici diversi, Mesorhizobium 

spp, Bradyrhizobium spp, Phyllobacterium spp e Rhizobium spp), tutti isolati 

dalla leguminosa arbustiva Ononis tridentata in Spagna con i quali 

costituiscono un cluster strettamente correlato al M. mediterraneum (isolato in 

Spagna da Cicer arietinum).  
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Diversamente dalla sequenza nodA, la sequenza del gene nodC dei nostri ceppi e 

quella del M. alhagi CCNWAX44 (identità 42%) risultano più distanti. Infatti, 

essi si collocano in 2 gruppi ben distinti e mentre M. alhagi CCNWAX44 appare 

più simile a M. tianshanense, M.temperatum e septentrionale, gli isolati 

“Cor”sono più simili alle specie M.mediterraneum UPM-Ca36 (identità 61%), 

M. cicer UPM-Ca7 (identità 75%) e M. albiziae CCBAU 61158 (identità 75%). 

 

Figura 28:Albero filogenetico basato sul gene nodC relativo a Coronilla valentina 
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L’albero filogenetico prodotto in base al gene nifH (fig.29) conferma ancora la 

collocazione in un unico gruppo dei mesorizobi isolati da Coronilla e la loro 

correlazione con specie di Mesorhizobium. In particolare c’è una stretta 

relazione con M. septentrionale CCBAU1124 (identità 90%) isolato in Cina da 

Caragana ed anche, come per il gene nodA, con M. cicer , in particolare il ceppo 

USDA 3378 (94%)e M. albiziae (CCBAU 61158, 94%) e il M. alhagi CCNWAX44 

(92%). 
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Figura 29: Albero filogenetico basato sul gene nifH relativo a Coronilla 

valentina
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Identificazione e filogenesi dei batteri azotofissatori simbionti associati a 

Genista sardoa. 

Dal confronto delle sequenze del gene 16S rDNA relative con quelle più simili 

presenti in GenBank, i batteri isolati dai noduli radicali di Genista sardoa 

presentano la maggiore similitudine con diversi generi di rizobi, con percentuali 

di identità di sequenza che vanno dal 98 al 99%. 

L’isolato sard2 appare molto simile a Rhizobium spp, sard5 a diversi ceppi di 

Bradhyrhizobium canariense, sard9 a ceppi di Rhizobium leguminosarum, 

sard17 a Phyllobacterium spp e sard22 a Rhizobium spp. 

La costruzione dell’albero filogenetico(Fig 30), in base alle sequenze del gene 

16S, ha definito la posizione dei suddetti isolati in 5 cluster differenti, 

confermando l’affiliazione ai generi suddetti. 

Osservando l’albero si nota come sard22 sia maggiormente correlato a 

Rhizobium spp, (identità 90%-95%)come R. alkalisoli EA2-6, o il Rhizobium sp. 

CCBAU 03068 isolate da arbustive di genere diverso da Genista, in Cina e 

Tunisia. 

Sard17 invece si trova all’intero di un gruppo che contiene principalmente 

Phyllobacterium spp, e si distingue in un sottogruppo insieme a R. 

leguminosarum bv viciae USDA2370 (identità 90%). 

Si nota inoltre che tale gruppo è in stretta relazione con 2 specie di rizobi di cui 

una certamente isolata da Genista: Phyllobacterium. sp TM 4022, isolato da 

Genista saharae in Tunisia, e Bradyrhizobium. sp Spain-1, isolato in Spagna da 

noduli di Cytisus, Genista o Retama. 

Sard2 e sard9 risultano molto simili ma diversamente correlate a Rhizobium 

spp: sard9 costituisce un sottogruppo insieme a ceppi di R. leguminosarum, 



74 
Dr.ssa Antonella Loi 
Caratterizzazione fenotipica e molecolare di batteri azotofissatori simbionti associati a leguminose arbustive della Sardegna. 
Tesi di dottorato in “Monitoraggio e Controllo degli Ecosistemi Forestali in Ambiente Mediterraneo” 

Università degli Studi di Sassari 

mentre sard2 rientra in un altro sottogruppo con Rhizobium spp, tra cui ceppi 

di Rhizobium tibeticum. 

