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Introduzione

1.1 Lotta biologica

bY

L’agroecosistema € un ecosistema finalizzato &fiotmento di una produzione
agricola e in cui si svolgono le attivita propriellthgricoltura. In questo sistema
ecologico 'uomo definisce la composizione delladgnosi e regola la funzionalita
del sistema, modificando la disponibilita delleorise ambientali. | prodotti che
I'agricoltura fornisce alla societa umana tramite,coltivazione dei vegetali, non
sono solo quelli alimentari, che tuttavia rappréseo la parte principale, ma anche
tutti quelli che fanno parte del comparto detto “fand” come: prodotti per
l'alimentazione animale, fibre per l'industria tdss legname da ardere o da
costruzione, composti per uso farmaceutico, resigemme per I'industria chimica,
pigmenti per I'industria tintoria, materie primerpe cartiere, olii per uso industriale,
piante ornamentali. A tutti questi si aggiungormraodotti derivanti dall’allevamento
animale, alimentari e non. L’agricoltura nasce meolitico con il passaggio
dell'uomo da semplice raccoglitore di alimenti gi@senti in un ecosistema naturale
a coltivatore su di una ben definita superficie tdireno di una ben definita
popolazione vegetale, divenendo cosi un manip@aati®i processi di formazione
della sostanza organica vegetale ed animale. Rertala semplice componente
dell’'ecosistema al pari di ogni altro essere vieentfuomo, modificando e
trasformando la biocenosi e il biotopo naturalistese ora il ruolo di creatore e
gestore di sistemi ecologici particolari : gli agcosistemi.

| principi di base che regolano la struttura eulazionalita di un agroecosistema sono
simili a quelli osservabili in un ecosistema nakewrs&i ha infatti, la contemporanea
presenza di sostanze biotiche e abiotiche, che dmndoro interdipendenti e
interagenti. Attraverso queste due componenti foreddali si svolge il ciclo della
materia e il flusso di energia. L'importante ditfeza tra questi due sistemi ecologici
consta nel fatto che, in un agroecosistema, I'azidel’'uomo é il fattore ecologico
dominante che condiziona e caratterizza l'intesiesna. Infatti, negli ecosistemi
naturali la capacita produttiva della biocenosdigettamente correlata con l'insieme
delle condizioni ambientali in cui si trova ed émilata da queste. Negli
agroecosistemi ,invece, la relazione tra la prazheivegetale e le caratteristiche
ambientali € molto meno stretta ed il limite prdoat imposto dal biotopo viene
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comunemente superato,in quanto l'agricoltore w#iz mezzi tecnologici a sua
disposizione per diminuire I'incidenza dei fattegologici limitanti la produzione ,
aumentare la quantita di risorse naturali pregegitbiotopo e aumentare l'efficienza
di utilizzazione delle risorse da parte sia deigsin individui che dellintera
biocenosi.

L’agroecosistema fornisce, pertanto, una biomass@e™ per unita superficie
superiore a quella di un ecosistema naturale, gz ad un piu elevato numero di
persone di vivere su di esso. Un ecosistema madifimtinuamente nel tempo la sua
biocenosi, in primo luogo per raggiungere lo statliolimax e in secondo luogo, una
volta che I'ha raggiunto, per rimanerci in manisempre piu efficiente e stabile,
aumentando la sua capacita omeostatica. Questegsmdémplica, nelle prime fasi,
un continuo aumento del numero delle specie presendiversi anelli della catena
alimentare e successivamente una loro continuaittsnehe con altre. Nell’
agroecosistema la tecnica colturale é finalizzataeliminare, per quanto possibile,
piante infestanti, organismi fitofagi e parassite consegue che la biodiversita in un
agroecosistema e sempre molto ridotta. Inoltrecarti momenti stagionali, sono
presenti numerose nicchie ecologiche libere, coslle prime fasi di sviluppo delle
colture o nel periodo intercorrente tra la raccditaina coltura e la semina di quella
che la segue nell'avvicendamento. Gli agroecosistgnesentano ,quindi, le
caratteristiche degli ecosistemi in accrescimento seno di conseguenza
continuamente oggetto di migrazione da parte dcispeegetali e animali, che qui
trovano un’ampia disponibilita di risorse ambientadr il loro accrescimento e una
ridotta competizione.

Nel mondo, escludendo le specie legnose utilizgatda produzione di legno, cento
specie ( distribuite in trentasette famiglie botaei diverse) sono considerate “colture
principali”, altre ottantuno specie (distribuite guarantacinque famiglie) , sono
considerate “colture minori”. La ridotta diversitdiotica degli agroecosistemi
costituisce un fattore di vulnerabilita alle var@d dei fattori ambientali,
aumentando il grado di instabilita del sistemaldvato numero di specie presenti in
ciascun anello della catena alimentare di un etBB naturale costituisce, per
guesto, un’ assicurazione verso un’improvvisa i@ di un qualsiasi fattore
ambientali, specialmente di tipo biotico. Le forneaw agrarie, pertanto, a parita di

condizioni pedoclimatiche hanno una capacita onadicat nettamente inferiore
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rispetto agli ecosistemi naturali. Se perd0 prendiann considerazione
'agroecosistema includendovi il fattore ecologi@gricoltore”, che ne € in realta
parte integrante, il sistema acquista capacitauttiragolazione e di stabilita, dovuta
al continuo monitoraggio dell’ambiente a cui, oeeng presenti la necessita, segue
tutta una serie di interventi tecnici correttora kecnica agronomica, in definitiva,
non é altro che una continua sequenza di interggrifeedback”, che si aggiungono
o0 sostituiscono quelli naturali, indirizzandosi seta stabilita del sistema.
L’agricoltura moderna basata sulla coltivazioneudilimitato numero di colture, per
lo piu diffuse su aree piuttosto vaste rappreseuma sistema ecologicamente
sbilanciato che favorisce la diffusione di malattiidemiche. Le preoccupazione
dell'opinione pubblica verso le problematiche legall’'impiego di prodotti chimici,
hanno consentito di individuare strategie di difakkarnative, riscoprendo tra I'altro
la lotta biologica.

Con il termine lotta biologica si definisce, netldesa fitosanitaria, 'uso di agenti
biotici (virus, batteri, funghi,piante superiorirgbozoi, nematodi, acari, insetti, etc.)
per contenere le popolazioni di organismi potemzéalte dannosi al di sotto di soglie
di dannosita economica.

Gli interventi di lotta biologica si classificano ire categorie:

* metodo propagativoche si prefigge di contenere in modo permanente u

organismo nocivo di origine esotica, mediante 1bduzione di fattori biotici
da quei determinati ecosistemi, che sono ritentgiraari delle specie da
contenere.

* metodo inondativoche prevede la distribuzione in massa di ageaticb di

controllo allo scopo di realizzare un rapido deweato della popolazione
dellorganismo dannoso, paragonabile a quello ditlen con l'uso dei
fitofarmaci.

* metodo protettivpche prevede la protezione e il potenziamentdad&ine

svolta dai nemici naturali presenti negli agroestesni, mediante la periodica
inoculazione di organismi gia introdotti o la maodiizione di pratiche
colturali sfavorevoli a questi.
All'interno della lotta biologica il metodo protetd appare essere, dal punto di vista
ecologico, quello piu coretto per la gestiond @ntrollo dei fitopatogeni. Infatti, si

cerca di rendere l'agroecosistema piu simile, irmiei di biodiversita, ad un
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ecosistema naturale, in modo che in esso albergkiabilmente gli organismi

antagonisti dei patogeni. L'aumento della biodiitarsavvicina il sistema ad un
equilibrio meno fragile, perché aumentano resigaeneesilienza (Odum,1983).

Il concetto di malattia puo essere espresso comniatdrazione tra tre fattori; il

patogeno, l'ospite suscettibile e I'ambiente. Qoesbncetto pud essere ben
rappresentato da un triangolo ai cui vertici siantocati i tre fattori. Alcuni autori

aggiungono un’ulteriore componente: per alcuni uao fattore consisterebbe
nell'insieme dei microrganismi antagonisti, perialivece il quarto fattore sarebbe
rappresentato dal tempo (Matta 1996) in quantoagliagonisti sarebbero parte
integrante dell’ambiente. Quindi, la rappresentagicdeale del concetto di malattia
non sarebbe piu una figura piana, ma una figuraaoil tetraedro ai cui vertici si

posizionano i quattro fattori. (Fig. 1)

Ambiente Ambiente

Patogeno Ospite | Patogeno Ospite

Fig.1.1 : Tetraedro idealmente rappresentante ficetto di malattia in cui il quarto fattore &
rappresentato dagli antagonisti (A) o dal fattempo (B) [Matta 1996]

n
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In ambito agrario, la necessita di contrastared#attia al fine di ridurre quanto piu
possibile le perdite causate alle piante coltigatistifica gli interventi di difesa. Per
molto tempo la difesa delle colture agrarie si galte sull’'uso di prodotti chimici di
sintesi che, pur aumentando le rese delle colhar@rodotto effetti collaterali
negativi quali inquinamento ambientale rottura deguilibri ecologici, sviluppo di

specie resistenti e danni alla salute umana.

1.1.1 | Funghi agenti di lotta biologica

Nella lunga storia biologica del pianeta, i funghisono adattati a trarre nutrimento
da una vasta varieta di habitat. Durante questiugeme la competizione con altri
organismi per fonti di nutrimento e spazio, e stateausa che ha provocato, da parte
dei funghi, lo sviluppo di quei meccanismi di artagmo o soppressione dei loro
competitori. Pud accadere che la fonte di nutrimehitun fungo o I'organismo con
Cui compete con successO per spazio e nutrimerito, ug’entita biologica
direttamente o indirettamente dannosa per le piémtal caso questo fungo potrebbe
avere le potenzialita di essere utilizzato comagente di controllo biologico (Burge,
1988). | possibili obiettivi dei funghi utilizzain lotta biologica sono: artropodi,
nematodi, funghi e piante superiori. Si escludonfatti: virus, viroidi, fitoplasmi e
batteri. | meccanismi di azione antagonista svoléd microrganismi agenti di
controllo biologico verso i patogeni vegetali sispono classificare ih predazione,
parassitismo, competizione, antibiosi e induziorierabistenza. Un organismo
antagonista puo anche attuare contemporaneamenti yno tra questi meccanismi:
per esempio molti isolati dirichoderma fra i funghi antagonistici piu studiati nel
campo della lotta biologica, esplicano un’azionea sli competizione, sia di
parassitismo che di antibiosi.

+ Predazione.
La predazione, in generale, un rapporto trofico che si instaraalue popolazioni di
organismi, una definita predatrice e l'altra predh:individui predatori attaccano
direttamente le prede e si nutrono di esse (OdlU®83). La predazione € un
fenomeno estremamente comune in natura e gli ageugpredatori e prede possono
appartenere sia al regno animale, sia al regnotalegeia al regno dei funghi. Sono

noti diversi esempi di funghi tellurici coinvoltnirapporti di predazione con altri
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organismi non fungini che risiedono nella rizosfdracui il fungo puo essere sia
predatore sia preda. Tra i funghi predatori, soanosciuti alcuni Deuteromiceti,
alcuni Zigomiceti e Oomiceti che svolgono attivida predazione nei confronti dei
Nematodi che sono causa di numerose malattie pieltee .

» Parassitismo
Le relazioni simbiotiche da cui solo uno dei biotttie vantaggi sono le simbiosi
parassitarie e le simbiosi commensalistiche. Uagsia € un organismo o un’entita
virale che sta dentro, attaccato, o in intima asgmmne con un altro organismo
vivente, dal quale trae una parte essenziale d&driake per la sua esistenza, senza
conferire alcun beneficio in cambio. Ci sono funghe parassitizzano alghe, piante
superiori, artropodi, nematodi, ed altri funghi. &3ti ultimi si definiscono
micoparassiti. Se I'ospite € gia un parassita,gboismo che vive a sue spese si
definisce iperparassita. La maggior parte dei flumgicoparassiti sono necrotrofi o
biotrofi distruttivi (probabilmente i piu interesgacome agenti di biocontrollo). Altri
funghi sono invece biotrofi bilanciati e la lorailiid nella funzione di biocontrollo
appare leggermente inferiore ai precedenti. L'egialo e la fisiologia
del'micoparassitismo necrotrofico & stata accuratam studiata e piu precisamente
riguardo al complesso dei processi coinvolti netaparassitismo da parte di funghi
appartenenti al genefigichoderma Molti studi si sono concentrati sulla fisiologa
sui processi biochimici che portano alla colonizaae dei funghi ospiti da parte dei
micoparassiti. Alcuni degli eventi come i fenometi riconoscimento, appaiono
simili a quelli gia dimostrati nelle interazioni naasitiche fungine verso le piante.
Altri processi differiscono per gli enzimi coinvilpoiche componenti della parete
cellulare di alcuni funghi differiscono da quelhe compongono quelle delle piante
superiori. Nelle colture duali si possono talvalsservare avvolgimenti ifali attorno
alle ife dell'ospite. Queste strutture prendonadme di coilings. Questo fenomeno
non e dovuto ad un tigmotropismo, bensi al chewpismo in cui le agglutinine
sembrano essere le principali indiziate per speggaresto meccanismo.
Quando un ospite viene avvicinato, il micoparasgita formare strutture ad uncino
che probabilmente fungono da appressori. Questgtiss possono coadiuvare la
penetrazione nella cellula ifale dell'ospite, cona@viene in molte relazioni
parassitiche tra funghi e piante. Alcuni micopatag®netrano la parete cellulare

dell'ospite con azioni meccaniche, altri con azienzimatiche e, in questi casi, le
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zone degradate della parete dell'ifa dell'ospiterevano sotto gli avvolgimenti ifali.
Alcuni funghi sono specializzati nella distruziode organi di resistenza di altri
funghi, in particolare di sclerozi prodotti da pgeoi comeSclerotinia sclerotiorum
Sclerotium rolfsii e Botrytis cinerea. Coniothyrium minitanse Sporidesmium
sclerotivorum ad esempio, parassitizzano gli scleroziSdierotinia spp., mentre
Laetisaria arvalis € in grado di parassitizzare strutture di soprastvba di
Rhizoctonia solane di Pythium ultimum{Cook e Baker, 1983). Il micoparassitismo
puo essere utilizzato per ottenere vantaggi carittopatogeni in un vasto numero di
agroecosistemi, ma deve essere posto in assoaaaruna corretta gestione dei
parametri ecologici.

» Competizione.
| microrganismi competono per nutrienti minerali oeganici per proliferare e
sopravvivere nel suolo. Per la germinazione e leefazione nel sito di infezione
molti funghi fitopatogeni richiedono fonti di nutmento esterne, in altri casi i
propaguli fungini possono avere riserve endogenegwate per dare inizio
all'infezione, oppure possono essere associati racbapite gia infettato che puod
fornire substrato per aumentare il potenziale ifmcln tutti questi casi esiste la
possibilita di sfruttare la competizione degli agein biocontrollo, in modo tale che i
patogeni siano privati di elementi essenziali perompletamento del processo di
infezione o del loro ciclo vitale. La competiziotra i microrganismi si verifica per i
nutrienti,particolarmente per determinati carbdidesd alta energia, ma anche per
'azoto. Ci puO essere competizione anche per spazossigeno, ma non per il
potenziale idrico,la temperatura o il pH, che peappresentano fattori ambientali
altamente selettivi. Molti presumono che i micrengani competono anche per
'acqua, ma cio non e corretto, (Baker e Snyder5)98ffinché esista competizione
per l'acqua, i microrganismi dovrebbero consumarangjta di acqua tali da
abbassare I'umidita relativa dellambiente che ilicanda, redendola un fattore
limitante. Cio non avviene, come del resto nonesifica una modificazione della
temperatura circostante a causa del loro assorlinaecalore.
| principali elementi che i patogeni tellurici nssdgano per la germinazione dei
propaguli e la penetrazione nei tessuti dellospgeno, carbonio, azoto e ferro.
L’attenzione dei ricercatori si &€ concentrata sutd, piu precisamente in relazione a

guei composti ferro-leganti chiamati siderofori.g3ti composti, che sono capaci di
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legare lo ione Fe sono prodotti sia dalle piante superiori, siarderorganismi. Il
Ferro nei vegetali manifesta le sue funzioni intitutpiu importanti processi
metabolici ossido-riduttivi (fotosintesi, respirage). Inoltre € un elemento
indispensabile per la sintesi proteica. Il ferrpresente in grande abbondanza nella
crosta terrestre, dove occupa il quarto posto mertenuto percentuale. Non e
certamente la mancanza di ferro a provocare fenodierarenza, quanto quella di
forme assimilabili per la vegetazione. Infatti,dondizioni aerobiche e di pH neutro,
esso tende a formare idrossidi altamente insolabd#i lo rendono disponibile per gli
organismi viventi solo a concentrazioni inferiorl@8M.
Nei funghi, le ife assorbono il ferro con meccamisdiversi rispetto a quelli
impiegati per gli altri nutrienti minerali. Infaftin alcuni casi, I'assimilazione avviene
mediante emissione siderofori, che sono capaceghrk il ferro intrappolandolo, e
quindi sottraendolo all’ambiente.Questi si legahfeao, e successivamente vengono
riassorbiti mediante una proteina di membrana fipaci siderofori possono essere
classificati strutturalmente come idrossammati teaalati. La varieta di siderofori
prodotti da un organismo pu0 essere ristretta adpamnticolare famiglia strutturale,
ma in molti casi i funghi sintetizzano siderofori differenti famiglie strutturali |
batteri appartenenti alle speéseudomonas fluorescea®seudomonas putidahe
colonizzano la rizosfera, producono siderofori sial tipo idrossammato che
catecolato. |1 composti chelanti, prodotti dai fungientrano nella categoria degli
idrossammati. E’ essenziale che la disponibiliteodi Fe+ sia a concentrazioni basse
nella rizosfera. Infatti i siderofori vengono prati@uando la disponibilita di questo
ione € molto bassa,questo assicura una feroce tampe per I'elemento. Bassi
livelli di Fe* sono caratteristici dei suoli alcalini, questo fece una parziale
spiegazione della soppressivita dei terreni delddin8s Valley californiana nei
confronti di patogeni tellurici appartenenti al gegFusarium(Baker 1992).

