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Introduzione 
 
Nel corso degli ultimi anni la sperimentazione scientifica ed osservatori internazionali hanno 
evidenziato gli effetti negativi - distruzione dello strato di ozono stratosferico, inquinamento 
delle acque sotterranee, riduzione di biodiversità - prodotti sull'ambiente dall'impiego 
bromuro di metile (Bell et al., 1996), un fumigante chimico ampiamente diffuso nei 
trattamenti di disinfezione del terreno nel vivaismo frutticolo e nelle produzioni ortofloricole 
specializzate sia in pieno campo che in ambiente protetto (serre, tunnel). Nel settembre del 
1997 è stato elaborato con il protocollo di Montreal un disciplinare che impone la progressiva 
riduzione dei consumi e dell'emissione del fumigante nell'atmosfera, fino ad una sua completa 
eliminazione dall'impiego nell'anno 2005, almeno in tutti i paesi industrializzati (Gullino, 
1998). La ricerca di alternative per la disinfezione del terreno valide sotto il profilo tecnico, 
ambientale ed economico ha promosso lo sviluppo di sistemi alternativi finalizzati al controllo 
degli agenti patogeni fungini e animali. Tra le tecniche a minor impatto ambientale alternative 
all'impiego del bromuro di metile, un discreto interesse riscuote il trattamento termico del 
terreno mediante solarizzazione (Katan e DeVay, 1991; Stapleton, 2000), che tuttavia conosce 
alcuni limiti applicativi, difficilmente superabili. Infatti la tecnica risulta praticabile solo in 
climi caratterizzati da una forte irradiazione solare, sottrae al processo produttivo la superficie 
del terreno per diverse settimane (di norma almeno quattro) e risulta efficace, da un punto di 
vista fitoiatrico, solo nei primi orizzonti del terreno. 

L'applicazione di vapor d'acqua in combinazione sinergica con la distribuzione di sostanze 
a reazione esotermica, quali ossido di calcio e idrossido di potassio, rappresenta un sistema 
innovativo a ridotto impatto ambientale per il controllo di malerbe e di parassiti ad habitat 
tellurico, che sta riscuotendo un crescente interesse applicativo (Peruzzi et al., 2000). Infatti, 
nel corso di una intensa sperimentazione condotta in questi ultimi anni presso il Centro 
Interdipartimentale di Ricerche Agro-Ambientali "E. Avanzi" dell'Università degli Studi di 
Pisa e con il supporto della ditta Celli S.p.A., sensibile alle problematiche della 
geodisinfezione alternativa del terreno, sono stati realizzati diversi prototipi di macchine 
operatrici trainate, portate o semoventi per la geodisinfezione con vapore d'acqua. La 
soluzione meccanica più recente è rappresentata dal sistema semovente cingolato Alce 
Garden, capace in un solo passaggio di incorporare nel terreno ossido di calcio e idrossido di 
potassio i quali, reagendo esotermicamente con il vapore d'acqua iniettato nel suolo ne 
potenziano l'azione riscaldante, favorendo il raggiungimento di valori termici letali per i 
patogeni del suolo. L'approccio interdisciplinare che ha caratterizzato la sperimentazione di 
sistemi di geodisinfezione mediante applicazione di vapor d'acqua ha fornito risultati 
incoraggianti per quanto riguarda le valutazioni connesse con gli aspetti meccanici, operativi, 
agronomici, fitoiatrici ed economici. 

Tuttavia, sebbene siano indagati preferenzialmente gli effetti prodotti sui patogeni terricoli 
dalla geodisinfezione con vapore d'acqua, meno studiati sono gli aspetti connessi all'impatto 
del trattamento nel modificare alcune caratteristiche biologiche del suolo, ed in particolare 