Sard 5 si distanzia da tutti gli altri isolati rientrando in un quinto e ben distinto 

cluster insieme a Bradyrhizobium canariense, tra cui il Bradyrhizobium 

canariense RST-1 (identità 86%), isolato in Spagna da Retama sphaerocarpa e 

il Bradyrhizobium sp BTA-1 (identità 84%), isolato da Chamaecytisus 

proliferus. 
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Figura 30: Albero filogenetico basato sul gene 16S relativo a Genista Sardoa 
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Analisi delle sequenze dei geni nod e NifH nei rizobi isolati da Genista sardoa. 

Per tutti gli isolati è stato possibile amplificare un frammento del gene nodA, ad 

eccezione di sard5. 

Dall’analisi filogenetica del gene suddetto (Fig 31) è emersa una significativa 

somiglianza delle sequenze degli isolati, in particolare per sard9, sard17 e 

sard22 identità (identità 82%-92%). 

Questi ultimi isolati, racchiusi in uno stesso sottogruppo, appaiono 

maggiormente correlati a Rhizobium spp isolate da ospiti del genere Mimosa, 

principalmente, come il R. tropici UPRM 8021 (identità 62%-82%) o il 

Rhizobium sp NGR 181 (identità 70%-88%), mentre presentano la minore 

correlazione con i rizobi isolati da altre specie di Genista, affiliati al genere 

Bradyrhizobium, come il Bradyrhizobium sp. Genista10 o Bradyrhizobium sp. 

J.ANG91. 

Anche se molto simile agli altri isolati, sard2 forma da solo un sottogruppo. 
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Figura 31: Albero filogenetico basato sul gene del nodA relativo a Genista 

sardoa

 

 sard9

 sard22 

 sard17

 R. sp. TAL1145 (DQ323134) New Zealand

 S. terangae ORS1009 (Z95237)T Acacia laeta - Africa and Latin America

 R. sp. NGR181 (EU386138) Mimosa invisa

 R. tropici UPRM 8021 (EU490517) Mimosa

 R. sp. TJ172 (AJ505307) Mimosa diplotricha - Taiwan

 sard2

 R. leucaenae CFN299 (X98514)T Phaseolus

 M. septentr.type strain:SDW014(AJ579893)

 M. mediterraneum UPM-Ca36 (AJ300248)T

 M. temperatum SDW018 (AJ579887)T

 M. ciceri UPM-Ca7 (AJ300247)T

 M. tianshanense USDA3592 (AJ250142)T

 S. saheli ORS609 (Z95241)T

 B. yuanmingense CCBAU10071 T (AM117557)T

 B. japonicum USDA 6 (AM117545)T

 R. giardinii bv.giardiniiH152(AJ300238)T

 B. sp. Genista10 (AJ430726)

 B. sp. J.ANG91.6 Genista (DQ135897)

 B. sp. J.UKR5.1 Genista (DQ135898)

100

100

100

99

100

100

99

87

42

94

79
100

100

90
100

99

95

76

100

0.05

Sard19 

Sard22 

Sard17 

Sard2 

 

 

La suddetta similarità dei nostri isolati non si ritrova analizzando la filogenesi in 

base al gene nodC, (non amplificato in sard2 e sard22) (Fig.32), per la quale 

infatti sard9 e sard17 appartengono a 2 cluster distinti. 

Sard9 (che costituisce da sé un sottogruppo) è strettamente correlato solo con 

Bradyrhizobium spp, come il Bradyrhizobium sp BRT3 (identità 95%), isolato 

da Spartocytisus supranubius (arbusto endemico delle Isole Canarie) e altri 
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bradirizobi isolati da Genista tinctoria (identità 30%)in Ucraina, Polonia e 

Inghilterra. 

Sard17 (unico rappresentante di un sottogruppo) invece, appartiene ad un 

secondo cluster secondo una maggiore correlazione con Rhizobium giardinii bv 

giardinii e R. gallicum bv gallicum (identità 73% e 74%). All’interno dello stesso 

cluster si ritrovano Sinorhizobium spp isolate da Phaseolus ed il 

Bradyrhizobium. sp 8LB1 isolato da Lotus. 