* L’antibiosi.
Quando si ebbe il risveglio dell’interesse sciecifper le tecniche di biocontrollo, la
maggior parte dei ricercatori saltd repentinameitite conclusione che la produzione
di antibiotici da parte degli organismi antagonfstiniva una logica spiegazione per
guesto meccanismo. L'antibiotico € un metabolitdfudibile prodotto da un
microrganismo che riesce ad inibire il normalegwido di un altro microrganismo a

concentrazioni pari a 100g mit o inferiori. Sono, quindi, composti altamente attiv
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con bersagli cellulari specifici (Deacon 2000). &ssivamente, ci Si rese conto, che
non esistevano prove evidenti per supportare lactes gli antibiotici prodotti in
laboratorio dagli antagonisti, esercitassero umteffsignificativo nelle condizioni
naturali. L’antibiosi che si evidenzia in coltureali su piastre Petri non e correlabile
con la capacita di controllo in campo della madadta parte dei potenziali antagonisti.
Infatti, la produzione di antibiotici & direttamentorrelata con la ricchezza del
substrato di crescita. Diversamente la vita deronganismi tellurici &€ caratterizzata
da prevalente carenza di sostanze nutritive, iatleta da brevi periodi di attivita in
condizioni saprofitiche o parassitarie (Baker 1998pltre, una volta prodotti, gli
antibiotici potrebbero legarsi a particelle di #egiinattivandosi (Pinlet al, 1961a,
b). Ci sono prove che questi potrebbero ancheressilizzati come substrato da
qgualche altro microrganismo (Baker 1992). Questesic®razioni portano alla
conclusione che la funzione degli antibiotici @itérno di un ecosistema € un metodo
difensivo per mantenere il possesso di un substeddtivamente ricco. Una strategia
adottata nel biocontrollo consiste nel manipolareesi antagonisti affinché
producano antibiotici, non solo per la loro sopragmza ma sopratutto per interferire
con l'attivita del patogeno nel sito d’'infeziongpure sovrapponendosi a questo nella
crescita saprofitica. L'antibiosi si manifesta ctem mancata germinazione dei
propaguli fungini e con ritardi nella crescita daiceli patogeni (Agrios, 1997).
Diversi studi in vitro, per esempio, hanno rilevatioe T. viride, T. harzianume
Gliocladium spp. producono sostanze volatili e non volatili a@pdi inibire
fortemente lo sviluppo miceliare di importanti pgéoi appartenenti ai generi
Rhizoctonia,Phythium, Fusariufiynch, 1990).

* Induzione di resistenza.
Alcuni dei piu affascinanti fenomeni osservati megfludi condotti sul controllo
biologico sono gli effetti della resistenza di aspite vegetale, indotta da agenti
biotici capaci di colonizzarne i tessuti, nei comfi di un patogeno a cui era
inizialmente suscettibile. Esempi includono la ridwme della severita di malattie
tracheomicotiche , ottenuta grazie ad una preczazione dei tessuti vegetali
dell'ospite con specifici ceppi non patogeneticpagenenti al generBusarium |
meccanismi coinvolti in questo sistema sono conspleshanno basi molecolari e
fisiologiche come la protezione attraverso lectinggumento della attivita
perossidasica e della lignificazione, la produzidnitoalessinela resistenza indotta

1C
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coinvolge I'attivazione di sistemi di difesa defimnte finalizzati alla protezione della
pianta dai patogeni (Ouchi 1983, Boller 1989). ilonoscimento del segnale del
potenziale patogeno da parte della pianta ospite fattore chiave dell'induzione di
resistenza, tra le interazioni ospite-patogendetiaratura scientifica afferma che gl
induttori o gli elicitori della risposta difensivaono prodotti direttamente dal
patogeno o possono essere il risultato dell'inieraz ospite patogeno (Boller 1989).
E’ importante notare che, specialmente per i patiogdiurici, il patogeno e la pianta
raramente interagiscono in assenza di altri orgainise risposte difensive indotte
dall'interazione tra le piante con i microrganispossono rimanere localizzate o
diventare sistemiche. L'induzione di una resistesiemica pud coinvolgere sia
I'apparato epigeo che I'apparato ipogeo. Wgssl (1992) hanno osservato che un
isolato di Trichoderma harzianumha indotto una accumulo di fitoalessine e
gliceolline nei tessuti radicali di soia, ma questm assicurava protezione ad attacchi
del patogenoRhizoctonia solani Zimand et al (1996) hanno provato che il
Trichoderma harzianumeppo T39 ostacola gli effetti Botrytis cinereasulle foglie

di pisello a causa della minor attivita degli enzpactolitici del patogeno. Secondo
gli autori la minor attivita delle poligalatturonadel patogeno potrebbe essere il
risultato di un accumulo di oligogalatturonidi cheangono da elicitori nella difesa
della pianta.

Molte specie di Trichoderma producono elicitori ghducono risposte difensive nei
tessuti delle piante (Andersomt al 1993; Calderort al. 1993M; Ishii 1997). Una
xilanasi di 22kDa, prodotta ddrichoderma viridein coltura su mezzi liquidi
contenentiD-xilosio e xilani, come fonte primaria di carbonimduce risposte
difensive da parte delle piante come la concerdrazdi ioni Ca*, K* ,H* (Baileyet

al. 1992), la sintesi di etilene (Fuchsal. 1989), la glicosilazione e I'acilazione dei
fitosteroli (Moreauet al. 1994). Il modello proposto da Andersen al. (1993),
postula che questa xilanasi si leghi ad un reeettomembrana da questo, attraverso
una catena di traduzione del segnale, sarebbe nmntta la risposta “like-

hipersensitive”.
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1.1.2 Altri organismi impiegabili nella lotta biologica a funghi

fitopatogeni.

Oltre ai funghi esistono altri microrganismi o ¢dti che possono agire come
antagonisti di funghi fitopatogeni. Ad esempio icowirus e gli insetti micofagi
potrebbero esercitare un contenimento naturaleo swiluppo dei funghi.
Potenzialmente potrebbe esistere la possibilitindbro utilizzo, in certe condizioni,
come agenti di biocontrollo. Tra i micovirus, quethe possano esercitare degli
effetti dannosi sui funghi agenti causali di madatielle piante, potrebbero essere
impiegati come mezzi di controllo biologico (Ghatril980). Infatti, coinoculando
ceppi infetti dal virus, che abbiano una compétiivegetativa con il fungo
patogeno, ci sarebbe la possibilita di trasmetsegeriesto la virosi , con la speranza
che lo stato infettivo neoindotto possa causarelitainuzione della sua attivita
patogenetica.

Negli ultimi anni & cresciuto l'interesse degli dinsi per quegli organismi della
rizosfera che si nutrono di funghi: varie speciardietti, di nematodi predatori, di
protozoi ed amebe che utilizzano i funghi fitop&toigcome fonte di cibo.

Alcuni recenti studi hanno masso in evidenza ocb@lemboli si nutrono del micelio
di funghi fitopatogeni e si e ipotizzato un lorceetuale utilizzo nella lotta biologica.
L'interazione tra questi animali e i funghi fitopgeni & perd complicata dall’effetto
letale che alcuni funghi patogeni hanno sui collelinfCrossleyet al, 1989; Lartey
et al, 1994; Sabatini e Innocenti, 1995).

Piu promettente, senza dubbio, & l'utilizzo di eatiantagonisti per controllare i
fitopatogeni fungini sui tessuti danneggiati dgtiante sia nella rizosfera che nel
filloplano. | generi di maggior interesse in questampo sonoPseudomonas e
Bacillus | meccanismi antagonistici di alcuni batteri apgaenti la genere
Pseudomonagossono essere ragionevolamnte ascritti alla comgue¢. Durante la
germinazione delle spore dei funghi fitopatogenfatiti, si verifica una perdita di
soluti endogeni verso I'esterno da parte del tudrongnativo. Questi soluti divengono
un vero e proprio substrato preferenziale per ésata dei batteri; cio € dimostrato
dallaumento della popolazione dei batteri nellemiediate vicinanze delle spore
fungine (Fraser 1971). Questo fenomeno provocaniowione del completo

processo di germinazione delle spore fungine. tinfiat assenza di batteri, la perdita
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di soluti nutrienti endogeni verrebbe riassorbitai ctonidi, contribuendo al
completamento della germinazione (Brodie e Blakedf#). In natura, la perdita di
nutrienti da parte dei conidi potrebbe avere unaomimportanza, perché i nutrienti
sarebbero disponibili esogenamente dalla superfleiéa pianta, tuttavia I'attivita
competitiva dei batteri potrebbe restringere ndteeate la disponibilita di nutrienti
per le spore. Specie di batteri appartenenti alegeRseudomonasisolate dal
filloplano di piante di Beta vulgaris L.var. cruenta sono risultate essere
particolarmente attive sia per [lattivita competti nell’assorbimento degli
aminoacidi , sia nell'inibizione della germinaziodeconidi diBotrytis cinereae di
altri patogeni necrotrofici comEBhoma betaee Cladosporium herbaruniBrodie e
Blakeman 1975). Specie di batteri appartenenteakgeBacillus contrastano i funghi
fitopatogeni principalmente con due meccanismpaitassitismo e la produzione di
antibiotici. Bacillus pumilusriduce marcatamente I'infezione Biccinia recondita
guando é applicata sulle foglie. Il batterio semlméatti, capace di indurre una lisi
del tubo germinativo delle uredospore medianter¢myizione di sostanze ad azione
litica termostabili (Morgan, 1963). Altri isolatii Bacillus spp. hanno un effetto
simile, I'azione litica non si limita pero al tulgerminativo delle uredospore, ma si
estende anche ad altre strutture di fruttificazioamtteristici delle ruggini, come i
picnidi, gli ecidi e gli uredosori (Levinet al, 1936). Gli antibiotici sono implicati
nella maggior parte delle interazioni antagonistiathe coinvolgono ilBacillus
subtilis McKeenet al. (1986) hanno estratto quattro polipeptidi ciclia filtrati di
coltura di Bacillus subtilis mediante precipitazione dopo un’acidificazione e
un’estrazione con etanolo. Il composto era attiontio una vasta gamma di funghi
fitopatogeni. Loeffleret al. (1986) hanno individuato due antibiotici d&acillus
subtilis Uno, e un dipeptide chiamato bacilysina, inibiegiti e batteri, l'altro la
fengymicina € un complesso di lipopeptidi, & attoantro i funghi filamentosi. La
fengymicina € risultata essere maggiormente atteacontrollo di certi patogeni

comeRhizoctonia solansu riso.
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1.1.3 Biofitofarmaci

Con il termine biofitofarmaci si intendono quei gatti fitosanitari i cui principi
attivi sono costituiti da microrganismi viventi. @e é facile intuire, uno dei maggiori
punti di forza di questi prodotti € la sicurezzab@antale. Nei prodotti tradizionali il
principio attivo € un composto chimico naturalei @idtesi. Nella maggior parte dei
casi si tratta di molecole non biodegradabili chaccumulano a vari livelli della
catena trofica. L'accumulo di queste sostanze dahienidetermina la riduzione delle
popolazioni di determinate specie causando unéditene dell’ecosistema. Nel caso
dei biofitofarmaci, invece, il principio attivo énumicrorganismo vivente. |
microrganismi che costituiscono il principio attidei biofitofarmaci possiedono una
specificita di azione contro il patogeno, per qaesbtivo I'impatto sugli organismi
non target €& limitato, se non assente. Ed e pestgustesso motivo che i
biofitofarmaci non presentano rischi concreti congli esseri umani. Uno degli
aspetti piu vantaggiosi nell'impiego dei biofitofieaici € la scarsa tendenza ad indurre
lo sviluppo di organismi target resistenti. Quegtaprieta e strettamente correlata
alla natura dell'interazione antagonistica, cheerde basata su piu di un meccanismo
d’azione rende difficile lo sviluppo di individuiesistenti. Nonostante i numerosi
vantaggi derivanti dal loro impiego, i biofitofargianon presentano una significativa
diffusione. Uno tra i principali motivi & senza dhid lo sfavorevole confronto con i
composti organici di sintesi caratterizzati daczsfia immediata, effetto abbattente,
ampio spettro d’azione, facilita di preparazioneapglicazione. Uno tra gli svantaggi
piu significativi e la limitata efficacia biologic@nfatti, I'impiego dei biofitofarmaci e
possibile quando la pressione della malattia nana®dra troppo elevata, altrimenti il
microrganismo € incapace di contenere la popolaziarget. Questo limite € dovuto
ad una lentezza del fitofarmaco nel produrre eff€ttiesta lentezza e intrinseca alla
natura biologica del principio attivo. Il microrgamo infatti, ha bisogno di tempo
per svilupparsi ed agire nel contenimento della gbexpone infestante. |
biofitofarmaci, inoltre, presentano uno spettrozidbae assai piu ridotto rispetto ai
prodotti di sintesi. Questo, per l'utilizzatore fiiduce in uno svantaggio

economico sia diretto, dovuto all’acquisto di unmauwo maggiore di prodotti per
combattere specie diverse che invece potrebbegreesontrollate con un singolo

prodotto chimico, sia indiretto dovuto alla necgssli effettuare un numero maggiore
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di trattamenti. Un altro svantaggio proprio deiftbajarmaci riguarda la durata e le
condizioni di conservazione. Per quanto concermkifata, si fa riferimento alla shelf
life, che é il numero di mesi a cui corrisponde wopravvivenza del 50% dei
propaguli. La shelf life dei biofitofarmaci non pegsere inferiore ai 18 mesi, mentre
l'ideale sarebbe di 2 - 4 anni. La shelf life digenda molti fattori, primo tra tutti
dalla specie fungina e, piu precisamente, diperal&e dtrutture svernanti che é
capace di produrre. Prioritario € anche il ruoleestito dalla temperatura e
dall'umidita presenti, tanto nella fase di produmgache in quella di conservazione. |
possibili campi di impiego dei biofitofarmaci songatogeni vegetali (con
'esclusione di virus, viroidi e fitoplasmi), erbmfestanti, artropodi fitofagi e
nematodi parassiti.

La Brevettazione

Quando un produttore possiede un microrganisme pgr la lotta biologica ha due
possibilitd concrete per trarne profitto: la bréaeione e la registrazione. Affinche
possa vendere il microrganismo come prodotto fitdado € obbligato a registrarlo,
mentre si puo avvalere dell'istituto brevettualeagdio voglia proteggere il
microrganismo come proprieta intellettuale. Le die non sono alternative e la
registrazione € essenziale altrimeativendita del prodotto non sarebbe legalmente
possibile. Il brevetto € un documento tecnico-legahe descrive il contenuto di
un'invenzione della quale si intende protegger@lizzazione finale. Tramite il
brevetto si concede un diritto esclusivo di utiizdell'invenzione e si assegna
all'inventore il privilegio di usufruire del profid che ne deriva. Chi voglia utilizzare
tali diritti privativi brevettando un microrganisnpuo seguire due strade: il Brevetto
Nazionale (italiano, francese, tedesco, etc.)Brelvetto Europeo. | due brevetti sono
molto simili, rifacendosi alle stesse normative, prasentano differenze per quanto

riguarda I'estensione territoriale della protezieniecosti.

Cenni storici sui brevetti riguardanti microrganismi

L’Istituto brevettuale classico riguarda la “tutgjaridica della proprieta intellettuali

e delle invenzioni”. Occorre precisare la differanza invenzione e scoperta.
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L’invenzione é “qualcosa di nuovo alla cui idert#fzione partecipa [lattivita
inventiva dell’'uomo”, mentre la scoperta si rifees‘al rinvenimento di qualcosa di
nuovo che gia esiste in natura”.

Allo stato dell'arte giuridico, per brevettare unicrorganismo si deve fare
riferimento alla Convenzione di Monaco sul Breveforopeo (CBE) sancita il 5
ottobre 1973.

La concessione del brevetto puo riguardare prodottiocedimenti. La convenzione
di Monaco stabilisce, dall'articolo 52 al 57, I'cgjtp del brevetto. Esso riguarda ogni
nuovo prodotto o procedimento in qualsiasi setti@léa tecnica, esclusi procedimenti
terapeutici sul corpo umano o animale e nuove tzagaimali e vegetali ottenute con
metodi essenzialmente biologici.

L'invenzione deve avere i caratteri di novita, vt inventiva, industrialita e
riproducibilita.

« Novita: deve essere assoluta, poiché ogni divubgezanteriore alla data di
deposito della domanda di brevetto o alla dataridripg puo rendere nullo il
brevetto

- Originalita: e il requisito che considera latt&itinventiva; essa deve
sussistere al momento del deposito della domanbeedetto a giudizio di un
esperto del ramo che e a conoscenza dello stdtartiel

« Industrialita: il risultato dell'invenzione deve tpp essere oggetto di
applicazione industriale, cioe utilizzabile nelffirstria, inclusi i settori dei
servizi e dell'agricoltura

« Riproducibilita: un qualsiasi tecnico medio deveegs in grado di riprodurre
il trovato, partendo dalla sua descrizione.

Le invenzioni vengono suddivise in due categonmrenzioni microbiologiche ed
invenzioni macrobiologiche. Prendendo spunto d@lmvenzione di Strasburgo (24
marzo 1971) vengono dichiarati brevettabili i prttide i procedimenti microbiologici
(art.53). L'interpretazione di tale articolo € caath col tempo, grazie anche
all'influenza di decisioni brevettuali assunte négSA, aprendo la strada al brevetto
su tecniche biotecnologiche, microrganismi isolati natura e microrganismi
modificati geneticamente. |l trattato di Budapest @8 aprile 1977, stabilisce in
modo non equivoco il riconoscimento internaziordee deposito dei microrganismi,

presso enti di deposito internazionali.
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Modalita per la costituzione di un brevetto

Ogni persona fisica o giuridica, italiana o straajenventore o suo cessionario, ha
diritto a richiedere un brevetto europeo, presaidda domanda per la concessione,
indipendentemente dall'esistenza di un precedenteetio nazionale. La domanda va
depositata presso una delle sedi dell’'Ufficio Bteveuropeo di Monaco (RFT) o
presso l'Ufficio Brevetti nazionale di uno Statesshte alla Convenzione Europea.
Le lingue ufficiali, da utilizzare nella procedutafronte all'Ufficio Brevetti Europeo
sono il francese, l'inglese e il tedesco.

L'Ufficio Europeo effettua una ricerca di novitallsavenzione che viene messa a
disposizione del titolare e che serve di base pautcessiva fase di esame, attivata
dallo stesso titolare. L'Ufficio Europeo puo coneedo rifiutare la concessione del
brevetto e la sua decisione ha effetto in ciascdtado membro. Contro il rifiuto di
concessione si puo fare ricorso ad una Commisgsiorgppello interna all'Ufficio
Europeo.

Il Brevetto Europeo e valido per vent’anni e haditd territoriale negli Stati membri
a cui si vuole estendere la domanda. Il titoladkadbomanda dopo la pubblicazione
della domanda europea, cioé dopo 18 mesi dalladiadeposito o di priorita, puo
conseguire la protezione provvisoria, negli Stagnmbri designati, attivando la
relativa procedura. Conseguentemente, il titolaedladdomanda puo agire nei
confronti di terzi secondo le leggi dei rispettpaesi e ha comunque diritto ad un
equo compenso per l'attivita di tali terzi che, petiodo tra la pubblicazione e la
concessione del brevetto, comporti la violazionedddti di brevetto.

Contro la concessione puo essere presentata uslape da parte di terzi che viene
discussa di fronte alle divisioni di opposiziondlalstesso Ufficio Europeo. Alla fine
della procedura, I'Ufficio pud confermare integrahte il brevetto concesso,
modificarne la portata, annullare il brevetto. CGontale decisione puo essere
proposto appello ad una Commissione di Appellarirgeall'Ufficio Europeo.