quelle inerenti alle dinamiche delle popolazioni microbiche normalmente residenti nel suolo. 
E' opportuno ricordare che i microrganismi della biomassa microbica del terreno (batteri e 
funghi principalmente, seguiti da alghe ed attinomiceti), costituiscono la frazione 
biologicamente attiva della frazione organica del terreno e con la loro attività biologica 
contribuiscono a mantenere la fertilità del suolo e le condizioni di abitabilità e di nutrizione 
minerale idonee per la crescita delle piante coltivate (Florenzano, 1983; Nannipieri, 1993). 
Tra le funzioni di notevole valenza agronomica ed ambientale svolte dai microrganismi della 
biomassa microbica troviamo: la mineralizzazione della sostanza organica ed il conseguente 
rilascio di forme solubili di nutrienti disponibili per la nutrizione minerale delle piante, la 
fissazione biologica dell'azoto ad opera degli organismi azotofissatori, la degradazione dei 
xenobiotici, la genesi della struttura del suolo, il controllo di patogeni quando si creano 
nell'ambiente edafico condizioni naturali definite di "soppressività" (Alabouvette, 1996). E' 
stato peraltro osservato che il riscaldamento del terreno provocato sia in condizioni artificiali 
o di laboratorio (Zogg et al., 1997), che in condizioni naturali, a seguito di trattamento 
termico di solarizzazione (Gelsomino et al., 2002), produce sensibili modificazioni nella 
struttura delle popolazioni microbiche residenti nel suolo. 

Lo scopo della presente sperimentazione, condotta nell'ambito di un programma di ricerca 
di rilevante interesse nazionale con il supporto finanziario del MIUR, e di cui si presentano i 
primi risultati sperimentali, è di indagare gli effetti prodotti sulle comunità microbiche 
indigene del suolo da trattamenti di geodisinfezione con vapore d'acqua e sostanze a reazione 
esotermica, al fine di verificare il diverso impatto ambientale offerto dalla tecnica proposta 
nei confronti dei microrganismi del suolo, dall'attività dei quali dipende il mantenimento delle 
performances produttive e la conservazione della fertilità integrale del terreno. 

Nel piano sperimentale sono stati utilizzati metodi innovativi di indagine di tipo 
biomolecolare, basati cioè sulla estrazione da suolo degli acidi nucleici (DNA) di origine 
batterica e successiva caratterizzazione secondo protocolli sperimentali ben validati 
(Akkermans et al., 1995). L'affermazione anche nel campo della microbiologia del suolo delle 
moderne tecniche di indagine biomolecolare, infatti, consente di superare le limitazioni 
imposte dai metodi colturali - più del 95% delle specie batteriche residenti nel suolo non è 
coltivabile su piastra - essendo macromolecole invece che microrganismi l'oggetto della 
caratterizzazione. In sostanza, l'analisi basata sul DNA estratto da suolo offre la possibilità di 
stimare le variazioni nella struttura molecolare all’interno di comunità complesse, 
comprendendo anche gli individui ed i gruppi filogenetici di più difficile indagine con i 
sistemi colturali classici. 
 
 
Materiali e metodi 
 
La sperimentazione è stata condotta in condizioni di pieno campo a San Piero a Grado (PI) 
presso il Centro Interdipartimentale di Ricerche Agro-Ambientali "E. Avanzi" dell'Università 
degli Studi di Pisa su terreno affinato, predisposto per il trapianto di piantine di lattuga 
(Lactuca sativa L. cv. Justine) di circa 20 giorni di età, eseguito 7 giorni dopo la 
geodisinfezione in data 30/4/2002. La prova è stata condotta su un suolo franco sabbioso. Il 
disegno sperimentale ha previsto la suddivisione della superficie sperimentale in parcelle 
elementari di 2.5 x 1.5 m l'una, secondo uno schema a blocchi randomizzati di 12 tesi, 
ciascuno replicato tre volte. Lo schema rappresenta le possibili combinazioni tra le due 
diverse sostanze per la reazione esotermica (KOH, idrossido di potassio e CaO, ossido di 
calcio), le cinque dosi di distribuzione del KOH o del CaO (0, 1000, 2000, 4000 e 8000 
kg/ha), oltre due parcelle testimoni non trattate. Il trattamento di geodisinfezione è stato 
condotto con la macchina semovente cingolata Bio-Flash della ditta Celli S.p.A, in data 22 



aprile 2002. I campionamenti del terreno sono stati eseguiti prelevando da ogni parcella due 
campioni composti, ciascuno costituito da tre campioni elementari di circa 500g l'uno, 
prelevati alle due profondità di 0-10 e di 10-20 cm. I campionamenti sono stati eseguiti nelle 
seguenti date: 22/4/2002, subito dopo il trattamento con la macchina semovente cingolata 
Bio-Flash della ditta Celli; 6/5/2002, 7 giorni post-trapianto di piantine di lattuga; 20/5/2002, 
21 giorni post-trapianto di piantine di lattuga; 3/6/2002, 35 giorni post-trapianto di piantine di 
lattuga. I campioni di suolo sono stati leggermente essiccati all'aria (24 h circa), 
omogeneizzati ed analizzati. 