In un terzo cluster, ben distinto dai precedenti, si colloca sard5 la cui sequenza 

del gene nodC lo pone in relazione principalmente con Mesorhizobium. sp Mad-

1 (identità 87%), ma molto vicino anche a Phyllobacterium. sp Hue-8 e R. 

leguminosarum Mad-7, tutti isolati da Ononis tridentata, (identità 86%). 
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Figura 32: Albero filogenetico basato sul gene nodC relativo a Genista sardoa 
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 B. sp. JAN10 (DQ139776) Genista tinctoria - Poland

 B. sp. JAN16 (DQ139777) Genista tinctoria - Poland
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 M. ciceri UPM-Ca7 (DQ407292)T

 M. albiziae CCBAU 61158 (DQ311092)T

 M. sp. CCNWSX622 (JF273829) Coronilla varia - China
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È’stato possibile amplificare un frammento del gene nifH solo per l’isolato 

sard5. 

Dall’albero filogenetico, costruito con il nostro isolato e una serie di ceppi di 

riferimento, si vede la divisione delle sequenze in due grandi gruppi. Un primo 

gruppo raccoglie diverse specie di rizobi appartenenti ai generi Mesorhizobium 

e Rhizobium, mentre nel secondo si colloca sard5 insieme a diversi ceppi di 

Bradyrhizobium canariense e B. japonicum. 

In particolare, l’isolato da Genista sardoa appare maggiormente correlato al 

ceppo B. japonicum CTFI32 e al Bradyrhizobium. sp. CTAW71, entrambi isolati 

da specie di Cytisus in Marocco. 
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Figura 33: Albero filogenetico basato sul gene nifH relativo a Genista sardoa 

 M. septentrionale SDW014 (EU130411)T

 M. temperatum SDW018 (EU130410)T

 B. sp. CTAW11 CTAW11 (GU001618)T

 M. mediterraneum USDA 3392 (EU267716)T

 M. ciceri USDA 3378 (EU267715)T

 M. albiziae CCBAU 61158 (DQ311093)T

 M. plurifarium LMG 11892 (EU267717)T

 M. amorphae ACCC 19665 (EU267714)T

 R. hainanense CCBAU 57015 (AY934876)T

 R. gallicum R602sp (AF218126)T

 S. xinjiangense CCBAU110 (DQ411933)T

 S. kostiense HAMBI 1489 (DQ411934)T

 S. terangae ORS1009 (Z95218)T

 R. huautlense S02 (AY688613)T

 M. caraganae CCBAU 01528 (EU252616)T

 S. saheli ORS609 (Z95221)T

 S. kummerowiae CCBAU 71714 (DQ411931)T

 R. yanglingense SH22623 (AY929541)T

 R. legumin bv.viciae USDA2370(DQ450935)T

 R. mongolense USDA 1844 (AY929535)T

 B. elkanii USDA 76 IFO 14791T (AB094963)

 B. elkanii LMG 6134 (AF484640)T

 B. canariense BTA-1 (EU818926)T

 B. japonicum CTAW56 (GU001626)

 B. sp. 22LBI (FM202376)

 B. canariense CTFI47 (GU001633)
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 B. sp. CTAW71 (GU001627) Cytisus (Marocco)
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3. Caratterizzazione simbiotica dei ceppi rizobici 

Capacità infettive dei diversi isolati 

Tutti i ceppi utilizzati nelle prove simbiotiche sono risultati infettivi sulle specie 

vegetali testate, fa eccezione la specie Genista sardoa che è stata infettata da un 

unico isolato, il ceppo sard5 (Fig 34). 

 

Figura 34: Radici nodulate di Genista sardoa e nodulo allo stereoscopio. 

 

In base all’analisi statistica del numero dei noduli formati, in taluni casi sono 

state riscontrate delle differenze significative nella capacità di indurre noduli. 

In particolare , l’analisi dei dati ha mostrato una significativa differenza nel 

numero di noduli indotti dai diversi ceppi su Astragalus terracianoi. Nello 

specifico, Astr54 e Astr63 sono stati capaci di formare un maggior numero di 

noduli rispetto agli altri (Fig. 35)  

 

Figura 35: Radici nodulate di Astragalo terracianoi e nodulo allo stereoscopio. 
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Per quanto riguarda la specie Coronilla valentina il ceppo cor96 si è distinto per 

aver formato un numero di noduli significativamente inferiore rispetto agli altri 

(Figg.36-37). 