Dopo la concessione del brevetto, il titolare dgrecedere alla sua convalida
nazionale nei singoli Stati designati. Tale operagi in generale richiede una
traduzione nella lingua di tale stato. Dopo la @ita il brevetto europeo e regolato

in ciascuno stato dalla legge nazionale.
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| documenti da presentare riguardano il testo didiamanda di brevetto nazionale di
cui si rivendica la priorita e la notifica dei paebe si vogliono designare nella
domanda di brevetto. Nel caso si tratti di un prideposito si devono presentare la
bozza di descrizione dell'invenzione preparatdiniadintore, I'indicazione dello stato
della tecnica a partire dal quale l'invenzioneatastealizzata, la bozza dei disegni, se
previsti, il nome e dati anagrafici e fiscali déthiedente il brevetto e l'identita

dell'inventore.

Considerazioni

Il limite del Brevetto Europeo e quello di esseoadamentalmente un insieme di
brevetti valevoli nei 19 stati membri firmatari BeConvenzione di Monaco. Infatti,
tale istituto giuridico non offre una protezione @agenea in tutti gli stati. Il brevetto,
adottato nei singoli paesi, rientra nei diversiduaormativi e genera sperequazioni
sulla protezione finale. Ad esempio, puo essererdoril trattamento giuridico di chi
trasgredisca alle norme di protezione, qualora ralcstati membri abbiano, in
materia, norme penali diverse. In piu il proceditoed molto costoso perché richiede
la traduzione di tutto il fascicolo nelle lingueigmesi in cui si vuole estendere la
validita del brevetto. Gia da 1975 si e sentitaijenza di creare uno strumento
nuovo, piu completo e piu efficiente, per disciplia i brevetti a livello europeo. La
Convenzione sul Brevetto Comunitario o ConvenziahelLussemburgo del 15
dicembre 1975, prevede la concessione di un breueito avente identica efficacia
sul territorio di tutti gli Stati membri dell'Uni@n Europea. Questa Convenzione
nacque dall'esigenza di creare un unico brevettmuodario e per aiutare la
costituzione del mercato unico europeo, il qualkeazerso I'abbattimento di qualsiasi
barriera doganale, potesse aumentare il livelloadicorrenza e rendesse necessario
tutelare le invenzioni al di la delle frontiere mamli. Oggi I'unione economica
dellEuropa € una realta, ma la Convenzione di €odsurgo non € ancora entrata in
vigore, né si possono fare previsioni attendibilcaz i tempi necessari per la sua
costituzione. In sua mancanza le procedure predsalie Convenzioni di Monaco
acquistano quindi una rilevanza ancor piu signiifiea Cio soprattutto alla luce del
sempre piu intenso processo di globalizzazionéedelhomia, che ormai coinvolge in

modo rilevante anche le piccole e medie imprese.
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Registrazione

Uno dei maggiori problemi da superare per commizeere un prodotto biologico e

la fase di registrazione. Alla base della registrae € la necessita di identificare in
modo univoco il prodotto cosi da differenziarlo diri e per poterne seguire |l

destino nell’ambiente una volta rilasciato. Le teba utilizzabili sono molteplici e

normalmente i criteri d’elezione sono la economicitapidita di esecuzione e la
complessita intrinseca della tecnica. Ad oggi salisponibili metodiche basate
sull'analisi del DNA, delle proteine, degli acidiagsi di membrana e di tutte quelle
caratteristiche fisiologiche e morfologiche chega® aiutare nella distinzione di un
individuo microbico. Ma per la registrazione devasser tenuti in conto requisiti di
tipo tossicologico.

La registrazione di un microrganismo deputato algere il ruolo di antagonista

microbico segue differenti legislazioni, a secomti@ il prodotto venga certificato

negli USA o in Europa.

Registrazione negli USA

Negli Stati Uniti, si attua una politica “case kgse”, in cui le analisi richieste per la
registrazione variano in base al microrganismo rdeettere nell’ambiente e allo
scopo con cui viene rilasciato. Il primo requistia stabilire, per un prodotto
fitosanitario la cui sostanza attiva sia un micamigmo, € la unicita del ceppo
utilizzato, al fine di poter seguire il suo destinello spazio e nel tempo una volta
rilasciato nellambiente. La “carta di identita” ld@icrorganismo puo essere creata
con strumenti eterogenei e che forniscono, in @diecrescente, un numero di
informazioni inferiore:

« lanalisi del DNA ;

- l'analisi proteica ;

« latipizzazione degli acidi grassi della membrana ;

+ lo studio dei metaboliti secondari (antibioticirdeni, fenoli, alcaloidi) ;

- la caratterizzazione fisiologica e morfologica ;
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L'iter del prodotto, durante la registrazione e rafito da diverse fasi la cui
importanza e valutata in base a criteri tossicalogdgni prodotto che manifesti
caratteristiche negative in fase 1 viene bloccatdati tossicologici, prodotti da
laboratori indipendenti dal gruppo richiedente kgistrazione, vengono inviati
al’lEPA (U.S. Enviromental Protection Agency) perawalutazione complessiva.

Per quanto riguarda la valutazione dei potenziéditte dannosi sullambiente I'EPA
sottopone il prodotto a 4 fasi di studio. Tali ppasomprendono la valutazione degli
effetti tossici aspecifici e gli effetti patogeretisulle piante e sulluomo. E’
importante sottolineare che in base al microrgaaidia registrare il numero e il tipo
di analisi cambiano. Tale procedura, particolarmesntella, ha portato ad un grande
divario tra il numero di microrganismi registrategli USA e quelli registrati in

Europa.

Registrazione nellUE

Per la registrazione di un prodotto fitosanitariontenente microrganismi con
capacita antagonistiche, ci si deve riferire aligefliva Comunitaria 91/414/CEE,
applicata in Italia con il Decreto Legislativo numel94 del 17/5/95. Tale decreto
disciplina:

a) l'autorizzazione, l'immissione in commercioilizzazione ed il controllo dei
prodotti fitosanitari presentati nella loro formanemerciale;

b) lI'i'mmissione in commercio ed il controllo delestanze attive per I'uso cui sono
destinate;

c) l'autorizzazione all'immissione in commerciopdodotti fitosanitari contenenti o
costituiti da organismi geneticamente modificatr p quali I'emissione deliberata
nell'ambiente sia gia stata approvata in base @kt legislativo 3 marzo 1993, n.
92.

Il decreto precisa la definizione del termine gateerprodotto fitosanitario in cui
vengono compreselée sostanze attive ed i preparati contenenti un@auw sostanze
attive, presentati nella forma in cui sono fornail'utilizzatore e destinati a:
proteggere i vegetali o i prodotti vegetali da tugli organismi nocivi o a prevenirne
gli effetti, favorire o regolare i processi vitatlei vegetali, con esclusione dei

fertilizzanti, conservare i prodotti vegetali, ceaclusione dei conservanti disciplinati
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da particolari disposizioni, eliminare le piante desiderate, eliminare parti di
vegetali, frenare o evitare un loro indesiderat@m@scimentd(art 2).

Vengono definite sostanze attive: le sostanze acrarganismi, compresi i virus,
aventi un‘azione generale o specifica sugli organiscivi o su vegetali, su parti di
vegetali o su prodotti vegetali.

Cosi pure il decreto precisa che per preparatitendono: le miscele o le soluzioni
composte da due o piu' sostanze, delle quali almeacsostanza attiva, destinate ad
essere utilizzate come prodotti fitosanitari.

Vengono elevati al ruolo di prodotto fitosanitaainche i microrganismi, permettendo
il loro l'utilizzo e disciplinando la loro registzéone e il controllo dopo la loro

immissione.

Autorizzazione alla sperimentazione

La richiesta di autorizzazione alla sperimentazidaee essere inoltrata al Ministero
della Sanita, almeno 90 giorni prima dell'inizio llde prove. Tale richiesta e

necessaria nel caso in cui le prove comportino niigsione di un prodotto

fitosanitario non ancora autorizzato o allo scopestendere I'autorizzazione a nuovi
impieghi di prodotti gia autorizzati.

L’autorizzazione viene concessa, sentito il padeieServizio Fitosanitario Centrale e
dellAgenzia Nazionale per la protezione dell’amttiee che devono dare il loro
parere entro 45 giorni. Dopo tale periodo il Mieist della Sanitd puo procedere
autonomamente. Il Ministero determina tutte le ¢oiodi necessarie per la
prevenzione dei rischi per I'uomo, gli animali artibiente, fissando i quantitativi
massimi per l'applicazione sperimentale. Le derdgevate dalle sperimentazioni
devono essere mantenute separate dalle altre itensatondo le normative vigenti o
nel caso in cui si sia ottenuta l'autorizzaziondinamissione al commercio,

potenzialmente destinate all'alimentazione umana.

Tale decreto non si applica direttamente agli asgangeneticamente modificati se
non quelli che abbiano ottenuto un provvedimentoméde di assenso per la
sperimentazione e per l'autorizzazione all'immisgidn commercio (parte B e C
della Direttiva 90/220 recepita con il D.Leg n.9 @/3/1993).
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Autorizzazione all'immissione in commercio

Il decreto presenta, nella sua parte finale, degati a cui il testo rimanda per la
specifica dei singoli articoli della legge.

| prodotti devono sottostare a determinate condiziper l'autorizzazione. Un
prodotto fitosanitario pud essere autorizzato et (A) le sostanze attive in esso
contenute sono iscritte nell'allegato | e se sdddis principi uniformi di cui
all'allegato VI; (B) se e sufficientemente efficac®n produce effetti inaccettabili sui
vegetali o sui prodotti vegetali; non provoca safeze e dolori inaccettabili ai
vertebrati da combattere; non produce effetti notivmaniera diretta o indiretta,
sulla salute delluomo o degli animali o sulle segotterranee; non produce effetti
inaccettabili sull'ambiente, in particolare per moariguarda il suo destino e la sua
distribuzione ambientale, con riferimento particelalla contaminazione delle acque,
comprese quelle potabili e sotterranee, noncingpdito sulle specie non bersaglio;
(C) se €' possibile determinare la natura e la tifaanelle sostanze attive in esso
contenute e, ove occorra, delle sue impurezze lealegcomponenti significativi dal
punto di vista tossicologico ed ecotossicologian adeguati metodi stabiliti in sede
comunitaria o, in mancanza, riconosciuti dal Mimistdella Sanita’; (D) se possibile,
con adeguati metodi di uso corrente, determinamesidui di rilevanza tossicologica
ed ambientale derivanti da un impiego autorizz@i); se le sue proprieta’ fisico-
chimiche sono state determinate e giudicate acxkefeer garantire un'utilizzazione
ed un magazzinaggio adeguati; (F) se per i prodatyricoli previsti
dall'autorizzazione, i suoi residui non superankamiti massimi stabiliti ai sensi
dell'articolo 19 (art. 4).

Il decreto disciplina il riconoscimento degli epteposti allo svolgimento delle prove
necessarie. Le condizioni viste sono accertate aitri di saggio secondo
I'applicazione dei principi di “buona prassi di taltorio”(GLP) descritti dal decreto
legislativo n°120 del 27 gennaio 1992. Le proveaedlisi compiute dai centri di
saggio devono ottemperare all norme previste wtieljato Il del decreto.
L’autorizzazione viene rilasciata dal Ministero ldebanita ed ha una durata di dieci
anni. Essa prescrive i requisiti di commercializaae, di utilizzazione e di quelli
necessari per ottemperare alle condizioni previéi®articolo 4. Per richiedere

'A.l.C. per un prodotto fitosanitario un produttodeve presentare la domanda di
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autorizzazione al Ministero della Sanita, un dosshe soddisfi i requisiti richiesti
dall'allegato Ill e un dossier per ogni sostanZ&vatpresente nel preparato, redatto
secondo le modalita precisate nell'allegato Il. damanda e i fascicoli allegati
devono essere redatti in lingua italiana.

La commissione consultiva (art. 20), € lo strumeche il Ministero utilizza per
verificare la conformita del prodotto con le cordi stabilite dall’'articolo 4. Tale
commissione valuta, avvalendosi della cooperazideierichiedenti la domanda e
procede al rilascio dell'autorizzazione entro e mdine un periodo di 12 mesi dal
momento in cui € disponibile un dossier completgpdato di vista tecnico.

L’A.I.C. viene notificata al titolare con il relat® numero di registrazione e vengono
pubblicate sulla Gazzetta Ufficiale della Repubdblitaliana le etichette dei prodotti
autorizzati. Presso il Ministero della Sanita vieoaservata tutta la documentazione
consegnata cosi da renderla disponibile agli Stegimbri e alla Commissione
Europea.

L’A.I.C. puo essere rinnovata al termine della su@ata se la domanda di rinnovo
viene presentata almeno un anno prima della swkesea, purche il Ministero della
Sanita accerti che non siano venute a mancareni@izioni imposte dall’articolo 4
del decreto.

L’A.I.C. non e un’autorizzazione "statica” ma pussere modificata, con o senza il
parere della commissione e sulla base dellimpadaelle modificazioni richieste
(art.5 comma 13, 14, 15, 16). Essa pu0 esseramieata e ritirata, anche su richiesta
del titolare, quando vengano a mancare le condiziste all'articolo 4.
L’informazione riguardante la riesamina e il ritsono di competenza del Ministero
che si deve occupare di darne ampia pubblicitét@date, agli organi di vigilanza e
alle principali organizzazioni professionali dienditori e agricoltori affinché tutti gli
operatori ne vengano a conoscenza.

Dopo l'accettazione della domanda di autorizzazialienmissione in commercio, il
prodotto fitosanitario autorizzato viene iscrittelliallegato | (art. 6, commal) per un
periodo di dieci anni e ogni modifica viene stdhililal Ministero della Sanita.
L’iscrizione a tale allegato rimane vincolata “a@A)(assenza di effetti nocivi
sulluomo, sugli animali, sul’ambiente e sulle aegsotteranee, (B) rispetto della

dose giornaliera per 'uomo, (C) livello ammisstbd’esposizione dell'operatore, (D)
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stima del destino e della distribuzione nell’ambéenonché dell'impatto sulle specie
non bersaglio.

Ottenuta I'AIC e possibile, per il titolare, vendeit prodotto che prevedibilmente
verra immesso nelllambiente. Durante le fasi distegzione la legislazione si occupa

di regolamentare le modalita di accertamento @ehri

Valutazione dell'impatto ambientale

Il rilascio deliberato o accidentale nell’ambiende un microrganismo ha delle
implicazioni ambientali molto importanti. Dal punth vista giuridico, il decreto
legislativo n.194 del 17/5/1995 definisce, all'adlo 4, le caratteristiche generali che
un microrganismo deve possedere per salvaguardanbiénte, mentre nell’allegato
Il, con riferimento all’organismo ,e nell’allegatidl, con riferimento al prodotto
fitosanitario, precisa le prove da effettuare prcha I'AIC venga concessa.

La legge si occupa di definire quali siano il “dest e il comportamento
nell’lambiente” del prodotto, ponendo I'attenzionells sua diffusione, mobilita,
moltiplicazione e sulla persistenza nell'aria, aedjua e nel suolo. Dal punto
ecotossicologico si occupa delle possibili intevazitossiche con pesci, uccelli,
lombrichi e insetti, cosi come i possibili effatggativi sulle api da miele, sulle alghe,
gli effetti su organismi utili, su altri organismin bersaglio e sulla microflora del
suolo.

Tuttavia, il decreto legge non definisce, in modecgso, un microrganismo mentre |l
precedente decreto legislativo n.91 del 3 marza3189@va una chiara definizione
dove ad un microrganismo corrisponde: ogni entiterabiologica cellulare o non
cellulare capace di replicarsi e di trasferire mate genetico. Se da una parte tale
legge ammette che ci possa essere uno scambioteliiae genetico, la legislazione
sulla registrazione di microrganismi come prodbttsanitari non ne fa menzione,
nel caso di microrganismi non modificati geneticatee prevedendo tale eventualita
solo per i MOGM.

Dal punto di vista della stabilita genetica e dabterimento orizzontale di geni non
viene precisato nulla, valutando che potrebbe iearfi un rischio effettivo per

'ambiente solo quando del materiale esogeno vergalotto in un ospite o quando
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siano applicate tecniche che creino nuove comlonazdi materiale genetico

ereditabile.

Nel caso della registrazione, le prove di valutagidel rischio sono quindi inferiori

di numero e molto meno onerose perché ricadono so# legge, da questo punto di
vista, piu permissiva. Cio ha una ricaduta prasode strategie di ricerca che le
aziende mettono a punto per sviluppare un micrasgam utile. Il produttore che si

trova di fronte la possibilita di migliorare un @&p antagonista, modificandolo
geneticamente, deve quindi sottostare ad una gegge per I'impiego in ambiente
confinato e quindi ad una seconda che si occupa sléh immissione sul mercato. Le
procedure tecniche diventano onerose e il prod@éode in economicita e

competitivitd. Esistono tuttavia delle scappatagidlative per migliorare l'attivita

antagonistica senza ricadere nella normativa $asaio in ambiente confinato di
MOGM (Decr.leg. n.91 del 3/3/93). Si possono creaaeianti genetiche tramite

coniugazione, trasduzione, trasformazione o qualsadtro processo naturale; e’
permessa induzione della poliploidia, la mutagenpsr creare mutanti con

caratteristiche nuove e la fusione cellulare (cawarla fusione dei protoplasti) di
cellule di piante che possono essere ottenute miedieetodi tradizionali di

riproduzione.

Etichettature e controlli

Il problema dell’etichettatura ha assunto oggi uilavanza cruciale. Il decreto
legislativo 194/95 regolamenta tale materia perodptti fitosanitari. Esso prevede
che siano apposte delle etichette, in lingua maljasu tutti gli imballaggi e
contenitori. In generale, I'etichetta deve portact¢azioni riguardanti il prodotto e il
produttore. In modo specifico le etichette devorantenere la denominazione
commerciale del prodotto fitosanitario, con il nonee l'indirizzo del titolare
dell'autorizzazione, il numero e la data di reg®tvne, nonche' i dati anagrafici del
responsabile dellimballaggio, dell'etichettaturdedla distribuzione, (qualora questo
sia diverso dal titolare dell'autorizzazione), rnogicl'indicazione del nome e della
sede dello stabilimento di produzione. L'etichet@ve inoltre contenere notazioni
molto precise riguardanti il nome e la concentnagiai ciascuna sostanza attiva

presente nel prodotto fitosanitario, (come da deatel Presidente della Repubblica
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24 maggio 1988, n. 223). | nomi delle sostanzeatievono essere indicate secondo
la nomenclatura di cui alla legge 29 maggio 197456, (e successive modifiche),
oppure, se la sostanza non vi figura, essa pudeesskcata con il suo nome comune
ISO o, in assenza, con la sua denominazione chitdiRAC.

L’etichetta deve essere corredata anche dai dattigo di azione del prodotto
fitosanitario, il tipo di preparazione, la quantitéetta del prodotto fitosanitario,
espressa in unita’ di misure legali, il numeroaliipa del preparato o una indicazione
che ne permetta l'identificazione.

Con Decreto del Ministro della Sanita vanno indick frasi di rischio (R) riferite
all'uomo, gli animali o I'ambiente (allegato IV)eecomplementari frasi di sicurezza
(S) per la tutela dell'uomo, degli animali o defitaente (allegato V) e le indicazioni
riguardanti i primi soccorsi da prestare.