Il DNA della popolazione batterica è stato estratto utilizzando 4g di suolo secondo il 
metodo della estrazione indiretta (Duarte et al., 1998), con piccole modifiche, che prevede la 
separazione delle cellule batteriche dalle particelle solide del suolo mediante centrifugazione 
differenziata, seguita da lisi meccanica delle cellule (agitazione violenta con microsfere di 
vetro) con conseguente rilascio del DNA. L'estratto nucleare è stato successivamente 
purificato mediante precipitazione con cloruro di cesio e filtrazione attraverso colonnine 
cromatografiche del tipo Geneclean Spin Kit (Bio 101). L'estratto nucleare purificato è stato 
quindi sottoposto ad amplificazione genica, mediante reazione a catena della polimerasi 
(PCR). Specifiche regioni della sequenza genica 16S rDNA codificante per la sintesi della 
molecola dell'RNA ribosomiale (16S) della subunità piccola (30S) del ribosoma degli 
organismi procarioti - cui appartengono anche i batteri del terreno - sono state amplificate e 
successivamente separate mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide con gradiente 
chimico di denaturazione (DGGE) (urea e formammide dal 40 al 58%) (Gelsomino et al., 
1999). Gli amplificati sono stati evidenziati mediante SYBR® Green I (Molecular Probes, OR, 
USA), un colorante per acidi nucleici. Il gel infine è stato fotografato sotto luce ultravioletta. I 
profili elettroforetici ottenuti sono stati acquisiti in formato elettronico ed analizzati mediante 
il programma Diversity Database Fingerprinting software (Bio-Rad Laboratories). 
 
 
Risultati e discussione 
 
La indagini molecolari sono state basate sulla caratterizzazione elettroforetica, con tecnica 
DGGE, di frammenti genici ottenuti per amplificazione di sequenze nucleotidiche comprese 
nel gene 16S rDNA, presente nell’estratto di DNA da suolo. La scelta di utilizzare questo 
segmento genetico è dovuta all’importanza universalmente riconosciuta al gene codificante 
per la sintesi dell’RNA ribosomiale. Infatti, come attestato da recenti studi di tassonomia 
molecolare (Olsen e Woese, 1993), all'interno del 16S rDNA si distinguono alcune regioni 
nucleotidiche fortemente conservate le cui differenze, dovute a variazioni puntiformi nelle 
basi azotate, aumentano solo con la distanza filogenetica degli individui. Il confronto dei 
frammenti ottenuti da una miscela di amplificati provenienti da una popolazione complessa 
fornisce il quadro molecolare dei principali raggruppamenti batterici presenti. 

La tecnica di separazione per elettroforesi su gel con gradiente di agente chimico di 
denaturazione (DGGE) risolve frammenti di DNA della stessa dimensione ma con differente 
composizione in basi azotate (Muyzer et al., 1993). L'analisi dunque fornisce una serie di 
profili elettroforetici con una distribuzione caratteristica di bande, ciascuna associabile ad una 
specie batterica, che nel complesso descrive la struttura molecolare ed il grado di diversità 
genetica della popolazione microbica del suolo (Muyzer e Smalla, 1998). 

Nella figura 1 sono presentati i profili elettroforetici relativi ai campioni di suolo del 
6/5/2002. Vengono messi a confronto il suolo testimone con i suoli trattati con vapore e con 
KOH e CaO a diverse dosi di distribuzione. Dall’analisi della figura si evince un alto grado di 
diversità batterica nel suolo del testimone non trattato che sembra venir ridotta nel suolo 
trattato con solo vapore. E’ interessante osservare come l’aggiunta del KOH abbia indotto una 



modificazione del profilo molecolare, con una progressiva riduzione del numero delle bande 
alla dose più elevata (8000 kg/ha). Più controversa appare invece l’interpretazione dei profili 
relativi ai suoli trattati con CaO: il profilo molecolare varia in modo discontinuo 
all’aumentare delle dosi della sostanza esotermica, oltre che all’interno dello stesso 
trattamento per le due profondità di campionamento. 