 

Figure 36: Radici nodulate di Coronilla valentina e nodulo allo stereoscopio 

 

                                      

Figura 37: Confronto tra piantina inoculata e controllo di Coronilla valentina. 

 

Relativamente alle prove su Cytisus villosus tutti gli isolati batterici sono stati 

capaci di indurre nodulazione sulle piantine (Fig 38). 

                                                     

Figura 38: Noduli di Cytisus villosus allo stereoscopio. 
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Capacità di azotofissazione dei diversi isolati 

Per quanto riguarda l’analisi del peso secco (utilizzata come misura 

dell’azotofissazione) tutte le piantine di astragalo inoculate hanno prodotto un 

peso secco significativamente superiore rispetto alle piantine di controllo, ad 

eccezione delle piantine inoculate con Astr59 (Fig. 39). 

 

Figura 39: Vasi di Astragalus tarracianoi e confronto con il controllo. 

 

Anche per tutte le piantine di Coronilla valentina ci sono state differenze 

significative nei pesi secchi delle inoculate rispetto al controllo (Fig. 40). 

             

Figura 40: Vasi di Coronilla valentina e confronto con il controllo. 

 

Le piantine di Genista sardoa inoculate con il ceppo sard5, hanno dato valori 

del peso secco significativamente maggiori rispetto al controllo (Fig.41). 

           

Figura 41: Vasi di Genista sardoa e confronto con il controllo. 
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Nessuna piantina di Cytisus villosus, sebbene nodulata, ha prodotto dei pesi 

secchi statisticamente differenti dalle rispettive piantine di controllo (Fig. 42). 

                   

Figura 42: Vasi di Cytisus villosus a confronto con il controllo. 

 

Tutti i dati relativi alle prove simbiotiche sono riassunti nella tabella 5. 

 

Tabella 5: Risultati delle prove simbiotiche di ciascuna specie vegetale. 

Pianta ospite
Ceppo 

inoculato

Altezza media 

dal colletto 

(cm)

n° medio di 

noduli 

Peso secco 

medio (g)

controllo 3,8 0 0,0089

astr53 11,2 12 0,0303

astr54 11,5 23 0,0262

astr56 10,0 9 0,0343

astr59 9,0 9 0,0134

astr60 11,9 9 0,0356

astr63 9,2 43 0,0376

astr65 12,2 11 0,0327

controllo 7,5 0 0,0189

cit15 7,3 3 0,0109

cit26 7,9 3 0,0141

cit27 8,2 4 0,0145

controllo 7,7 0 0,0192

cor 96 16,1 9 0,0500

cor 98 16,5 5 0,0485

cor 102 16,1 5 0,0408

cor 104 16,4 3 0,0512

controllo 4,9 0 0,0097

sard2 9,5 0 0,0213

sard5 11,0 13 0,0246

sard9 7,3 0 0,0231

sard17 7,6 0 0,0182

sard18 9,9 0 0,0224

sard22 8,1 0 0,0198

Astragalus terracianoi

Cytisus villosus

Coronilla valentina

Genista sardoa 
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4. Caratterizzazione fenotipica dei ceppi rizobici mediante Microplate 

GenIII BiologTM 

Astragalus terracianoi-Mesorhizobium 

Degli stipiti isolati dai noduli di Astragalus terraccianoi, quattro sono stati 

sottoposti a prove di identificazione con il Biolog utilizzando le piastre di III 

generazione (Microplate GenIII BiologTM). Nonostante le prove non abbiano 

portato all’identificazione della specie, esse tuttavia hanno fornito un profilo 

fisiologico molto definito e ripetibile per ciascun isolato. Ciò porta a dedurre che 

i ceppi testati non siano presenti nel database Biolog. 

L’analisi dei profili fisiologici relativi ai ceppi testati mediante il software 

RetroSpect™ ha prodotto il seguente dendrogramma. 

 

Figura 43: Analisi dei cluster di Astragalus terracianoi. 