I comune utilizzatore del prodotto deve poter coemgere dall’etichetta le
possibilita di uso del “fitofarmaco”. A tale scomtevono essere indicati “gli usi
autorizzati, le specifiche condizioni agricolepfainitarie ed ambientali nelle quali il
prodotto fitosanitario puo' essere utilizzato o, cahtrario, deve essere escluso”
(art.16, comma 1, lettera k). Sono fondamentalisteuzioni per I'uso e la dose,
espressa in unita’ metriche, per ogni diverso iggi@utorizzato. | prodotti
fitosanitari, seppure autorizzati, possono presergffetti fitotossici o effetti tossici
verso l'uomo; per tal motivo,in etichetta va indianel caso sia necessario,
I'intervallo di sicurezza da rispettare tra I'apahione e la semina, tra I'impianto della
coltura da proteggere o di quelle successive,applicazione e I'accesso dell'uomo o
degli animali, tra I'applicazione ed il raccoltdra I'applicazione e I'uso o il consumo
dei vegetali trattati. L’etichetta appare molto #&&ma quella di un farmaco ad uso
umano ed, infatti, contiene la dicitura "Prima deslb leggere le istruzioni sul foglio
illustrativo" qualora sia allegato un foglio illuativo, la data di scadenza in normali
condizioni di conservazione del preparato, se latdudello stesso €' inferiore a due
anni. Non si possono apporre sull’etichetta notaizimali innocuo 0 non tossico, in
riferimento, ad esempio, all'effetto verso insgitonubi. Nel caso di trattamento
previsto in concomitanza di periodi critici perdeesenza di api e permesso indicare
sull’etichetta frasi del tipo “utilizzabile in presza di specie non bersaglio”. | titolari
hanno il compito di adeguare gli imballaggi, leckétte fatto salvo per le scorte di

prodotti etichettati ed imballati prima dell’entaain vigore di tale decreto. | controlli
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effettuati dal legislatore prevedono misure a brevmedia scadenza. Il controllo
ufficiale dei prodotti fitosanitari viene attuaterc I'adozione di piani nazionali
annuali per verificare la rispondenza ai requisér cui i diversi prodotti sono stati
messi in commercio e la loro utilizzazione conformke indicazioni annotate
sull’etichetta nel rispettto dei principi di buorgratiche fitosanitarie e di lotta
integrata. E’ compito delle regioni e delle prowecautonome trasmettere,
annualmente, i risultati ispettivi al Ministero BelSanita che deve presentare,
successivamente, agli Stati membri e alla Commmssiguropea una relazione in
materia. Il Ministero della Sanita deve approntdre,accordo con il Ministero
dellAmbiente e sentito il parere della Conferepeamanente Stato-Regioni dei piani
nazionali triennali (art.17, comma 4). In analog@n la Farmacopea Ufficiale dei
farmaci destinati all'uomo é stata creata la Fitofacopea ufficiale. Il Ministero della
Sanita tramite il Servizio Informativo Sanitarioe rcura la pubblicazione. Essa
comprende le monografie delle sostanze attive aute, il prontuario dei prodotti
fitosanitari autorizzati e i metodi di analisi p& verifica dei requisiti sanciti
dall'articolo 4. Il decreto stabilisce di adottargerendosi anche alla legge n.283 del
30/4/1962, i limiti massimi residuali definiti inede comunitaria, qualora essi non

esistano, di stabilirli, in via provvisoria corpiéirere della Commissione Consultiva.

Considerazioni sulle differenti legislazioni

E’ evidente la grande differenza normativa chetedi® Unione Europea e USA in
materia di registrazione di prodotti fitosanitdn. Europa I'obbligatorieta di molte
analisi, anche quando il microrganismo sia paleséen@nocuo, fa si che le richieste
di autorizzazione di prodotti fitosanitari preseataiano inferiori di numero a quelle
presentate negli USA. La laboriosita delle proveeassarie nonché la difficolta
economica della registrazione, che in se non aeetdmpi di accettazione
eccessivamente lunghi, ha come effetto non soldef@essione del mercato ma la
comparsa di fenomeni di frode. E’ nota agli opeiatesistenza in commercio di
prodotti non registrati come prodotti fitosanitabensi come ammendanti, aventi
come denominazione: "Additivi per terreni e sulistdi radicazione a base di
sostanze naturali e attivanti biologici”. E' quasevitabile che accada cio, vista la

grande massa critica, talora non essenziale, ch@aduttore deve presentare per la
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registrazione. Sarebbe quindi auspicabile una mifordella legge che presti piu
attenzione al singolo prodotto, intendendo ogndptto fitosanitario come “unico”
cosi da esigere un insieme di prove ed analisi tege non standardizzate come
numero. Lo stesso si potrebbe dire per gli OGMi &@GM, campo in cui il divario

con gli USA e ancora piu ampio.

Produzione e commercializzazione

Dopo la fase di isolamento di un microrganismo atladio delle sue caratteristiche
utili come agente di contenimento biologico, lapapondamentale per il successo di
un prodotto biologico € la cosiddetta “fase inda##f. Essa studia la formulazione
del prodotto e la sua produzione su vasta scakss®psi ritrovano in fase di ricerca
microrganismi utili e promettenti, ma il passaggalla produzione e alla
commercializzazione non & sempre facile e comurttjuesito non scontato. La
carenza sul mercato di prodotti microbiologici éguentemente da ascrivere ai costi
di produzione elevati e dai margini di profitto deayuati, se riferiti all’investimento
iniziale. Per capire le ragioni di tale fenomenacarce analizzare gli elementi
caratterizzanti la produzione di biomasse micradidh una biofabbrica i costi che
piu incidono sono l'acquisto dei substrati e I'agiar elettrica richiesta per far
funzionare gli impianti. A questi due fattori primasi collegano I'efficienza del
processo fermentativo, collegato a sua volta alerde esigenze di sviluppo dei
microganismi e dal punto di vista del marketingritbotta economia di scala che tali
prodotti per la difesa riescono a raggiungere seitcato. L’'approvvigionamento di
substrati economici per le fermentazioni € un fattcruciale. Le melasse di scarto,
derivate dalla lavorazione della barbabietola deckzaro e della canna da zucchero,
gli scarti derivati dalla trasformazione industeiael mais rappresentano un materiale
di partenza assai economico ma qualitativamente@gdaeo nel tempo. In questo
ambito si deve ricercare il compromesso tra ecooitdnidei fattori produttivi e
gualita costante del prodotto finale. La produziongrandi fermentatori €, di solito,
il mezzo piu comune per la produzione di biomasgerti. Si utilizzano due tipi di
colture: la coltura su mezzo liquido e quella sweneesolido. Sono molte di piu le
conoscenze sulla fermentazione in liquido che momdlido, dal momento che la

prima e stata il mezzo di produzione d’elezione atlinomiceti produttori di
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antibiotici. Tuttavia, occorre considerare ogni raiganismo come a sé stante e con
caratteristiche di sviluppo ed esigenze nutriziod#ferenti. Non sembra corretto
privilegiare un tipo di fermentazione rispetto ad aitro in modo aprioristico. La
coltura in liquido necessita, alla fine del processue fasi fondamentali: la
separazione dell'inoculo dal mezzo di coltura metafiltrazione e la fase di
concentrazione dell'inoculo tramite processi ditdéumgazione e di disidratazione.
Quest'ultima puo0 alterare la capacita funzionalé dcrorganismo, specie se
condotta rapidamente tramite riscaldamento. Al reoi@t, una coltura solida non
richiede separazione dell'inoculo né la disidraiaei del prodotto; ad esempio |l
micoparassitaSporidesmium sclerotivorunviene prodotto, di routine, con una
fermentazione solida (Ayers e Adams, 1983) e amahrelrichoderma sppé stata
messa a punto una strategia per la coltura solidsasta scala (Roussest al,
1991).Per produrre una grande quantita di biomassdevono ricercare i valori
adeguati non solo per il microrganismo di interesseper lo stadio vitale desiderato
(conidio, ascospora, clamidospora). La temperatlassigenazione, il pH, 'umidita,
la fonte di carbonio nel substrato, i micro- mesomacro-elementi del substrato
devono essere considerati per raggiungere due tigbiéta loro contrastanti:
massimizzare le rese e contenere i costi. La teatyrer influenza direttamente lo
sviluppo dei microrganismi, influenzando la cinatidelle reazioni enzimatiche.
Avere a disposizione un ceppo microbico che cresdamperature relativamente
vicine a quelle ambiente rappresenta un vantaggpoa@mico, poiché fa risparmiare
energia. Il pH e la fonte di carbonio influenzamoqualita dei metaboliti secondari
prodotti nel mezzo. E’ noto che, ad esempio la prazhe di fenazina in
Pseuodomonas fluorescegsaltamente influenzata dalla composizione delzmez
(Slininger e Shea-Wilbur, 1995). La necessita digenare il mezzo di coltura
richiede energia per aumentare la velocita delle gal fermentatore. Talvolta, la
scarsa aerazione pud' incrementare la formazioneclainidospore in ceppi
micoerbicidi diFusarium oxysporunfHebbaret al, 1997). Variare le condizioni di
coltura per promuovere la formazione di struttureresistenza porta ad indubbi
vantaggi di tipo commerciale. Un prodotto microbmkto, infatti, richiede, oltre alle
caratteristiche finali di elevato titolo, una buoe8ficacia ed un’elevata stabilita
commerciale (shelf life). La vita commerciale debgotto e tanto piu elevata quanto

piu si commercializzano le forme di resistenzardiglirorganismo. Ceppi dtusarium
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saprofiti vengono prodotti in forma di clamidosp@kHebbaret al, 1997); le spore di
Bacillus subtilis rappresentano la forma di resistenza piu efficgmr la
conservazione del prodottdalaromyces flavupresenta ascospore molto resistenti,
preferibili ai conidi, per la commercializzaziorlergvel et al, 1985); alcuni batteri,
come Agrobacterium radiobacteK84, sono facilmente disidratabili (Kerr, 1980),
altri, tra cui i batteri gram negativi, sono pitffidili da conservare, mancando di
forme fisiologiche di resistenza.

Formulazione

La formulazione di un prodotto fitosanitario € kegalente della forma farmaceutica
dei farmaci destinati alluso umano e rende la aws attiva utilizzabile per le
applicazioni. Spesso una corretta formulazione daftore discriminante tra |l
successo e l'insuccesso di un prodotto. E’ pressaulitile avere a disposizione un
microrganismo utile ed efficace se non si sono domgstudi adeguati sulla
formulazione da adottare. Il microrganismo rimam® @$trumento utilen pectore
Gli obiettivi della formulazione di prodotti fitos#ari contenenti microganismi
riguardano il mantenimento dell’efficacia, la dar@bmmerciale e la facilita d'uso,la
distribuzione completa sul sito da raggiungere,ctanpatibilitd con le normali
pratiche agricole e i bassi costi di produzione. fitofarmaco microbiologico,
rispetto ad un fitofarmaco chimico tradizionalegg@nta problemi peculiari che
riguardano la stabilizzazione e la durata del pttod&pesso i produttori di formulati
tendono a trascurare queste componenti rispetpoohlemi, di piu facile soluzione
tecnica, di distribuzione, assorbimento e sicurgerd’ operatore. Queste non devono
mancare, ma dal momento che il prodotto fitosaitaontiene microrganismi che
devono svolgere una funzione in campo diventa pronad essenziale che essi
arrivino vivi al sito di applicazione. Un’adegudtamulazione deve rendere stabile la
sostanza attiva, sia durante la conservazioneeti@sposizione agli agenti abiotici,
una volta applicata alla coltura. Anche in quesisocesistono formulati specifici e
piu idonei al differente utilizzo finale di un proitio. Sono molto usate paste a base di
talco, pirofillite o kaolinite utilizzati come vedti della sostanza attiva; altre volte
sono usati substrati veicolanti quali torba, vewtiie, lignite (Kloepper e Schroth,

1981; Vidhyasekaraeat al,, 1997). Gli alginati si prestano molto alla véazone del
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microrganismo nell’ambiente, ma dal momento cheooecstudiare, prodotto per
prodotto, I'adatta formulazione il loro costo fiea eccessivo. Il “Pesta” (Conniek
al., 1991) e un formulato granulare che e stato padpautilizzando la tecnologia
della “pasta fatta in casa”. Si prepara un impastola farina di semola e la kaolinite
cui viene aggiunta la sospensione conidica di eés®; si lavora I'impasto fino a
creare una “palla” umida di pasta, si tira in si@@ si producono degli spaghetti. Gli
spaghetti seccati vengono poi frammentati in giatiuB-4 mm di lunghezza e 1-2
mm di diametro. Tale formulato viene usato per omganismi micoerbicidi, per
Trichodermaspp. etc... pur essendo molto efficace € molto cossesapplicato a
produzioni su vasta scala, a causa dell’elevataocdslla kaolinite. Un ulteriore
miglioramento potrebbe essere apportato sostituémdaolinite con substrati piu a
buon mercato come la bentonite. Amidi pregelatmizzengono utilizzati per
formulare Trichoderma virense Trichoderma. hamatuniLewis et al, 1995); in tal
caso I'amido viene gelatinizzato aggiungendo 1@idcqua ogni 100 g di farina di
mais creando delle maglie in cui vengono intrapgpoleicrorganismi. Tale sistema
garantisce una buona sopravvivenza all'inocul@oiid da produrre ed economico. |
biopolimeri sfruttano il medesimo principio deginali gelatinizzati per incapsulare
il microrganismo (Boket al, 1996). Alcuni formulati sono costituiti da emolsi
invertite in cui il microrganismo € nella fase disga, circondata dalla fase continua
oleosa: tale forma garantisce una buona proteziagk UV.

Si puo influire sull’efficacia di un prodotto midsmlogico grazie ad additivi che
alterino lo stato nutrizionale della sostanza attiv'azione di Trichodermae
Gliocladiumspp. € migliore se si aggiunge crusca di grarforatulato (Eladet al,
1980; Elad e Hadar, 1981; Lewis e Papavizas, 1986ho noti casi, come per
Trichoderma flavusin cui una formulazione “povera” garantisce tiatil migliori
(Fravelet al, 1995) ed altri in cui una formulazione con soz&anutritive specifiche
come additivi avvantaggiano I'antagonista sul patmg(Churet al, 1997). La durata
di un prodotto € essenziale per garantire la qualgl prodotto nel tempo. E’
importante ridurre il tenore di ossigeno nel praeparaggiungendo delle sostanze
adsorbenti I'ossigeno, o mediante formulati sotbote. E’ utile ridurre il tenore di
acqua (Conniclet al, 1996) cosi come si possono aggiungere agenb&tettori e
UV protettori (Shapiro, 1992; Shapiro e Roberts®f92). L’abbassamento della

temperatura non sembra essere la giusta via daeguers, dal momento che
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occorrerebbe creare sistemi quali “catene del fsféduwei canali distributivi e cio
porterebbe, con tutta probabilita, a problemi lagispecie in un sistema a basso
profilo tecnologico come quello agricolo italiamappresentato da una moltitudine di

piccole aziende.

1.2 il genereTrichoderma

| Funghi appartenenti al genefl@gichodermasono cosmopoliti nel suolo e nel
materiale vegetale in decomposizione. Alcune spsci® le componenti principali
della micoflora in un’ampia gamma di habitat. Qoepti0 essere attribuibile alle
ampie capacita metaboliche delle specie apparteaequesto genere e alla loro
natura ecologica aggressivamente competitiva (Ga8%1). Ceppi dilrichoderma
Spp. sono raramente agenti eziologici di malattie deiente. Alcuni ceppi invece
arrecano danni alle coltivazioni su substrato dgfu eduli coméPlerotus ostreatus
Agaricus bisporusLa maggior parte delle specie appartenenti abgefrichoderma
non sono associati ad alcuna forma perfetta. NelergeHypocrea (divisione
Ascomycota classePyrenomycetesprdine Hypocreales; famiglia Hypocreaceae
ritroviamo forme di riproduzione gamica, che poss@ssere ricondotte al genere
Trichoderma Negli ultimi anni, grazie ad indagini molecolag, stato possibile
associare un numero crescente di teleomorfi appEnte al genereHypocrea ai
rispettivi  anamorfi del genereTrichoderma. Comunque, nonostante questi
significativi progressi, la tassonomia del genkrehodermarimane ancora piuttosto
incompleta e la distinzione delle specie € probtaraa

Il genere Trichodermaé stato introdotto da Persoon nel 1794 nel qualetdre
introdusse quattro specie fungine simili a livelinacroscopico, descrivendole
“apparentemente come polveri farinose racchiuserdacopertura lanuginosa”. Le
guattro specie originariamente descritte furonamiate T. aureum T. roseumT.
nigrescense T.viride, ognuna di queste assumeva infatti una colorazdfierente
durante la produzione di conidi. Adesso sappiah®le quattro specie fungine non
hanno alcun rapporto di parentela, tuttavia il gefeichodermafu applicato a tutte
guelle specie fungine ubiquitarie, verdi e con ttarasimili al T.viride.

Il rapporto metagenetico con il gendfgpocrea venne messo in luce dai fratelli

Tulasne nel 1865. Tuttavia, la precisa tassonomii@generica diTrichodermae
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rimasta oscura fino alle ultime decadi del ventess®colo. Bysby, nel 1939, ipotizzo
che le variazioni morfologiche potessero esseraitaip a diversi ceppi appartenenti
ad una singola speciéf.viride. Il primo tentativo per fornire una tassonomia
infragenerica del generdrichoderma si deve a Rifai che nel 1969 distinse,
all'interno del genere, nove specie aggregate hesseonscio del fatto che i taxa da
lui introdotti non costituissero singole entitalbigiche, in rapporto metagenetico con
una singola e precisa specie teleomorfica. | rapploalcune specie con le relative
forme perfette furono stabiliti da Webster (196#{ljdiando isolati provenienti da
ascospore, che erano stati ottenuti da Dingleyi@BF.In Giappone, negli anni tra il
1969 e il 1972, Doi studid e descrisse attentamembéte specie diHypocrea
osservando anche i relativi anamorfi; sfortunatameessuna coltura dei ceppi da lui
utilizzati € stata conservata. Studi piu dettaglsalla morfologia del genere
Trichodermasono stati effettuati da Bisset che nel 1984, pradd in considerazione
intera gamma di variazioni morfologiche osseryapeopose di collocare specie
morfologicamente simili insieme, arrivando cosi Bstidguere cinque sezioni:
Longibrachiatum, Saturnisporum, Trichoderma, Paasfbm, HypocreanunQuesti
studi evidenziarono che delimitare specie biologickul piano meramente
morfologico e estremamente difficoltoso.

Attualmente sono a disposizione altri metodi peehtificazione tassonomica, che
vengono a supporto di quello morfologico come: gidasui metaboliti secondari,
che evidenziano una grande variabilita all'intexdtel genere (Okudat al 1984);
caratteristiche fisiologiche evidenziabili in pig@stmicrotiter che potrebbero fornire
un sistema utile per lidentificazione infragenearitanalisi dei profili isoenzimatici
effettivamente utilizzata come strumento tassonomiceutchmanet al 1996,
Samuelset al 1994); indagini molecolari condotte sulle seqeehzS del DNA
ribosomale e tecnichdifigerprinting’ costituiscono i metodi a risoluzione piu fine
per [lidentificazione tassonomica (Fujimori, Okudd994; Kuhls et al.
1995,1996,1997; Meyat al. 1992).