 
    Testimone    Solo vapore     KOH       CaO 

   1000      4000       8000         1000      4000      8000 
a   b     a     b      a      b      a      b      a      b      a      b     a       b       a    b      a      b     a      b 

Figura 1. Profili molecolari del 16S rDNA delle comunità batteriche dei suoli prelevati il 6/5/2002. Sono 
riportati a confronto il suolo testimone con i suoli trattati con solo vapore e con KOH e CaO alle tre diverse dosi 
di distribuzione di 1000, 4000 e 8000 kg/ha, per le due profondità di campionamento: 0-10 cm (a) e 10-20 cm 
(b). 

 
Nella figura 2 sono presentati i profili elettroforetici relativi ai campioni di suolo del 

3/6/2002, e sono messi a confronto il suolo testimone con i suoli trattati con vapore e con 
KOH e CaO a diverse dosi di distribuzione. Nell’ultimo prelievo, quello del mese di giugno le 
differenze, espresse in termini di numero e posizione di bande, tra i profili elettroforetici, 
appaiono meno marcate. In particolare il suolo testimone non trattato ed il suolo trattato con 
solo vapore d’acqua offrono una distribuzione di segnali sostanzialmente simile. D’altro canto 
nei suoli trattati con KOH o con CaO si evidenzia un chiaro effetto del trattamento sulla 
struttura genetica della popolazione batterica: in questo caso, però, sembra che, a distanza di 
31 giorni circa dalla geodisinfezione, il livello di diversità batterica aumenti tanto più quanto 
più elevata è stata la dose di KOH o di CaO applicato. 

 
 
 



    Testimone   Solo vapore     KOH       CaO 
1000      4000       8000         1000       4000       8000 

   a    b     a     b      a      b     a      b      a      b      a      b     a      b      a     b       a      b     a      b 

Figura 2. Profili molecolari del 16S rDNA delle comunità batteriche dei suoli prelevati il 3/6/2002. Sono 
riportati a confronto il suolo testimone con i suoli trattati con solo vapore e con KOH e CaO alle tre diverse dosi 
di distribuzione di 1000, 4000 e 8000 kg/ha, per le due profondità di campionamento: 0-10 cm (a) e 10-20 cm 
(b). 

 
In conclusione, pur non sottovalutando la moltitudine di fattori che possono inficiare la 

riproducibilità delle tecniche impiegate, in particolare la fase di amplificazione mediante PCR 
del DNA estratto (Wang e Wang, 1997), è ormai accertato che la tecnica PCR-DGGE è in 
grado di descrivere realisticamente la struttura genetica delle comunità stabili presenti nel 
suolo. Nel caso della presente sperimentazione, l’analisi molecolare ha rivelato un evidente 
effetto del trattamento di geodisinfezione con vapor d’acqua e sostanze a reazione esotermica 
sulla struttura genetica delle popolazioni batteriche residenti nel suolo. In particolare viene 
evidenziato che: il trattamento con il semovente cingolato Ecostar SC 600 della ditta Celli non 
produce nel suolo un effetto eradicante, ovvero sembra non creare il vuoto biologico, quanto 
piuttosto sopprime una frazione più o meno cospicua della popolazione batterica. Inoltre 
l’azione prodotta dal trattamento non è permanente e con il tempo la popolazione microbica 
tende ad annullare la perturbazione indotta. Il trattamento con CaO, in particolare, sembra 
provocare un deciso riassortimento della popolazione batterica del suolo, ipoteticamente 
indotto non direttamente dall’incremento termico, quanto indirettamente dalle peculiari 
modificazioni nelle proprietà chimiche (aumento di pH) e fisiche (struttura) del terreno 
provocate dall'ossido di calcio. 

Le successive sperimentazioni saranno finalizzate a confermare gli andamenti mostrati nel 
presente contributo ed a verificare la dinamica dell’evoluzione delle modificazioni indotte dal 



trattamento con il sistema Bio-Flash della ditta Celli a livello di comunità microbiche del 
suolo anche per i rimanenti punti temporali. 
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