 

Dall’analisi del dendrogramma (Fig 43) si evince come i ceppi astr53, astr59 e 

astr65 siano caratterizzati da profili fisiologici molto simili, utilizzando allo 

stesso modo 87 substrati su 96 testati. Tale risultato è compatibile con 

l’appartenenza degli isolati alla stessa specie o quanto meno allo stesso genere. 

Il ceppo astr 54 presenta invece un profilo a se stante e ciò induce a pensare che 

si tratti di una specie diversa dalle precedenti. 
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Ciò conferma in parte quanto ottenuto dall’analisi filogenetica che ha mostrato 

come i ceppi Astr53 e Astr65 trovino collocazione all’interno del genere 

Mesorhizobium, ed il ceppo Astr 54 risulta appartenere ad un’ altra specie. 

Punto di disaccordo troviamo invece con il ceppo Astr59 che il profilo fisiologico 

vuole vicino ai ceppi Astr 53 e Astr 65, mentre l’analisi filogenetica lo pone ad 

una certa distanza. 

 

Particolarità fisiologiche. 

Tutti gli isolati da astragalo sono risultati sensibili al pH acido, infatti passando 

da un valore di pH 6, a un valore di pH 5, le crescita viene completamente 

inibita. 

L’aumento della concentrazione salina è tollerato fino a un valore del 4% mentre 

all’8% di NaCl non vi è stata alcuna crescita batterica. 

L’acido fusidico nonostante possieda attività batteriostatica diretta 

prevalentemente contro batteri Gram-positivi (stafilococchi), è stato attivo 

anche sugli isolati testati (Gram-). 

Tutti sono stati capaci di metabolizzare il lattato di sodio, nonostante il suo 

potere antiossidante. 

L’antibiotico Rifamicina SV non agisce su questi isolati, confermando la sua 

bassa attività verso i Gram negativi, così come la Lincomicina alla quale batteri 

aerobi gram-negativi sono intrinsecamente resistenti, a causa della scarsa 

permeabilità della membrana esterna (Katzung, 2000). 
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La minociclina, il cui spettro d’azione molto ampio è spesso ridotto 

dall’insorgenza di resistenze, mantiene le sue proprietà antibiotiche sui 

Mesorhizobium testati. 

Solitamente i bacilli Gram negativi sono naturalmente resistenti alla 

vancomicina per l’incapacità di tali molecole, piuttosto voluminose, di 

attraversare la membrana lipidica esterna di tali microrganismi. Tale resistenza 

non è confermata dai mesorizobi isolati da astragalo.  

Nessuno è stato capace di ridurre i Sali di tetrazolio. 

L’acido nalidixico invece, a dispetto del suo spettro antibatterico molto ampio 

non ha agito sulla crescita dei batteri.  

Tutti gli isolati non stati capaci di crescere in presenza di: cloruro di litio, 

tellurite di potassio, butirrato di sodio e di bromato di sodio. 

Inoltre nessun isolato è cresciuto su l’aztreonam che attraverso il blocco della 

transpeptidasi, inibisce la sintesi di una componente della parete cellulare 

batterica e conferma la sua attività antibiotica orientata verso i Gram negativi. 

 

Cytisus villosus-Bradyrhizobium 

Dei ceppi isolati dai noduli di citiso, 6 sono stati sottoposti a prove di 

identificazione con il Biolog, utilizzando le piastre di III generazione. Anche in 

questo caso, nonostante le prove non abbiano portato ad identificazione della 

specie, hanno fornito un profilo fisiologico molto definito e ripetibile. I profili 

ottenuti sono stati sottoposti ad analisi come in precedenza ottenendo il 

seguente dendrogramma. 
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Figura 44: Analisi dei cluster di Cytisus villosus. 

 

Dall’analisi del dendrogramma (Fig. 44) è possibile rilevare come i sei ceppi 

testati costituiscano due differenti gruppi. Il primo comprende i ceppi cit27, 

cit28 e cit15, mentre il secondo comprende i ceppi cit21, cit25 e cit26. 