Nella sezionelLongibrachiatumBisset (1984), i conidiofori sono moderatamente e
irregolarmente ramificati, con le fialidi disposte modo poco regolare e di rado
organizzate in spirali o verticilli.

Le specie appartenenti alla seziobhengibrachiatumspesso producono pigmenti

giallo verdognoli nel retro delle piastre di coluiLa sezioné&aturnisporunmDoi et

33



Introduzione

al.(1987) fu eretta a causa delle peculiari strutithre si potevano osservare sulla
superficie delle pareti dei conidi, talvolta ver@reprie estroflessioni verso 'esterno
simili ad ali. Questa sezione € inoltre caratteriazda un modello di ramificazione
dei conidiofori, simile a quello della seziohengibrachiatum con ramificazioni e

fialidi non raggruppate frequentemente appaiate.

Foto 1.2 Aspetto delle colonie drichodermaspp.

in piastre Petri allevate su PDA [Tratta da Studies
Mycolgy 48 Hypocrea/Trichoderma (Ascomycota
Hypocreales Hypocreaceap Species with green
ascospores Priscila Chaverri and Gary J. Samuels
2004

La produzione di conidi appare organizzata in @astompatte, come nella sezione
Pachybasium Studi molecolari sulle specie appartenenti a igusszione, (Kuhls
1997), hanno evidenziato che queste specie soettastiente imparentate con altre
appartenenti alla sezioneongibrachiatum Per questo sia W.Gams che J.Bisset
concordano sulla necessita di includere nella sezimngibrachiatumla sezione
Saturnisporum

In definitiva, quindi, il generelrichoderma sarebbe suddiviso in quattro sezioni:

Longibrachiatum, Trichoderma, Pachybasium, Hypoorea Le specie di
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Trichoderma possono essere prontamente isolate dal suolo com wgtodo
convenzionale, cid a causa della loro crescitadeapt della loro abbondante
produzione di conidi. Sono stati proposti metodietsizi basati sull'utilizzo di
substrati agarizzati cui sono aggiunti antimicrokidungicidi specifici, ma anche la

diversa temperatura di sviluppo puo essere utilizpar un isolamento selettivo.

1.2.1 Meccanismi di azione dirichodermain lotta biologica

Le numerose applicazioni pratiche fanno del gerlerehoderma argomento di
intensi studi sia come agente di lotta biologita,ceme microrganismo modello per
studiare i processi di biocontrollo. In tabella k@no riportati alcuni dei funghi
fitopatogeni controllati dalle diverse specieTdichoderma(Harman and Kubicek,
1997).

Tabella 1.1: Funghi fitopatogeni controllati dawale specie difrichodermaHarman and
Kubicek, 1997
Trichoderma Pianta trattata Patogeno controllato
barbabietola, pomodoro,
fagiolo,girasole
aglio Sclerotium cepivorum
Pythium ultimum
Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotium rolfsii

lattuga

patata, narciso, pomodord

T. harzianum cotone, melone, patata,
lattuga,

cotone, fagiolo, patata,

barbabietola rafano, carotg,

Phytophthora spp.
Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

tabacco
pomodoro Verticillium spp.
fruttiferi Armillaria mellea
Fagiolo Pennicillium digitatum
lattuga Sclerotium rolfsii
narciso Pythium ultimum
T. viride cotone, pomodoro Fusarium oxysporum

leguminose, patata,
barbabietola
patata Verticillium spp

Rhizoctonia solani

| funghi del gener@richodermaagiscono come agenti di biocontrollo principalmente
producendo antibiotici, competendo per i nutrienthicoparassitizzando l'ospite. La
capacita antibiotica dei funghi appartenenti alegefrichodermasi esplica con la
produzione di numerosi metaboliti tossici quali adempio la gliovirina, la

gliotossina, la trichodermina e le trichozianin&jva contro una vasta gamma di
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funghi e batteri (Papavizas, 1985). Faull e Scatse{1994) osservarono che il
vitro contro Rhizoctonia solane Fusarium oxysporunsp. lycopersici Whilhite e
colleghi (1994) attribuirono alla gliotossina I'effo fungistatico dimostrato dal ceppo
G20 di T. virens gia commercializzato come Gliogard ® . Il meccsam di
competizione € legato alla capacitardichodermaspp. d’'influenzare la disponibilita
di alcuni nutrienti nella rizosfera, limitando latnzione di altri funghi, tra cui quelli
patogeni (Silvan and Chet, 1989). Il ferro, ad gsenviene sequestrato mediante la
produzione di siderofori simili a quelli prodottiadPseudomonaspp. Un altro
meccanismo di competizione consiste nell’occupazidn nicchie comuni con i
microrganismi fitopatogeni. Infatti la sola presardi Trichodermaspp. sui fiori o
grappoli d’'uva impedisce la colonizzazione dellatead’infezione da parte dB.
cinerea(Lorito et al, 1994b) Il micoparassitismo dlrichodermaée di tipo distruttivo
perché linterazioneTrichoderma - ospite si risolve con la soppressione di
guest'ultimo. Questo meccanismo di biocontrollo vege un’iniziale crescita
chemiotattica difrichodermaverso le ife del suo ospite, il quale produce wdgmnte

di essudati (Nordbring-Herts and Chet, 1986); questimo riconoscimento €&
mediato dalle lectine del fungo ospite e da residuizucchero, generalmente
galattosio e fruttosio, presenti sulla paret@dchoderma(lnbar and Chet, 1997). II
micelio di Trichoderma dopo il contatto fisico con l'ospite, svilupparugture
specializzate simili a ganci e appressori, attiaasliluppare le ife del patogeno.
Infatti, rimuovendo le ife difrichodermadal suo ospite sono stati osservati solchi e
fori di penetrazione, generati dagli enzimi ligpodotti dall’antagonista. Le chitinasi
e le B-glucanasi svolgono un ruolo cruciale nella perzétree, dal momento che la
struttura della parete cellulare fungina €& cogatyprincipalmente di  polimeri
strutturali B-glucani e chitina (Loriteet al, 1994b). Nell’'ultima fase dell'interazione
antagonista-ospite;,Trichoderma digerisce il contenuto intracellulare del fungo
attaccato, provocando la perdita del citoplasmaaedisintegrazione delle ife
dell'ospite (Benhamur and Chet, 1996).

Le specie del genefErichodermamaggiormente utilizzate per il controllo biologico
sonoT. harzianune T.virens(Papavizas, 1985; Chet, 1987). In particolareeghimi
chitinolitici di questi due ceppi sono studiati geg ritenuti responsabili della

degradazione della parete cellulare nei funghi exmenti chitina (De la Cruet al.,
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1992; Di Pietroet al., 1993, Loritoet al., 1993, 1994). Numerosi lavori dimostrano
cheT. harzianumda solo o in combinazione con altre speci&rdihodermaoppure
con prodotti chimici, attacca direttamente gli d@gguatogeni quali ad esempio
Rhizoctonia, Fusarium, Pythium, Sclerotinia e Bti$tyParticolarmente interessante e
il sinergismo degli enzimi litici diTrichodermae alcuni fungicidi inibitori della
sintesi degli steroli (flusilazolo, miconazolo),lldechitina e dep-glucani. | CWDEs
(Cell Wall Degrading Enzymes), operando la degrimtez della parete cellulare
fungina, favoriscono la penetrazione dei fungiami siti specifici d’azione che
raggiungono in tal modo concentrazioni piu elevate cellule bersaglio (Loritet
al., 1994a). Il sinergismo tra gli enzimi e i fungicisuggerisce I'applicazione di
questi composti per migliorare la resistenza allelattie delle piante e nella
produzione di nuovi formulati anticrittogamici (Litwr et al., 1994a) utili nella lotta
integrata, permettendo di ridurre la quantita ditipedi chimici e pertanto I'impatto
ambientale. Diverse specie @richodermasono utilizzati in preparati commerciali,
ad esempio TharzianumT39 é l'ingrediente attivo del Trichodex™ (Eladdan
Shitenberg, 1996). E’ stato inoltre osservato dbere specie dirichodermahanno
un effetto sinergico con i PGPRPlant Growth Promoter Rhizobacte)ja
microorganismi capaci di colonizzare le radici edurre benefici alla coltivazione

potenziando la crescita e controllando le malé@iavetet al.,1993).

1.3 Le tracheofusariosi del pomodoro e del melone

1.3.1 La coltivazione del pomodoro

Il pomodoro coltivato che, appartiene alla famiglielle Solanaceae & stato
classificato per la prima volta da Carlo Linneo t&b3 nel gener&olanumcome
Solanum LycopersicumSuccessivamente Philip Miller scisse il gen&aanum
introducendo un nuovo generkeycopersicon comprendente a sua volta due
subgeneri:

-EulycopersicorC.H. Mull.

in cui sarebbero collocate la spedigcopersicon esculenturivill. e la specie
Lycopersicon pimpinellifoliurl.) Mill , che presentano frutti rossi e glabri;

- EriopersiconC.H. Mull.
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in cui sarebbero collocate le spedigcopersicon peruvianufin.) Mill; Lycopersicon
pissipi Phil. ; Lycopersicon cheesmarRiley ; Lycopersicon hirsutunHumb. E
Bonpl. ;Lycopersicon glandulosu@.H. Mull; che presentano frutti verdi e pelosi.
Secondo le attuali conoscenze si ritiene che iltroemi origine del genere
Lycopersiconsia I'area compresa nelllAmerica latina, tra ileCsettentrionale, Peru
ed Ecuador, dove sono diffuse forme selvatichelLyltopersicon esculentura
Lycopersicon pimpinellifoliumpassando successivamente nel Messico meridionale,
dove probabilmente & avvenuto il primo miglioraneeper la presenza di diverse
forme. Una delle forme piu ancestrali eLjicopersicon esculentuwar cerasiforme
(Dunnal)A.Gray, che €& presente allo stato spontanelte regioni tropicali e
subtropicali. Nelle aree di piu antica coltivazipgeno state riscontrate due direttrici
nell'evoluzione della pezzatura e della forma dattb, una verso I'aumento delle
dimensioni dei loculi, con la formazione delle farnallungate, laltra verso
'aumento del numero dei loculi, con la formaziatedle forme a bacca piatta.

La coltura del pomodoro € praticata un po in tilttoondo, occupando una superficie
stimata di circa 4.429.898 ha, con una produzidreest aggira intorno di2Z3milioni

di tonnellate (FAOSTAT 2005).

Tabella 1.2 Coltivazione di pomodoro nel mo Tabella 1.3 Coltivazione di pomodoro nel
superfici FAO 2005 mondo produzioni FAO 2005

N° Nazione ha N° Nazione Tonn.

1 [Cina 1.255.046 1 Cina 30.143.929
2 |India 540.000 2 U.S.A. 12.766.000
3 [Turchia 255.000 3 Turchia 9.440.000
4  [Egitto 195.164 4 Italia 7.682.504
5 |U.S.A 172.810 5 Egitto 7.640.818
6 |[Russia Federazione 150.910 6 India 7.600.000
7 |italia 144.963 7 Spagna 4.441.800
8 |lran 130.000 8 Iran 4.200.000
9 |Nigeria 127.000 9 Brasile 3.489.270
10 |Ucraina 96.000 10 Messico 2.148.130
11 [Spagna 69.900 11 |Russia Federazione 2.017.860
12 [Messico 67.084 12  |Grecia 1.932.000
13 [Brasile 59.315 13 |Romania 1.330.085
14 [Romania 58.484 14  |Uzbekistan 1.245.470
15 |Cuba 58.100 15 Marocco 1.201.230
16 |Uzbekistan 56.380 16 |Portogallo 1.200.930
17 |[Indonesia 52.719 17 [Cile 1.200.000
18 [Sudan 52.000 18 |Ucraina 1.145.700
19 |Algeria 47.000 19 [Tunisia 1.118.000
20 |Grecia 39.223 20 [Siria 920.000
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Tabella 1.4 Europa coltivazione pomodoro superfici Tabella 1.5 Europa coltivazione pomodoro
FAO 2005 produzioni FAO 2005

N° Nazioni ha N° Nazioni Tonn.

1 Italia 141.258 1 Italia 7.814.899
2 Spagna 70.400 2 Spagna 4.473.573
3 Romania 48.905 3 Grecia 1.700.000
4 'Yugoslavia, (Area Ex) 39.250 4 Portogallo 1.200.930
5 Grecia 39.000 5 Romania 821.451
6 Bulgaria 15.000 6 Paesi bassi 645.000
7 Portogallo 14.000 7 Francia 630.600
8 Polonia 13.000 8 lugoslavia (Area ex) 454.000

9 Albania 6.500 9 Bulgaria 400.000
10 |Ungheria 6.000 10 |Ungheria 285.000
11 |Cecoslovacchia (Area Ex) 4.385 11 Belgio 230.000
12  |Francia 2.900 12 Polonia 210.000
13 |Paesi bassi 1.300 13  |Albania 169.000
14  |Belgio 460 14 Cecoslovacchia (Area ex) [82.000
15 |Germania 450 15 Regno unito 78.500
16 [Malta 280 16 Germania 56.000
17  |Svizzera 200 17 Austria 37.271
18 |Regno unito 191 18 Finlandia 35.000
19 |Austria 184 19 Svizzera 27.500
20 |Finlandia 122 20 Svezia 20.086
21 |Danimarca 100 21 Danimarca 20.000
22  |Svezia 57 22 Malta 14.657
23  |Norvegia 33 23 Irlanda 10.000
24 |Irlanda 27 24 Norvegia 9.042

25 |Islanda 4 25 Islanda 1.300

| primi cinque produttori a livello mondiale son@ina, U.S.A, Turchia, Italia ed
Eqitto. In Europa, la superficie interessata dastpjeoltivazione e di 404.006 ha
con una produzione che si aggira intorno ai 19amilidi Tonnellate (FAOSTAT
2005). | primi sei produttori europei sono l'ltglaa Spagna, la Romania, l'area
dellEx lugoslavia, la Grecia, la Bulgaria

Il Lycopersicon esculentuMill. presenta diverse varieta botaniche, che dgf®no
per la morfologia della foglia e dei frutti: vacomune var. cerasiforme var.
piriforme, var. grandifolium , var. valium Il pomodoro € una pianta a tendenza
perennante , che perd si comporta come una piamabe in condizioni climatiche
caratterizzate da temperature molto variabili néresi periodi dell’anno. |l
portamento della pianta originariamente espanstrigiante, ha subito nel tempo
diverse modifiche, in relazione agli interventi delglioramento colturale, con la
realizzazione di tipi a portamento piu raccolttinp a quasi al fusto eretto e con
bacche di notevoli dimensioni. La radice € di tiptonante, ma con un ampia rete di

radici laterali piu o meno superficiali, infatti 10% dell’'apparato radicale € situato
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nei primi 30 cm di terreno. Lo stelo eretto nenmrstadi, € poi decombente di altezza
variabile fino ad anche 2 metri. Ci sono cultivamctipologia di accrescimento
indefinito e cultivar con tipologia di accrescimerdeterminato, nelle quali I'apice
vegetativo dello stelo e dei germogli dopo aveondaogo ad un certo numero di
palchi fiorali termina I'accrescimento differenzaosi in una infiorescenza. Le foglie
sono alterne grandi, con lunghezza che puo arrifiae ai 25 cm, picciolate e
irregolarmente pennatosette. Le infiorescenze soserite sull'internodo, i singoli
fiori sono portati da peduncoli articolati, con ical gamosepalo a cinque lobi
persistenti. Anche la corolla € gamopetala di @lgiallo con un numero di petali
normalmente pari a cinque. Gli stami, solitamentenimero uguale ai petali, sono
corti con antere biloculari connate all'apice, famdo una colonna attorno al pistillo,
costituito da un ovario supero con lo stimma ché pporgere piu 0 meno dalla
colonna staminale. Il frutto € una bacca, di e@lmsso, di tonalita, di grandezza e
forma molto variabile. La colorazione rossa € daieata dalla presenza del licopene,
qguella gialla dalp-carotene. Nel frutto si distingue: I'epicarpo,cls e sottile,
organizzato in una pellicola pit 0 meno resistdotenata da cellule poligonali; il
mesocarpo, polposo e sugoso di sapore dolce amdospessore piu 0 meno
rilevante, costituito da cellule a pareti sotttibndeggianti ed ovoidi; I'endocarpo,
suddiviso in due o piu logge, € costituito da tesg@lacentare nel quale sono immersi
i semi pit 0 meno numerosi. Il seme, discoidalsckiacciato, ha un tegumento
provvisto di numerosi peli e contiene un embriomrvo, circondato da poco
endosperma. Il processo germinativo avviene ineampbd pit 0 meno lungo che puod
variare dai 6 ai 12 giorni e oltre, in dipendenzdtre che dei fattori pedoclimatici,
dal vigore del seme. La germinazione e epigea,tiledoni liberi dal tegumento
seminale si accrescono in lunghezza e larghezzmieid la fase autotrofa della
pianta; la fase cotiledonare dura dai sette a qlimedici giorni. Il fusto € costituito da
nodi ingrossati, dai quali si dipartono le fogli@ iegetti ascellari, da internodi piu o
meno lunghi su cui si inseriscono le infiorescenkegetti laterali primari si
accrescono con la formazione di foglie e infiorezee dando luogo a getti ascellari
secondari e successivi in relazione alle condizinvigore della pianta. Se non
intervengono cause avverse, l'accrescimento coatifimo a che perdurano le
condizioni climatiche favorevoli ad eccezione delealtivar ad accrescimento

determinato che terminano il loro accrescimenttetthziando una infiorescenza. La
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fioritura & scalare, con la formazione delle indierenze in tempi diversi e su
internodi successivi. Il miglioramento geneticoesindirizzato verso la selezione di
varieta con tempo di formazione delle infiorescendetto, allo scopo di ottenere
contemporaneita di maturazione. Le infiorescenzes@ao essere racemi semplici o
ramificati, i primi nella parte piu bassa dellanga i secondi in quella superiore.
Anche sulla stessa infiorescenza la fioritura nostrettamente contemporanea, in
essa si possono notare, dall'inserzione versod&pirutticini, fiori aperti e fiori
ancora chiusi. Il pomodoro coltivato & altamenteogamo. Infatti la conformazione
del cono staminale, la deiscenza delle antere galle interna verso lo stigma, che
frequentemente non sporge dal cono staminale satirif che favoriscono
l'autofecondazione. La deiscenza delle antere aevi2l-48 ore dopo I'antesi, prima
nei fiori piu vicini all’inserzione dellinfioresaeza sullo stelo poi graduatamente
negli altri. Tuttavia si puo verificare la fecond@ze incrociata, ad opera di insetti
pronubi, nei tipi a fiori longistili quando lo gina fuoriesce dal cono staminale o nei
casi di proteroginia. A fecondazione avvenuta aiiangrossamento del frutto, che in
pien'aria impiega dai quaranta ai sessanta giomn pggiungere il massimo
accrescimento, secondo il tipo di cultivar. La l@acoatura assume colorazione
diverse dal giallo chiaro a rosso di tonalita déeerNel corso della maturazione si
riscontra un graduale aumento degli zuccheri éaddliita; la vitamina C aumenta in
modo rilevante nella maturazione piena della bacca.