Rispetto ad alcuni substrati sono state evidenziate delle le seguenti differenze: 

- in relazione all’aumento della concentrazione salina: il primo gruppo (cit27, 

cit28 e cit15) si è mostrato meno sensibile all’incremento di NaCl nel mezzo di 

crescita, riuscendo a crescere anche in presenza del 4% di sale mentre il secondo 

gruppo (cit21, cit25 e cit26), alla stessa concentrazione, viene inibito; 

- in presenza dell’1% di lattato di sodio il primo gruppo è stato capace di 

crescere, mentre nel secondo gruppo si è avuta una parziale attività metabolica 

solo per il cit21; 

- nonostante una generale resistenza dei batteri Gram– aerobi alla lincomicina, 

il secondo gruppo è risultato sensibile all’antibiotico. 

Anche la diversa azione sugli isolati dell’acido nalidixico ha supportato  la 

precedente suddivisione con l’eccezione del ceppo cit21 che è risultato resistente 

all’antibiotico. 
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I ceppi appartenenti al primo gruppo utilizzano allo stesso modo 90 substrati 

(compreso il controllo negativo, ossia un pozzetto privo di fonti carboniose) su 

96. Anche i ceppi appartenenti al secondo gruppo, mostrano una elevata 

similitudine, utilizzando in modo uguale ben 88 substrati su 96. 

Tali risultati sono in contrasto con l’analisi filogenetica che, ad eccezione del 

ceppo cit27, racchiude tutti i ceppi indagati in un unico gruppo. 

 

Particolarità fisiologiche. 

Nessuno degli isolati è stato capace di crescere in condizioni di acidità del suolo, 

ma solo di sub-neutralità (pH 6). 

L’acido fusidico è stato attivo su tutti i ceppi. 

Anche in questi Bradyrhizobium non si è riscontrata resistenza alla minociclina, 

così come per la troleandomicina, e nonostante siano bacilli Gram-, sono 

risultati sensibili alla vancomicina. 

L’aztreonam conferma ancora la sua attività antibatterica orientata verso i Gram 

negativi. 

 

Genista sardoa-B. canariense 

Il ceppo Sard5 isolato dai noduli di Genista Sardoa è stato è anch’esso 

sottoposto a prove di identificazione con il Biolog. Nonostante il profilo 

filogenetico attribuisca questo batterio alla specie Bradirhyzobium canariense, 

il suo profilo fisiologico non ne ha permesso la sua identificazione. Anche in 
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questo caso, però nonostante le prove non abbiano portato ad identificazione 

della specie, hanno fornito un profilo fisiologico ben definito e ripetibile.  

Dal profilo ottenuto si evince che il ceppo indagato è stato in grado di utilizzare 

25 substrati sui 96 testati, ed in particolare zuccheri, esoso fosfati e aminoacidi 

mentre non è stato in grado di crescere a pH acido e a concentrazioni saline 

maggiori dell’1%. Ciò suggerisce di non utilizzare il ceppo in tali condizioni 

ambientali. 

L’acido fusidico, la troleandomicina, la lincomicina e la vancomicina, 

nonostante siano antibiotici a prevalente attività sui gram +, sono stati efficaci 

anche su questo microrganismo.  

Anche l’aztreonam e la minociclina hanno inibito la crescita del batterio mentre 

l’acido nalidixico (ad ampio spettro) e la rifamicina SV (con bassa attività sui 

Gram negativi) non hanno ostacolato la crescita del batterio. 
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Conclusioni 

 

Il presente lavoro ha permesso di creare una collezione costituita dai seguenti 

ceppi batterici isolati da leguminose arbustive della Sardegna: 

  12 isolati da Astragalus terracianoi: Astr53, Astr54, Astr55, Astr56, Astr57, 

Astr58, Astr59, Astr60, Astr61, Astr63, Astr64 e Astr65; 

 4 isolati da Coronilla valentina: Cor96, Cor98, Cor102 e Cor104; 

 6 isolati da Genista sardoa: Sard2, Sard5, Sard9, Sard17 e Sard22; 

 12 isolati da Cytisus villosus: Cit7, Cit15, Cit17, Cit19, Cit21, Cit22, Cit24, 

Cit25, Cit26, Cit27, Cit28 e Cit29; 

 

L’analisi filogenetica relativa ai batteri isolati dai noduli radicali di Astragalus 

terracianoi ha mostrato come tutti i ceppi in esame trovino collocazione 

all’interno del genere Mesorhizobium, confermandone l’appartenenza. 

La presenza di alcune sequenze pressoché identiche (Astr53, Astr55, Astr57, 

Astr58, Astr63, Astr64, Astr65) e relative a batteri isolati da noduli di piante 

differenti di A. terracianoi sembrerebbe suggerire l’esistenza nel sito di 

isolamento (presente all’interno del Parco Naturale dell’Asinara) di una 

popolazione rizobica prevalentemente clonale derivante da un ceppo dominante 

con caratteristiche competitive superiori. 

La sostanziale similitudine delle sequenze del gene 16S rDNA di diversi isolati 

con quelle di differenti specie appartenenti al genere Mesorhizobium suggerisce 
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inoltre una certa promiscuità di A. terracianoi con specie appartenenti al 

suddetto genere. 

L’analisi filogenetica degli isolati di Cytisus villosus ha sostanzialmente 

confermato l’appartenenza degli isolati al genere Bradyrhizobium. 

L’effettiva similarità tra le sequenze degli stipiti isolati da Cytisus suggerisce 

come nel caso di Astragalus, la presenza nel sito di campionamento di un ceppo 

dominante. 

L’analisi filogenetica degli isolati da Coronilla valentina conferma l’affiliazione 

dei batteri al genere Mesorhizobium e ne evidenzia la lontananza da altri ceppi 

isolati da Coronilla, questi ultimi maggiormente correlati a Rhizobium 

yanglingense. 

I batteri isolati dai noduli radicali di Genista sardoa hanno avuto la maggiore 

similitudine con diversi generi di rizobi.  

L’isolato Sard2 è apparso molto simile a Rhizobium spp, mentre Sard5 a diversi 

ceppi di Bradhyrhizobium canariense, Sard9 a ceppi di Rhizobium 

leguminosarum, Sard17 a Phyllobacterium spp e Sard22 ad altri Rhizobium 

spp. 

L’albero filogenetico relativo ai batteri isolati dai noduli radicali di Genista 

sardoa, ha definito la posizione dei suddetti isolati in 5 cluster differenti, 

confermando l’affiliazione ai generi suddetti. 

Tutti i ceppi utilizzati nelle prove simbiotiche sono risultati infettivi sulle specie 

vegetali testate, ad eccezione della specie Genista sardoa che è stata infettata da 

un unico isolato, il ceppo Sard5. 
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In base all’analisi statistica del numero dei noduli formati sono state riscontrate, 

in taluni casi, delle differenze significative nella capacità di indurre nodulazione. 

In particolare in Astragalus terracianoi, vi è una significativa differenza nel 

numero di noduli indotti. Nello specifico, Astr54 e Astr63 sono stati capaci di 

formare un maggior numero di noduli rispetto agli altri. Per contro, per quanto 

riguarda la specie Coronilla valentina, il ceppo Cor96 si è distinto per aver 

formato un numero di noduli inferiore rispetto agli altri. 

Per quanto riguarda l’analisi dei pesi secchi tutte le piantine inoculate, hanno 

prodotto dei pesi significativamente maggiori rispetto al controllo, ad eccezione 

delle piantine inoculate con Astr59 i cui pesi erano uguali al controllo e di 

Cytisus villosus, che sebbene nodulata, ha prodotto dei pesi secchi 

statisticamente uguali alle rispettive piantine di controllo. 

Dall’analisi dei profili fisiologici si evince come i ceppi Astr53, Astr59 e Astr65 

siano caratterizzati da profili fisiologici molto simili, utilizzando allo stesso 

modo 87 substrati sui 96. Tele risultato è compatibile con l’appartenenza degli 

isolati alla stessa specie o quanto meno allo stesso genere. Il ceppo Astr54 ha 

avuto invece un profilo a se stante e questo induce a pensare che si tratti di una 

specie diversa dalle precedenti. 

Ciò conferma in parte quanto ottenuto dall’analisi filogenetica che ha mostrato 

come i ceppi Astr53 e Astr65 trovino collocazione all’interno del genere 

Mesorhizobium, ed il ceppo Astr54 risulta appartenere ad un altra specie.  