Il termine italiano pomodoro e riconducibile, sedonalcuni, al colore giallo dei
primi frutti importati in Europa, all'inizio del skcesimo secolo, soppiantati poco
dopo da varieta a bacche rosse. Inizialmente |aiespfl introdotta a scopo
prevalentemente ornamentale. Intorno alla quartadte del sedicesimo secolo, si
hanno le prime notizie sulla possibile utilizzazatei frutti di questa pianta. Mattioli,
nel Dioscoride, fa il primo riferimento sulla inttozione del pomodoro nel vecchio
mondo. Nel 1544 segnala la presenza in Italia & sipecie, che produceva frutti
schiacciati e costoluti , dapprima verdi poi giadl®, che potevano essere consumati
con olio sale e pepe (Rick 1978). Nel sedicesimelediciassettesimo secolo le
notizie sul consumo dei frutti di pomodoro diverdasempre piu frequenti, ma
luminari ancora esprimono le loro perplessita suistimo di questi frutti da molti
ritenuti malsani se non velenosi. Durante, nelldatbario Novo, scrive che tali frutti

“....danno poco e cattivo nutrimento”. | pregiudiairca l'utilizzazione del
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pomodoro restarono radicati per quasi tutto ilatteisimo secolo, e la pianta venne
presa in considerazione come curiosita botanica.définitiva affermazione del
pomodoro come pianta alimentare puo farsi risalil& fine del diciottesimo secolo,
guando si awvio in Italia e contemporaneamente lin parti del mondo, la
coltivazione della specie per la produzione di baccNegli U.S.A. la prima
coltivazione di pomodoro di cui si hanno notizieteerisale al 1782 in Virginia,
anche qui pero il consumo di questo nuovo ortaggistava qualche perplessita. Nel
1820 per suffragarne il valore alimentare, Gibbohnon ne consumo alcuni sulla
scalinata del palazzo di giustizia di Salem pré¢ew York. In Italia, fin dal 1812, il
pomodoro veniva estesamente coltivato in SicihaCampania e nel Lazio, ma fino
alla prima meta del diciottesimo secolo i fruttaeo destinati al consumo diretto,
successivamente furono individuate forme di utdzpne alternative suggerite dalla
relativa facilita di lavorazione delle bacche. ttifanel 1809, Nicolas Appert pubblico
'opera “L’art de conserver le substances alimeesad’origine animale et vegetale
pour pleusieurs années” , mentre nel 1810 Peteraridubrevettd la scatola di latta,
che venne poi utilizzata da Bryan Donkin e dall'aceno Woodhull Crosby che nel
1847 preparo le prime scatole di pomodori consenfai probabilmente nello
stabilimento piemontese di Francesco Cirio chetatial comincio la produzione
industriale dei pomodori conservati nell’ultimoagto del diciannovesimo secolo.La
prima produzione di un derivato del pomodoro siatgito si fa risalire al 1888
guando il Cavaliere Brandino Vignali attivo a Basihova (Pr) uno stabilimento per
produrre “estratto di pomodoro”, sfruttando unanteg, che riprendeva quella della
“conserva nera” ottenuta dalle famiglie contadiaenensi, facendo essiccare al sole
il succo di pomodoro precedentemente concentratgrandi pentoloni di rame. Nel
1910, le fabbriche di conserva censite nella paini Parma erano 36, ancora oggi
tale zona rappresenta una delle piu importantitae@hliane dell'industria della
trasformazione del pomodoro. Nello stesso perioéd’agronocerino sarnese Si
sviluppava una tecnica per la produzione di pomigaelati, molto piu adatta al tipo
di pomodoro lungo e liscio coltivato ai piedi detddvio.

Lo sviluppo dell'industria alimentare in Italia tnealmente favori lo sviluppo della
coltura di pomodoro, la quale gia negli anni andecgi la prima guerra mondiale
occupava oltre 20.000 ettari e determino inoltr& ymogressiva differenziazione

delle cultivar e delle tecniche produttive, in papgo alla destinazione finale dei
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frutti: da industria e da mensa. Tale differenziae non €& pero rigorosa, quote piu o
meno rilevanti di prodotto delle coltivazioni pémdustria vanno ad alimentare
annualmente il pomodoro da mensa; d’altra parteapporto alle condizioni del
mercato, una quota della produzione di pomodorangasa puo essere destinata
all'industria di trasformazione. Una sicura disdnaeione dei due indirizzi produttivi
non puo essere agevolmente fatta nemmeno sottofilopvarietale. Varieta come |l
S.Marzano con bacche allungate sono indifferentégnatilizzate per il consumo
fresco o indirizzate all'industria conserviera. dgni caso il pomodoro da mensa
presenta in ltalia una piu ampia articolazionewale e le coltivazioni si possono
dividere:

« in pien’aria per produzione di piena stagione

- in pien’aria per produzioni extrastagionali

- protette
Le coltivazioni in pien’aria per produzioni di perstagione sono presenti in tutte le
regioni d’ltalia localizzandosi sia negli orti subani sia in pieno campo. Il prodotto
e prevalentemente indirizzato ai mercati localil guadro delle cultivar € molto
articolato e spesso espressione delle preferenzali,Iger quanto concerne le
caratteristiche delle bacche.
Le coltivazioni in pien’aria per produzioni extragionali viene attuata mediante
'uso di semplici apprestamenti temporanei delenfe. Infatti, grazie a queste mezzi
di difesa dalle avversita climatiche, &€ possibiteerere cicli colturali anticipati o
posticipati nelle fasce costiere delle regioni dehtro e del sud. L'obbiettivo della
extrastagionalita & spesso preminente a quelle ddkse rese.
Le coltivazioni protette, realizzate per tutta laata del ciclo, sotto un apprestamento
di protezione rappresentano I'espressione piu nmaderintensiva della pomicoltura,
garantendo trasferimenti temporali dei cicli da ustagione all'altra (serre
condizionate), svincolandosi dal terreno (idropahic
Il pomodoro da industria non presenta questa \aariittecniche colturali ed e
coltivato esclusivamente in pieno campo.
Grazie alle seminatrici pneumatiche di precisior#® @le tecnologie per il
confettamento del seme, é possibile seminare ilgoom in pieno campo senza
provvedere al diradamento manuale. La semina ditst il vantaggio di ridurre i

costi colturali, pud condurre ad una buona uniftardelle piantine se il terreno € ben
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preparato, consente |'ottenimento di piante conbuon apparato radicale e piu
robuste. Il trapianto puo essere effettuato ottdaele piantine da un semenzaio,
allestito con vasetti di carta o di torba pressajpure con vassoi alveolari di
polistirolo, che hanno avuto il maggior successovivai orticoli e tra i coltivatori. |
vantaggi del trapianto sono una migliore uniforngi&dla coltura, un leggero anticipo
nella raccolta, I'eliminazione d’alcune operaziconlturali per I'allestimento del letto
di semina, maggior competizione con le infestalmaltre le moderne macchine
operatrici per il trapianto non provocano lesiolhe giantine. Il trapianto si effettua
con piantine di 3-5 foglie vere con le radici pttgedal panetto di substrato che le ha

ospitate nel semenzaio.

1.3.2 La coltivazione del melone

Il melone appartiene alla famiglia delBcurbitaceagsottofamigliaCucurbitoideage
tribu Melothrieag sottotribuMelothriinae, genereaCucumis specieCucumis melo L.

La classificazione infraspecifica del melone easttudiata nel 1859 da Naudin che
individuo all'interno della specie numerose varidiataniche tra queste quelle
coltivate in Italia sono :

- var.cantalupensis( meloni cantalupi)

- var.reticolatus ( meloni retati)

- var.inodorus ( meloni invernali)

Il melone & una pianta annuale con radici cordifoenfibrose, che possono
raggiungere la profondira di due metri e possonenekersi altrettanto lateralmente;
normalmente le piu attive sono nei primi 30 cm dhfpndita. Il fusto € angoloso,
guadrangolare e tormentoso, presenta ramificazme possono estendersi anche
fino a cinque metri. Inoltre, la pianta presentai dalla parte opposta delle foglie,
che le permettono di aggrapparsi ai sostegni. beef@ono scabre alterne, picciolate,
reniformi e palminervie con margine seghettatoldra lunghezza varia dai 5 ai 20
centimetri e possono essere larghe dai 10 ai 3bnuetni. Il picciolo € lungo quasi
guanto la lamina, ricurvo e succulento.Qucumis melo L. &€ comunemente una
pianta andromonoica, (presenta contemporaneamenteefmafroditi e fiori con |l
solo organo maschile), ma esistono anche cultora,presentano fiori ermafroditi. |

fiori sono ascellari con corolla gialla a cinquéiloquelli maschili sono portati da
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peduncoli corti e tormentosi riuniti in infiores@ne ciascuno ha cinque stami (due a
coppia e uno solitario). | fiori perfetti sono pgiandi dei maschili, sono isolati o
raramente accoppiati, portati da peduncoli piu hindj quelli maschili. L'ovario
ovoidale o sferoidale e infero triloculare a plaegione parietale ed ovuli anatropi
(gli ovuli sono pendenti sul funicolo per cui il endpilo si trova adiacente ad esso, e
la calaza si trova dalla parte opposta). Lo stigntamposto da 3-5 setti ed € portato
da uno stilo corto e grosso. | fiori maschili congp@ per primi, quelli ermafroditi
otto o dieci giorni dopo e sono disposti su raraifioni di secondo ordine. Verso la
fine della fioritura la percentuale di fiori ermadiiti € piu alta di quelli maschili. |
fiori maschili hanno la durata di un giorno, quedimafroditi se non fecondati
possono rimanere ricettivi per due o tre giornagértura avviene la mattina presto e
dura dalle sei alle quattro ore. Se mancano gktingpronubi, gli stigmi ricevono
pochi granuli pollinici, infatti le antere dei fioermafroditi si aprono verso I'esterno,
i fiori non fecondati dopo pochi giorni cadono. Rarantire un buon accrescimento
dei frutti & necessario che venga fecondato un wonero di ovuli, I'allegagione
avviene dopo numerose visite degli agenti impolbna Una singola pianta di
melone puo portare da 25-70 fiori pistillati, maosib 10% circa allega correttamente
e diventa frutto. La percentuale di allegazionéavpero notevolmente tra le diverse
cultivar. Il periodo antesi-maturazione dura daia8®O0 giorni. Il frutto € una bacca
corticata detto peponide unita alla pianta mediante peduncolo; presenta
esternamente I'epicarpo, che insieme alla parteegiérna del mesocarpo costituisce
la scorza, il mesocarpo piu interno, che costitii$t polpa, e I'endocarpo. La
porzione centrale del frutto e costituita da tesgulacentare in cui sono inseriti i
semi, che e spugnosa e riempie tutta la cavitdicavguando e piccolo. Man mano
che il frutto si accresce aumenta lo spazio likerbtessuto diventa piu flaccido, per
poi disfarsi completamente, divenendo acquoso.mi s®ono gialli o bianchi, con
apici che possono essere appuntiti o arrotondaiedo di mille semi varia dai 20 ai
70 grammi.
Le cultivar coltivate in Italia possono essere raggate nelle tre seguenti varieta
botaniche:

« var. cantalupensische presentano frutti di forma sferica o subsé&ricon

peso variabile tra i 600-1500 g, con superficieidisdi colore grigio verde

tendente al giallo con la maturazione fisiologit@.qualche cultivar, alla
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completa maturazione del frutto compare una leggetatura. Le vecchie
cultivar avevano pesi piu elevati e la superficierrucosa, presentavano
inoltre solchi evidenti sulla superficie, che petteeano di individuare 9-12
costole. La polpa dei frutti € di colore rosa ararimo al salmone. Hanno un
periodo di conservazione post raccolta piuttostevér Le cultivar piu
conosciute sono la vedrantais e I'alpha

« var. inodorus sono detti meloni d’inverno, per la possibilitd essere
conservati per lunghi periodi, infatti possono meahte arrivare all'inverno se
la raccolta avviene prima della completa maturazidrrutti sono ovoidali e
il peso si aggira tra i 1500-4000 g. l'epicarpo paésumere diverse
colorazioni: dal bianco latte, al giallo o verdendatte le tonalita intermedie,
la colorazione puo essere omogenea o striata. lpa jpoiO arrivare ai 5 cm di
spessore e puo essere bianca, verde chiaro osgialldl periodo che
intercorre tra la semina e la raccolta, € genenatenpiu lungo di quello delle
altre due varieta. Esempi di cultivar sono honey,dendral, giallo canaria,
gialetto brindisino, rugoso napoletano.

« var. reticolatus il peso dei frutti oscilla tra 1000-2500 g. epesentano
esternamente da una evidente reticolatura, foraeatan elaborato sistema di
lenticelle, che facilita gli scambi gassosi. A Gauli tale caratteristica tali
meloni vengono definiti comunemente “retati”. La gger parte di queste

cultivar proviene dagli U.S.A.

Il centro di origine del melone sembra essere twtuaell’Africa tropicale o
subtropicale, mentre centri secondari vengono densii I'lran, India, Russa
meridionale, Cina. In Italia giunse all'inizio della cristiana. In Francia pare sia
stato introdotto nel quindicesimo secolo provergedlla citta di Napoli. | meloni
appartenenti alla variezantalupensigare siano stati portati dall’Asia da missionari
nel quindicesimo secolo a Cantalupo, castello gapi@ino Roma. Questa varieta di
melone €& stata succesivamente migliorata notevanerl 1516 era gia coltivato
nell’America centrale, nel 1609 in Virginia e né&2B lungo il fiume Hudson.

Le coltivazioni di melone nel mondo occupano ungesficie di1.281.91&ha con una
produzione di28 milioni di tonnellate (FAOSTAT 2005). | primi seirgduttori

mondiali sono la Cina, la Turchia, I'lran, la Spagmgli U.S.A., la Romania.
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(FAOSTAT 2005). In europa la superficie interessidia coltivazione di melone e
di 142.000 ha per una produzione di circa 3 mildirionnelate, i maggior produttori

europei sono in ordine d’'importanza : Spagna, Raadtalia, Francia e Grecia

(FAOSTAT 2005).

Tabella 1.6 Coltivazione di melone nel mondo Tabella 1.7 Coltivazione di melone nel mondo
superfici FAO 2005 produzioni FAO 2005

N° | Nazioni Ha N° | Nazioni Tonn

1 Cina 578.500 1 |Cina 15.138.000
2 Turchia 103.000 2 | Turchia 1.700.000
3 Iran 80.000 3 |lIran 1.230.000
4 U.S.A. 45.180 4 | Spagna 1.176.900
5 Romania 36.000 5 |U.S.A. 1.150.440
6 Spagna 35.200 6 | Romania 755.000
7 India 31.500 7 | ltalia 665.398

8 Messico 31.500 8 | Marocco 665.000
9 Italia 28.254 9 |India 645.000
10 | Marocco 24.810 10 | Egitto 565.000
11 | Egitto 24.000 11 | Messico 510.000
12 | Pakistan 17.318 12 | Francia 295.500
13 | Panama 15.000 13 | Giappone 270.000
14 | Arabia Saudita 14.923 14 | Pakistan 258.004
15 | Francia 14.900 15 | Korea Rep. Dem. Pop 250.000
16 | Brasile 14.500 16 | Arabia Saudita 245.564
17 | Giappone 12.000 17 | Venezuela 230.000
18 | Venezuela 11.500 18 | Costa Rica 215.000
19 | Korea Rep. Dem. Pop 11.000 19 | Giappone 190.230
20 | Ucraina 11.000 20 | Guatemala 188.163
Tabella 1.8 Europa coltivazione melone superi Tabella 1.9 Europa coltivazione melone

FAO 2005 produzioni FAO 2005

N° | Nazioni Ha N° | Nazioni Tonn

1 Romania 36.000 1 | Spagna 1.176.900
2 | Spagna 35.200 2 | Romania 755,000

3 ltalia 28254 3 | lalia 665.398

4 Francia 14.900 4 | Francia 295500

5 Ucraina 11.000 5 | Grecia 166.500

6 Grecia 8500 6 | Ucraina 65.000

7 Portogallo 3.000 7 | Portogallo 20.000

8 Malta 2500 8 | Ungheria 13.000

9 Moldova 1600 9 | Malta 12.800

10 | Ungheria 900 10 | Moldova, 3.000

11 | Paesibassi 60 11 | Paesibassi 2.000

Le rese medie in Italia sono di 24 tonnellate ddrete la superficie investita & di
28.000 ettari. Per la coltura in pien’aria la Sécihssume notevole importanza con
4000 ha investiti, seguono poi: 'Emilia Romagna de800 ha, la Puglia 1700 ha , il
Lazio 1600 ha e la Lombardia 1400 ha. Le produzimiiarie piu elevate in ltalia si
riscontrano in Campania con 32 tonnellate ad ettaawio ed Emilia Romagna di 27
tonnellate ad ettaro. La coltivazione del meloneserra si aggira sui 1551 ha

localizzati soprattutto in Lombardia, Emilia Romagn Sicilia; la resa media unitaria
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di questa coltura protetta € piu elevata e sitatiesorno a 40 tonnellate ad ettaro con
una punta di circa 68 tonnellate ad ettaro neld.azi

A causa della grande sensibilita della stragrandggmranza delle cultivar alle
fusariosi e alle verticilliosi, sarebbe consigliabmon coltivare il melone sullo stesso
terreno per almeno un decennio. Se cio non e plessitpotrebbe pensare a metodi
biologici: l'impiego di alcune cultivar resistenti,il ricorso all’innesto
erbaceo,l'inoculazione di antagonisti del patogesppure a metodi che prevedano la
sterilizzazione del terreno per via chimica o fiside specie utilizzate come
portainnesto sono |&8enincasa hispidgThumb.) Cogn. e la&Cucurbita ficifolia
Bouche. La semina diretta si effettua quandoelaperatura del terreno si e
stabilizzata sui 12-15 °C generalmente viene eteguile. Per le colture pacciamate,
sotto tunnel o in serra si fa ricorso al trapiantbe radici, quando si rompono,
emettono sostanze ad azione cicatrizzante che pend consentono un rapido
assorbimento dell’acqua, questo € uno dei motivicpé si ricorre esclusivamente a
tutte quelle tecniche di trapianto che prevedonadaservazione del panetto di
substrato attorno alle radici. In serra dove é sem@o sfruttare al massimo la
superficie disponibile, si raggiungono investimetiti4-5 piante al i impiegando
apposite reti di sostegno. Il melone si adatta k@l@ecoltivazione idroponica, che
abbinata ad una corretta filtrazione della solugiomcolante, permette di controllare

bene molti dei patogeni che prediligono I'apparaidicale come corte di infezione.

1.3.3Fusarium oxysporume le tracheofusariosi.

Fusarium oxysporumSchlect: Fr.

Il genereFusariumLink: Fr rappresenta un gruppo di funghi anamouitgiquitario

ed eterogeneo, frequentemente isolati come sépiiafiacqua, suolo e in substrato
organico in decomposizione (Lugeeal 1995) e patogeni responsabili di numerose
malattie di piante, agenti di marciumi in numerospiti e di micosi in uomini ed
animali (Liddell, 1991). Molti dei funghi appartemea questo genere, a causa della
produzione di micotossine, hanno una considevenop®rtanza come contaminanti
degli alimenti. Le specie patogene per 'uomo, ieapb la loro azione in pazienti che

presentano un apparato immunitario gia indebolitgpossono provocare: ulcere
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infettive della cornea, infezioni cutanee, meniegicefaliti, onicomicosi, tumori e
peritoniti (Thomas et Geraldine 1992 ; Godetyal 2004). Il generd-usarium e
conosciuto in tutto il mondo dai micologi come udei generi piu difficili da
distinguere in specie (Snyder e Hansen, 1939) petdvata instabilita dei caratteri
morfologici e fisiologici influenzati dal’ambiente della scarsa corrispondenza tra
caratteristiche morfologiche e patogenetiche (Quolg 1964). La prima
pubblicazione riguardanteFusarium risale al 1809 (Link) e da allora le
classificazione sono state molte. La prima classtiione prevedeva la divisione delle
circa sessantacinque specie #usarium allora conosciute, in 16 sezioni
(Wollenweber e Reinking, 1935). | criteri di cldgsazione usati per suddividere le
sezioni riguardano la presenza o assenza dei roitigice la loro forma, la presenza
o0 assenza di clamidospore, la loro disposizion&ifaufintercalare o terminale), la
forma dei macroconidi e la forma della cellula baskei macroconidi. Inoltre, in ogni
sezione, si distinguono: specie, varieta e formia saase del colore dello stroma,
dellassenza o presenza di sclerozi, del numersetli nei macroconidi, e delle
dimensioni dei macroconidi. Il sistema di Wollenwele Reinking (1935) risulta
oltremodo complesso se si pensa che vengono coasideche le differenti modalita
di crescita su differenti substrati (pura influenambientale) come fattore per
evidenziare differenze significative. Sono statcassivamente sviluppati dei sistemi
tassonomici alternativi quali quello di Snyder ensen (1940, 9 specie), di Raillo
(1950, 55 specie), di Gordon (1952, 26 specielildi (1955, 26 specie), Messiaen e
Cassini (1968, 9 specie), Booth (1971, 44 spebdatuo (1972, 10 specie), di Joffe
(1974, 33 specie), Gerlach e Nirenberg (1982, &isjp, di Nelsoret al (1983, 30
specie). Attualmente, si fa riferimento al sistetassonomico proposto da Snyder e
Hansen ed illustrato da Toussoun e Nelson (1978atbasulla suddivisione in una
decina di specie. In ogni specie, la varieta raggra I'entita morfologicamente
distinta e in ogni specie vengono raggruppati msien forme speciali, gli individui
che hanno una capacita comune di aggredire il nmadegspite. Nell'ambito delle
forme speciali si possono ancora distinguere lezerafisiologiche o patotipi
distinguibili per la selettivita cultivarietale Fusaria di cui sia nota la forma perfetta,
appartengono alla sottodivisioAscomycoting all'ordineHypocreales Possiedono
dei periteci a parete soffice, flessibile o membem e di solito brillantemente

colorata. | periteci hanno, inoltre, un ostiolo beefinito Pyrenomycetgs Sono
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assenti vere parafisi libere, ma parafisi apich& crescono verso il basso dal centro
sono state osservate in varie specie nei primii sladsviluppo; gli aschi sono
unitunicati, tipicamente clavati e monoamiloidi;decospore sono di solito mono- o
trisettate. Le specie hanno spesso due stati @pnatinosciuti come microconidi e
macroconidi; le loro modalita di formazione soney@entemente enteroblastiche (o
fialidiche), ma i macroconidi possono essere geénanghe in modo oloblastico. Una
terza forma conidica e rappresentata dalla clarpim@s una spora tallica dalla parete
poco ispessita, presente in molte specie e avanioine di resistenza nell’ambiente.
Tutti questi tipi di spore sono prodotte dal fungaultura e probabilmente nel suolo,
sebbene solo le clamidospore possono sopravvivduagn nel terreno (Beckman
1987 ; Agrios 1997). Il micelio, inizialmente incoé, diviene piu scuro con il passare
del tempo e pud assumere colorazioni che vannogilo chiaro, rosa chiaro, o
viola.

Nella classificazione di Wollenweber e Reinking 329 una delle 16 divisioni € la
Elegansin cui si ritrova la specie chiamaf oxysporumSchlect: Fr. (Snyder e
Hansen, 1939). Il concetto di specie generalmemttude il concetto di fertilita
sessuale; infatti due specie sono consideratesd#ivae non e possibile il loro incrocio
o0 se la progenie a cui danno origine con la ripramhe sessuale é sterile. Tuttavia c’é
un problema semantico, se si applica questo tereniioeme, che si riproducono solo
agamicamente. Una “specie asessuale” definizionat da Gordon (1993) “..é un
raggruppamento senza significato biologico cheeviesratterizzato da un complesso
di ceppi unificati solo da caratteri morfologiciTuttavia indagini molecolari accurate
basate sull’analisi del DNA mitocontriale ottenwtalla digestione dell’intero DNA
con enzimi di restrizione confermano che fino ad tutti i ceppi diF. oxysporum
esaminati (sia patogeni che non patogeni) sondtatmente correlati. Inoltre, le
variazioni osservate possono essere ricondotignaashico ceppo grazie a semplici
cambiamenti (Gordon & Okamoto 1992 a,b; Gordon }993 necessita di
classificare tassonomicamente le diverse speciBudarium sulla base delle loro
caratteristiche morfologiche, scaturisce dal fattee lo stato teleomorfico della
maggior parte dei casi non si conosce. Gli schassdnomici proposti raggruppano
le diverse specie in sezioni, basandosi quindrisercmorfologici. Tuttavia talvolta &
veramente difficile distingure la spedmisarium oxysporundalle differenti specie

appartenenti alle seziofileganso Liseola.ll quadro si complica se si considera che
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molti ceppi diFusarium oxysporursaprofiti € non patogeni, che saumdizzati come
agenti di biocontrollo, sono morfologicamente iidiguibili dai ceppi patogenetici.
Il F. oxysporume presente in natura come saprofita e come agenftiéopatie
(tracheomicosi). Tra . oxysporunsono state descritte piu di 1&frmae speciales
ognuna delle quali e specifica per una specie aégeNel’ambito delle diverse
forme speciali si distinguono numerose razze figjimhe o patotipi (Armstrong e
Armstrong, 1981). La divisione in forme specialpa&otipi (Snyder e Hansen, 1940)
ha un origine fisiologica basata su criteri pat@jen e non evidenzia in modo
corretto i rapporti genetici tra isolati patogenvetsi. Per distinguere le diverse
formae speciales le razze fisiologiche si utilizzano i biosagQuesti pero, anche se
molto utili, non possono stabilire che un cepporsia patogeno. Per avere questo
tipo di risposta sarebbe necessario inoculare flpceda testare su un numero
elevatissimo di ospiti di specie coltivate diveesalelle loro diverse cultivar. Cio
ovviamente € impossibile. Bisogna inoltre consideibfatto che le prove sarebbero
con le specie di piante maggiormente coltivate,no@ con tutte le piante che
compongono un dato ecosistema. Pertanto, i cepppatogeni dF. oxysporunsono
ceppi che hanno fallito nell'indurre uno stato ttife in un limitato numero di specie
di piante sulle quali sono stati inoculati. (Fra2€l03). Sono entrambe valide le
teorie secondo cui un patogeno si evolva da urn@edeante forma speciale patogena o
da un insieme di funghi ad attivita saprofiticankttura si possono trovare isolati che
possiedono la medesima specificita d’ospite anehelistanti geneticamente. E’ il
caso di un ceppo drusarium oxysporunh.s. cubense patogeno del banano, che
potendo infettare il pomodoro, causerebbe una ftrealathe presenta molte
similitudini con F. oxysporumf. sp. lycopersici la patogenicita verso l'ospite
acquisita dai due isolati indipendentemente, evggabbe la loro origine polifiletica
(Gordon e Martyn, 1997). Diversamente nel caso Eesaria patogeni delle
Cucurbitaceaesi sarebbe mostrata la discendenza da un unicempitoge (Gordon e
Martyn, 1997). Per studiare l'origine monofiletiaa polifiletica di una forma
specializzata o di una nuova razza, si devono aaut diversi casi con metodiche
differenti. La comparsa di una nuova infezione mawuova area, o di un nuovo
patotipo (razza fisiologica), puo essere spiegataicfatto che il patogeno sia stato
introdotto o che si sia generato localmente. ldhizione, non deliberata, di un

patogeno in una nuova area e disciplinata da regjotpiarantena severe che in un
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momento di libero scambio come quello odierno spesgono superate. Spesso,
I'ampia distribuzione di un isolato patogeno éidardurre alla dispersione clonale di
un singolo genotipo, accidentalmente introdottte tpotesi € facilmente verificabile
tramite l'analisi comparativa dei VCGs: se il nuopatogeno € stato introdotto
accidentalmente o deriva da uno preesistente iliayea allora, verosimilmente, non
sara compatibile con le specie indigene. La secdpd&si, invece, trova la sua
spiegazione nella derivazione da una forma presdgest nella selezione di un
individuo proveniente dalle popolazioni di isolabn patogeni dF. oxysporumLe
analisi filogenetiche condotte con tecniche di dh@ione dimostrano, a questo
riguardo, che le varie razze & oxysporumf. sp. conglutinanspossono essere
ricondotte ad un comune antenato (Kisdeanl, 1991). Le razze fisiologiche 1,2 e 3
di F. oxysporunt. sp lycopersicj tutte appartenenti al VCG 0030 (Elias e Schneider
1991), sottoposte ad analisi con RFLP sul DNA rareepermettono di confermare
I'associazione al VCG 0030 e di ipotizzare unavdeione delle diverse razze, I'una
dall'altra. PerF. oxysporumf. sp. dianthi I'applicazione delle diverse tecniche di
caratterizzazione molecolare (VCG, RFLP, cariotghettroforetici, distribuzione
degli elementi trasponibili impala e Fotl, PCR) parmesso di ipotizzare
I'evoluzione della razza 8 a partire dalle razzpet la perdita di un fattore di
avirulenza (Chiocchetst al, 1999).

Tracheofusariosi

Sotto il nome di tracheomicosi annoverano malattie caratterizzate dalla prevale
localizzazione del patogeno di natura fungina nelesa vascolare legnoso delle
piante. Molte forme speciali dt. oxysporumsono i piu comuni e diffusi agenti di
tracheomicosi delle piante (tracheofusariosi). bemfe speciali diF. oxysporum

diffondono i loro propaguli per via aerea e pensiraell'ospite di solito attraverso il
sistema radicald=. oxysporurmon presenta la forma perfetta, ma produce tredtipi
spore asessuate: macroconidi, microconidi e claspiol@. Queste ultime sono la
forma di resistenza del patogeno che, in preseagh éssudati radicali delle piante
ospiti e delle condizioni ottimali, rompono la gsgenza e germinano. | sintomi tipici
delle malattie vascolari includono: nanismo, appassto, clorosi, scolorimento

vascolare, necrosi e morte della pianta. | divessitomi possono comparire
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contemporaneamente, in successione o prevalereinglisugli altri in funzione
dell'ospite, del patotipo del parassita e delledenani ambientali. La caratteristica
piu evidente e costante € lI'imbrunimento dell'apiwarvascolare legnoso, che deve
essere assunto come indizio diagnostico di printiner(Matta A. 1996). Possono
essere interessate da tracheofusariosi pianteaisigsi stadio di sviluppo, ma sono le
infezioni contratte precocemente quelle che causanoi economici piu rilevanti. Il
patogeno penetra nell'ospite attraverso le micntefedell’apparato radicale,
provocate da nematodi o nelle operazioni di trapiadalle lesioni che si verificano
nei meristemi apicali in accrescimento e nellaazah formazione delle radici
laterali, dove la suberificazione dell'epidermideagcora incompleta, e la sua
diffusione & di tipo intercellulare (Brandes, 198mith e Walker, 1930; Ullstrup,
1937). Durante la colonizzazione dei tessuti ibgaho si sposta verso i vasi legnosi
e una volta raggiunto l'interno del sistema vageold patogeno rimane confinato
negli elementi dei vasi xilematici, e si diffonderticalmente nella pianta in queste
cellule (Brandes, 1919; Pennypacker e Nelson, 19i&ale, 1917). In un secondo
momento, il fungo penetra nelle cellule del par@meh xilematico circostante,
attraversando le punteggiature areolate sulla @atet vasi stessi (Pennypacker e
Nelson, 1972; Phipps e Stipes, 1976).

Foto 1.3 Sintomi di imbrunimento del tessuto xilematico imau
pianta di melone infetta da oxysporunf.sp.melonis(T.A Zitter)
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Foto 1.4 Sintomi di imbrunimento del tessuto vaaw®llegnoso in
una pianta di pomodoro infetta dBusarium oxysporumf.sp,
lycopersici(Franci Cellar)

La colonizzazione del sistema vascolare dell'ospéteparte del fungo € rapida e si
osserva la produzione di conidi liberi di muoversila corrente xilematica, fino a che
non incontrano i setti trasversi punteggiati, pdedi due elementi dei vasi. Non
potendo superare l'ostacolo a causa delle loro wmeai, i conidi germinano,
superando il setto con i sottili tubuli germinati@itre I'elemento xilematico il fungo
produce conidiofori e conidi che vengono traspomtsetto successivo dal flusso
xilematico. Il processo di colonizzazione dell'dspverso l'alto procede “a salti”. |
Fusariaagenti di tracheomicosi, nel processo di coloniexez dell'ospite producono
enzimi degradativi (Deese e Stahmann, 1962, Go#ncskal, 1953). Gli enzimi
prodotti da questi patogeni sono in prevalenzaigh fpectolitico con effetti di
macerazione cellulare e di ostruzione dei vasipiagmte ospiti generalmente hanno
approntato sistemi di difesa nei riguardi della giagparte delle forme speciali Bi
oxysporumpatogene. Sono in grado di produrre gel, gommdeedil’interno degli
elementi dei vasi xilematici (Pennypacker, 1981padle cellule dell'epidermide,
ipodermide e cortexdelle radici, la presenza del patogeno stimolgpdgsimento
della parete in corrispondenza dei punti di pez&ire, che possono evolvere in
papille, caratteristiche formazioni coniche, corségoggiante sull'interno della
parete cellulare, che crescono tra parete e plasmmah in seguito a deposito di
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calloso (3-1,3-glucano) e di lignina attorno al'del patogeno. Il deposito di gel e
gomme di natura pectica ed emicellulosica, cherapegna la colonizzazione dello
xilema, inizia dapprima a livello dei setti trassiee procede, quindi, sulle pareti
laterali dei vasi. La produzione di tille nei vasignosi da parte delle cellule
parenchimatiche annesse ai vasi stessi, € unaredstacolo alla diffusione del
parassita vascolare.

La loro formazione sembra essere ospite-dipendented stata rilevata solamente
durante linfezione del banano (Beckman, 1969; Besk e Zaroogian, 1967),
melone e patata dolce (Matta 1996). Nel caso dwiala formazione delle sostanze
gelatinose incomincia dalla superficie superiore sietti trasversi ed € causata
dall'ingrossamento degli stessi setti e della pmziterminale della parete dei vasi.
Le gomme, le tille e le pareti dei vasi possonceessmpregnate sia da composti
antibiotici, come i tannini, sia da altri compo$gnolici rapidamente ossidati in
chinoni: questi ultimi, rilasciati dalle cellule sexiate ai vasi, rendono i vasi
impermeabili all'acqua e, frapponedosi negli spagercellulari, impediscono gli
scambi di tossine e nutrienti tra il patogeno éessuti circostanti (Matta 1996). La
formazione di gomme puo dipendere da gelificazidee prodotti di degradazione
della parete di vasi, operata dagli stessi enziectqitici del patogeno, o da enzimi
della stessa pianta, attivati in risposta all'irdee. Si ritiene che possano giocare un
ruolo importante nel contenimento del patogenoelule annesse ai vasi xilematici
con ipertrofie, che si traducono in tillosi, coreifprofie, in grado di delimitare e
sostituire vasi o interi gruppi di vasi infetti eamite fenomeni degenerativi
irreversibili come imbrunimenti e gommificazioni @ta 1996). Nella comparsa della
malattia € fondamentale la velocita relativa con awengono i fenomeni di
colonizzazione del patogeno e di difesa della pia@e le difese sono attivate
rapidamente e in modo persistente, i conidi siovano confinati in “sacche
d'invasione”. Gel e gomme rilevate nel: garofanenii/packer e Nelson, 1972), nella
mimosa (Phipps e Stipes, 1976), nella patata ddeClure, 1950), e nell'anguria
(Nishimura, 1971), giocano un importante ruolo tebitare la diffusione del
patogeno, intrappolando i conidi fra gli elemenrdi dasi. Tuttavia se il gel persiste
solamente per un limitato lasso di tempo, se le titardano a formarsi o se non si
formano affatto, i conidi sono liberi di diffondemdtre l'occlusione vascolare, e

I'infezione si traduce in blocchi via via piu estésl trasporto xilematico (Beckman,
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1966). In virtu delle molteplici anastomosi tra iyashe consentono il facile
aggiramento delle occlusioni, la disfunzione di pagte anche rilevante dell'apparato
vascolare del fusto non necessariamente € segaitaindiomi esterni evidenti di
appassimento e di avvizzimento. Essi diventanonediabili ed evidenti quando il
patogeno colonizza il sistema xilematico dei pitogodelle nervature fogliari, non

ridondante e privo di anastomosi laterali (MattQ@)9

Fusarium oxysporumf. sp.lycopersici

La tracheofusariosi del pomodoro causata dal fuaggsarium oxysporunschlecht
Fr. f.sp.lycopersici(Sacc.) W.C Snyder & H.N. Hans, fu descritta jgepiima volta
da Massee nel 1895 (Booth 1971). La mlattia harileaanza di portata mondiale, la
sua presenza e stata riscontrata in almeno 32(3taiteset al 1991). La malattia
trova il suo optimum in terreni acidi e sabbiosindemperature del suolo e dell’aria
di 28°C. Se la temperatura del terreno e troppo (84°C) o troppo bassa (17-20°C)
lo sviluppo del patogeno viene rallentato.