Tutti gli isolati da astragalo sono stati sensibili ai pH acidi, e alla concentrazione 

salina, tollerato fino a un valore del 4% mentre all’8% di NaCl la crescita 

batterica è stata inibita. 
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Tutti sono stati capaci di metabolizzare il lattato di sodio, nonostante il suo 

potere antiossidante e di resistere alla rifamicina sv, alla lincomicina, alla 

vancomicina, ed all’acido nalidixico. 

L’analisi dei profili fisiologici dei ceppi estratti dai noduli di citiso, ha permesso 

di rilevare come i sei ceppi testati costituiscano due differenti gruppi. Il primo 

comprende i ceppi Cit27, Cit28 e Cit15, mentre il secondo comprende i ceppi 

Cit21, Cit25 e Cit26. 

Il primo gruppo è risultato meno sensibile al NaCl, al lattato di sodio, alla 

lincomicina ed all’acido nalidixico. 

Il ceppo Sard5 estratto dai noduli di Genista Sardoa ha sviluppato un profilo 

fisiologico ben definito e ripetibile, da cui è stato in grado di utilizzare 25 

substrati sui 96, ed in particolare zuccheri, esoso fosfati e aminoacidi, non è 

stato invece in grado di crescere a pH acido e a concentrazioni saline maggiori 

dell’1%. Ciò suggerisce di non utilizzare il ceppo in tali condizioni ambientali. 

Le analisi relative ai profili filogenetici ottenuti sequenziando il gene 16S rDNA 

hanno in parte trovato conferma nei raggruppamenti ottenuti con le analisi 

fisiologiche. Punto di disaccordo c’è stato invece con il ceppo Astr59 estratto da 

Astragalus terracianoi il cui profilo fisiologico risulta vicino ai ceppi Astr53 e 

Astr65, mentre l’analisi filogenetica lo pone ad una certa distanza; e per i ceppi 

estratti dai noduli di citiso, che, ad eccezione del ceppo Cit27, i profili 

filogenetici racchiudono tutti i ceppi indagati in un unico gruppo, mentre i 

profili fisiologici danno origine a due gruppi distinti. 

Per quanto riguarda le accessioni Astragalus-Mesorhizobium, i dati ottenuti 

suggeriscono di non utilizzare il ceppo Astr59, poiché il peso secco non si è 
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differenziato in modo significativo dal bianco; per le accessioni Coronilla-

Mesorhizobium, i dati suggeriscono invece di utilizzare il ceppo Cor98 poiché ha 

presentato dei pesi secchi superiori alle altre accessioni; per le accessioni 

relative alla specie vegetale Genista sardoa, l’unico ceppo utilizzabile è il ceppo 

Sard5, l’unico che ha indotto nodulazione. Per quanto riguarda invece le 

accessioni Cytisus-Bradirhizobium occorre approfondire gli studi poiché non vi 

sono state differenze significative nei pesi secchi delle piantine rispetto al 

controllo. 

I profili relativi alle sequenze dei geni nod e nifH dei ceppi isolati da astragalo 

sono risultati complessivamente in linea con i profili del gene 16S rDNA; stesso 

discorso vale per gli isolati da coronilla. Per gli isolati da citiso emerge come i 

profili nifH dei ceppi Cit25 e Cit 26 siano in linea con i profili 16S rDNA e con i 

profili fisiologici (Biolog), così come per i geni nod dei ceppi Cit15 e Cit28. Per 

quanto riguarda invece il ceppo Sard5, isolato da Genista sardoa (unico ad aver 

indotto nodulazione sull’ospite vegetale) i profili non hanno dato risultati 

comparabili, poiché le sequenze 16S ed il nifH associano il ceppo al genere 

Bradyrhizobium mentre il profilo nodC lo avvicina a differenti generi. 

Ciò testimonia l’importanza di un approccio con più metodi d’indagine per 

definire pienamente e per comprendere meglio la variabilità esistente tra le 

popolazioni microbiche estratte da matrici ambientali. 

Il presente studio seppur suscettibile di approfondimenti e aggiornamenti, 

fornisce un contributo allo studio dei batteri infettivi su specie arbustive della 

Sardegna, inoltre segna un primo passo per quanto riguarda la loro tipizzazione 

anche ai fini di un loro possibile impiego in accessioni con il simbionte vegetale 

in attività di recupero di suoli marginali. 
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