Quando la temperatura del terreno e a livello @kenma quella dell’'aria ne e al di
sotto, il patogeno colonizza la parte bassa dédilm £ la pianta non mostra sintomi
evidenti. (Clayton 1923). Il patogeno puo esserepagato a lunga distanza per
mezzo di: semi infetti, terreni o0 acque contaminateon il trapianto di piantine
infette (Booth 1971). Tre razze fisiologiche Floxisporumf.sp. lycopersici sono
state fino ad ora classificate, e si distinguonol@eliversa virulenza verso le cultivar
di pomodoro, che contengono i geni per la resistgndtall 1961; McGratlet al
1987). La razza 1 deF.oxysporumf.sp. lycopersici &€ stata quella inizialmente
descritta nel 1886 (Booth 1971) . Successivamddtéin e Tucker (1939-1940)
scoprirono un alto livello di resistenza alla midat nel Lycopersicon
pimpinellifolium Il carattere era governato da un singolo gene imckme,
denominato genel. Negli anni successivi questo fiemecorporato in tutte le cultivar

commerciali, che in campo non mostravano alcurosiotdella malattia.
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oo~
Foto 1.5 Attacchi diFusarium oxysporunf.sp lycopersici su diversi tipi di
coltivazione di Pomodoro

Poco dopo la scoperta del genel, Alexander, deféziane sperimentale per
I'agricoltura dell’Ohio, volendo creare una nuowaeh di pomodoro che avesse la
resistenza alla tracheofusariosi acquisto le lickee avevano il genel da Tucker e
comincio ad effettuare gli incroci. Ottenuta la geaie, volle testarla con un ceppo
isolato da una pianta infetta in una serra nel m@itiOhio, il risultato fu che tutte le
piante inoculate morirono. Alexander informd Tuckee le linee da lui fornite non
erano resistenti &.oxysporunt.sp.lycopersici Per risolvere la differenza di risultati
ottenuti, i due ricercatori si scambiarono gli &obel fungo e le linee varietali. Dopo
aver effettuato i test, entrambi arrivarono allacuasione che l'isolato di Alexander

era una nuova forma del patogeno, che denominasxma 2 (Alexander & Tucker
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1945). Poiché la nuova razza non era ancora djffusastitutori varietali non erano
interessati a creare nuove linee resistenti, quintte le cultivar dsponibili sul
mercato erano suscettibili alla razza 2, incluseinaimente, quelle con il genel .La
nuova razza tuttavia fu segnalata per aver proeceati danni in Florida nel 1961 e
successivamente in molti altri stati del mondo: thalg, Brasile, Gran Bretagna,
Israele, Messico, Marocco e Olanda . Ma Alexand®55 ;1959) ha avuto la
lungimiranza di iniziare uno screening su varietatahiche selvatiche del
Lycopersicon esculentune su specie selvatiche per cercare una fontestiteaza
alla nuova razza del patogeno gia dal 1955, trdefnin un ibrido (L.esculentum x
L.pimpinellifolium). La resistenza alla razza 2rdga essere regolata da due singoli
geni dominanti uno conferisce la resistenza altaa 1 ed l'altro alla razza 2. Il gene
che conferisce la resitenza alla razza 2 fu denatmigenel-2. La razza 3 e stata per
la prima volta individuata in Australia nel 1978réBidge e O’Brien 1982) poi fu
successivamente rinvenuta in California Arkansasogh Carolina (Marlatt 1996).
Attualmente sono disponibili solo poche cultivanda resistenza alla razza 3. (Jones
et al 1991).

Fino ad ora sono state riportate 4 forme di corbpaéi vegetativa per il
F.oxysporunt.sp.lycopersici: 0030-0033 (Katan 1999). | ceppi testati dellezeal

e della razza 2 ricadono nei VCGs: 0030,0031,0&82g & Snider 1991) quelli
della razza 3 ricadono nei VCCs 0030 e 0033 (Rli&nider 1991; Marlatt 1996).

Fusarium oxysporumf. sp.melonis.

L’agente eziologico della tracheofusariosi del meloé il Fusarium oxysporum
Schlecht Fr. f.spmelonis(Leach & Currence) W.C. Snyder & H.N. Hans. , la
malattia & diffusa in tutto il mondo, si presemta italia (Corazza 1998 ;Belisaréi

al. 1999, 2000 ), Spagna (Gomez & Tello), America Metd e America centrale
(Zunigaet al 1999), Asia (Abou-Jawdah & Al-Khoury 1996; Erzomet al 1999;
Namiky et al. 1998) e Africa (Shreudeet al. 2000). Le epidemie di questa
tracheofusariosi possono essere devastanti e @osatgoerdite di produzione che
possono arrivare al 100% (Wechtdral 1995). Una volta introdotto in campo, |l
patogend~. oxysporunf. sp. melonispuo sopravvivere anche dopo lunghe rotazioni

con specie non ospiti (Banihasheenial. 1975 ; Gordoret al 1989). Infatti il fungo
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puo vivere saprofiticamente sui residui colturdliptante non ospiti e inoltre puo
sopravvivere nel suolo sottoforma di clamidosp&anjhashemet al 1975 ; Gordon

& Okamoto 1990; Gordort al. 1989; Zunigaet al. 1997). A causa della grande
persistenza del patogeno nel suolo la malattia gegere controllata con l'uso di

cultivar resistenti (Zunigat al. 1997).

Foto 1.6 Danni alla coltivazione di melone in pienampo provocati daFusarium
oxysporunt.sp.melonis(T.A Zitter)
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Foto 1.7 Sintomi su melone indotti dal patogéneraium oxysporunf.sp. melonis(T.A
Zitter)

Risseret al (1976) hanno designato le seguenti razze fisiohegy basandosi sul
superamento della resistenza genetica di alcunizwarutiell’ospite da parte di alcuni
ceppi del patogeno: Razza 0, Razza 1, Razza 2,aRh2z La razza 1-2 é stata
ulteriormente suddivisa in Razza 1-2w e Razza 1cBg conducono rispettivamente
alle precipue sintomatologie di avvizzimento (wdt)ngiallimento (yellow).

La razza 0 induce malattia su quei genotipi di melohe non presentano nessun tipo
di geni di resistenza. | geni per la resistenzi. axysporunt. sp. Melonissono stati
individuati nel genoma del melone e sono stati danati Fom-1 e Fom-2. Questi
caratteri sono monogenici ed ereditati indipendemeisono, inoltre, entrambi
dominanti. Il gene Fom-1 conferisce la resitenda edzze 0 e 1 , il gene Fom-2
conferisce resitenza alle razze 0 e 2 (Risgaal 1976 ; Zink 1992 ; Zunigat al
1997). La presenza di entrambi i geni in una simgmanta conferisce la resistenza
alla razza 0, 1 e 2, ma non alle 1,2y e 1,2w dincun sono ancora stati individuati
geni per la resistenza (Messiaginal. 1962; Risseet al 1976; Zink 1990, 1992;

6(



Introduzione

Wechter 1995). Dei geni recessivi che conferisa@sitenza alla razza 1-2 sono stati
trovati in alcuni genotipi. Tuttavia il caratteregpeligenico, per cui un buon grado di
resistenza viene espresso dalle linee omozigatsedee, che possono essere ottenute
da individui doppio-aploidi ottenuti partogeneticamte da polline irradiato
(Ficcadenti 1995; Sestili 1994). | gruppi di conmipégita vegetativa deF. oxysporum

f. spmelonis identificati sono 8: 0130-0136,0138, tuttavia @©ng degli isolati
aggiuntivi, che non mostrano alcuna compatibi(ik@atan 1999).

Lotta alle tracheofusariosi

Le strategie di lotta contro le tracheomicosi coemgiono interventi di profilassi e la
ricerca di ospiti resistenti. La profilassi consisella prevenzione della malattia, che
si ottiene proteggendo la pianta, ovvero impedestaoil patogeno inizi il processo
patogenentico. Questo pud essere conseguito cdtanenti chimici o fisici
indirizzati al suolo (specialmente nelle colturesarra).

| trattamenti con fumiganti chimici al terreno harscarsa selettivita e provocano un
vero e proprio vuoto biologico nel suolo che, insgtondo tempo, potrebbe essere
interamente colonizzato da un nuovo patogeno allduppo del quale non si
opporrebbe alcun microrganismo antagonista.

| trattamenti fisici al terreno prevedono l'utilizzlel calore per la devitalizzazione
dei propaguli dei patogeni, questi si effettuanaliaete I'insuflazione nel terreno di
vapore d’acqua ad elevata temperatura, o0 mediargelérizzazione. La prevenzione
della malattia pu0o essere attuata anche con megptegnici come le rotazioni.
Queste sono efficaci se si alternano piante noiti @ patogeno, € evidente quindi
che le probabilita di successo in questo caso soaggiori quanto € minore la
polifagia del patogeno.

Ospiti resistenti sono disponibili sotto forma diieta o di ibridi F1. C’é anche la
possibilita di innestare le varieta commercialvaudeta o ibridi selezionati

esclusivamente in base alla resistenza, senzadigadle caratteristiche produttive.
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2 Scopi del lavoro
Lo scopo principale del presente lavoro e stawllgui esaminare diversi ceppi di
Trichodermaspp. per valutarne:

- la capacita di biocontrollo verso un ceppo Flisarium oxysporunf.sp
lycopersicj agente causale della tracheofusariosi del ponsoilgcopersicon
esculentunMill.) e verso un ceppé&usarium oxysporuriisp.melonis agente
causale della tracheofusariosi del meladbequmis meld..)

« L’ attivita di promozione di crescita eventualmeasercitata sulle piantine di

pomodoro e melone.
La prova e stata basata su un sistema che hatpré&visontemporanea presenza della
pianta ospite, del patogeno e del potenziale antsigo Le piante ospiti sono state
seminate in vassoi alveolari, la presenza dellgonésta € stata garantita iniettando
una sospensione conidica acquosa nel substrato emtdat nell’alveolo.
Successivamente le piantine sono state trapiantateasi contenenti terreno
precedentemente contaminato con un inoculo delgpato e in vasi contenenti
terreno non inoculato per ottenere gli opportunntoali. Proprio sulle piante
contenute in questi ultimi sono state effettuateisurazioni per valutare I'attivita di
promozione di crescita.
La fase successiva del lavoro € stata incentradt@ffegtuare ulteriori indagini in
Vivo sui 4 isolati diTrichodermaspp., che si sono rivelati migliori nel controtlella
malattia, al fine di indagarne la competenza riensh e I'endofitismo in piante di
pomodoro. Inoltre i quattro isolati selezionati s@tati utilizzati, in vitro in prove di
antagonismo e micoparassitismo nei confronti diumilcisolati di Fusarium
oxysporumformae specialeklycopersicie melonisal fine di indagarne i meccanismi

d’azione quali agenti di lotta biologica.
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3.1 Materiali

3.1.1 Substrati utilizzati per la crescita degli islati fungini

Potato Dextrose Agar (PDA)
PDA (Difco) 39 gl in acqua distillata.
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per.20’

Agar Acqua (WA)
Agar (Difco Bacto Agar) 20 gL in acqua distillata.
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 20'.

P190 : substrato selettivo peflrichodermaspp.
PDA (Difco) 30 gL:1

Streptomicina 50 ppm

Bacitracina 7500 U.L.

Hymexazolo 0,3 gt

Plantwax 190 ppm

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 20'.

Komada: substrato selettivo per fusarium spp.
Pentacloronitrobenzene 75% p.p.

Oxgall 0,5 gt?

Na,B,0,10H,0 1 gLt

Streptomicinasolfato 0,3 ¢l

pH 3,8 +0,2

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 20'.
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3.1.2 Substrati utilizzati per la crescita e lo swippo delle piante

Klasman Potgrond H ®
Substrato specifico per la semina in vassoi altedizolture orticole, a base di torba
neutra ottenuta da torbe nere e bionde di sfagno.

Elementi in percentuale in peso sulla sostanzaasecc

Tabella 3.1 composizione Klasman Potgrond H

Carbonio di origine biologica 35%
Azoto organico 0,8%
Sostanza organica 90%
pH (CaCb) 5,0-6,0
pH (Hy0) 5,5-6,5
C.E. 40mS/m (+25%)
Ammontare del fertilizzante aggiunto NPK 14:16:18 1,5Kg/M

Terreno per invaso

1/3 Terreno naturale
2/3 di substrato a base di torba Klasman Potgrof H
Fertilizzante a lento rilascio Osmocote® Exact Yrky

Tabella 3.2 compsizione Osmocote® Exact dellatS8ot

Azoto totale (N) 16%
Anidride fosforica (BOy) 11%
Ossido di potassio (JO) 11%

Ossido di magnesio (MgO) 3%
Boro 0,01%
Rame 0,170%
Ferro 0,40%
Manganese 0,05%
Molibdeno 0,014%
Zinco 0,015%

3.1.3 Isolati fungini

Tredici diversi isolati diTrichodermaspp sono stati saggiati per il controllo delle
tracheofusariosi del pomodoro e del melone, causspettivamente ddusarium
oxysporumf.sp lycopersicie daFusarium oxysporuni.sp melonis Dei medesimi
isolati & stata valutata I'attivita di promozioné aescita esercitata su piante di
pomodoro e melone . Gli isolati provengono dalllezione del Dipartimento di

Coltivazione e Difesa delle Specie Legnose, Fadtiltagraria (Universita di Pisa),
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dove vengono conservati in tubi di coltura conténeBA, sott’olio minerale a 4 °C.
In tabella 3.3 sono riportati gli isolati dirichodermaspp. utilizzati nei test di

controllo della malattia in vivo

Tabella 3.3 Isolati dirichodermaspp

Specie N° Isolato Matrice

Trichodermal sp. 372 Terreno S.Rossore (Pisa, Italia)
Trichoderma| virens 1058 (110)

Trichoderma| koningii 2046

Trichoderma| asperellum | 4207
Trichoderma| asperellum | 4603

Trichodermal minutisporum | 4839 Mapple suolo foresta (Quebec, Canada
Trichoderma| fasciculatum | 4876 Corteccia dBetulasp. (Netherland, Vaals)
Trichoderma| erinaceum 5234 Thailand,Coral island(Kohn Lann) Pattaya
Trichoderma harzianum 5871

Trichodermal sp. 6421 Leccio

Trichoderma| harzianum 6755 Colignola (Pisa, Italia)

Trichoderma| harzianum 6776 Colignola (Pisa, Italia)

Trichodermd| viride 8209 Legno Australia

Di seguito sono riportati i due isolati Busarium oxysporunfiisp lycopersicie f.sp
melonis utilizzati per la prova di controllo biologicm vivo ( tabella 3.4) e nello

screeningn vitro (tabella 3.5)

Tabella 3.4 isolatili Fusarium oxysporurhsp.lycopersicie melonis

Specie Forma specialis Razza fisiologita N° ceppo
Fusarium | oxysporum lycopersici | R1 4360
Fusarium oxysporum melonis R1-2 4424

Tabella 3.5 isolatili Fusarium oxysporurhsp.lycopersicie melonis

Specie Forma speciale Razza fisiologica N° ceppo
Fusarium oxysporum lycopersici |R1 4427
Fusarium oxysporum lycopersici |R1 4360
Fusarium oxysporum lycopersici | R2 4288
Fusarium oxysporum lycopersici | R2 4375
Fusarium oxysporum melonis R1 4427
Fusarium oxysporum melonis R1 4408
Fusarium oxysporum melonis R1-2 4424
Fusarium oxysporum melonis RO 4425
Fusarium oxysporum melonis RO 4426
Fusarium oxysporum melonis R2 4287

| microrganismi fungini sono stati allevati su graspetri contenenti PDA
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3.1.4 Colture vegetali

Cucumis meld.. var.inodorusC.V. Rugoso di Cosenza giallo

Lycopersicon esculentuMill. 2810 lotto AH 638

3.1.5 Macchinari impiegati

Impellettatrice per semi (seed dresser) Hege ®ldella Hans Ulrich Hege

Sitratta di un macchinario progettato per iltaatento dei semi con materiale
liquido. E’ costituito da un telaio ed un motoreté&ico un dischetto scanalato rotante
e un contenitore semisferico per I'impellettamefatoch’esso) rotante, della capacita
di un litro. Il seme deve essere posto all'intedebcontenitore che viene fatto girare
dal motore ad una velocita di 3000 giri al minutsemi spinti dalla forza centrifuga
aderiscono alle pareti del contenitore mentre anevia miscelazione con il prodotto,
che deve essere immesso sul dischetto rotantelat@zer essere omogeneamente

distribuito sulla superficie del seme.

3.2 Metodi

3.2.1 Test in vivo’ di controllo delle tracheofusariosi di pomodoro emelone e di
promozione di crescita delle piante.

Allestimento delle colture

La prova di controllo biologico della tracheofusaii del pomodoro e del melone é
stata condotta nel periodo tra aprile e luglio 2Q@¥@sso i laboratori di San Piero a
Grado ( Sezione di Patologia Vegetale , DipartimafitColtivazione e Difesa delle
Specie Legnose , Facolta di Agraria Universitaidal Sono stati saggiati gli effetti
dovuti all'inoculo nel terreno di sospensioni caofe di tredici ceppi di
Trichoderma in cui sono state allevate plantule di melom®®odoro, che sono poi
state trapiantate in vasetti contenenti una misahlaerreno naturale e torba
precedentemente contaminata rispettivamente careppo diFusarium oxysporum
f.sp. lycopersicie unoFusarium oxysporurhsp. melonis Nella prova, per ognuna
delle due specie vegetali impiegate, sono statdigpeste 28 tesi replicate 4 volte (a
tempi diversi):
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« 13 tesi con piantine sottoposte all’inoculaziona sospensione conidica dei
13 diversi isolati difrichodermae poi trapiantate in vasetti contenenti terreno
non artificialmente contaminato con il patogeno.
- 13 tesi con piantine sottoposte all’inoculaziona sospensione conidica dei
13 diversi isolati diTrichoderma e trapiantate in vasetti contenenti terreno
artificialmente contaminato con il patogeno
« 1 tesi di controllo con piantine non inoculate cswspensione conidica di
Trichodermae poi trapiantate in terreno non artificialment@taminato con
il patogeno
« 1 tesi di controllo con piantine non sottoposte’irtulazione con
sospensione conidica e poi trapiantate in terretificealmente contaminato
con il patogeno.
Per ciascuna tesi sono state utilizzate tre piantin
La semina di entrambe le specie vegetali & stdédtedta in vassoi di polistirolo

composti da 104 alveoli, contenenti come substdsman Potgrond (®. | vassoi

sonostati posti in serra e collocati su bancali contgineerlite.

Foto 3.1 Vassoi alveolati su bancali all'interndl@serra in cui sono state
seminate le piante delle diverse repliche.

W 3
¥
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Le sospensioni conidiche dei diversi ceppiTdichodermasono state ottenute da
colonie di una settimana di eta allevate su piaBagi da 90 mm contenenti PDA,
raschiandone leggermente la superficie con unaolspaterile monouso dopo
'aggiunta di 10 ml di acqua sterile. Le sospensiosi ottenute sono state filtrate
con garza sterile e portate ad una concentraziahel(® conidi mi ( previo
conteggio di una frazione di ogni campione utilizda una camera di Burcker).
L'inoculazione delle piante con i diversi isolati Trichodema e stata eseguita a tre
settimane dalla semina, iniettando, con una siridgattamente nel substrato 2 ml di
sospensione conidica.

ek S '.:’;'“.<_ e -
Foto 3.2 Vassoi alveolati contenenti le piantinkigudopo I'inoculazione con la sospensione
conidica

p
Al momento del trapianto trascorsi 12 giorni dalculo di Trichoderma é stata
posta particolare cura nel far coincidere la sugertlel panetto di terreno in cui sono
state fatte sviluppare le piantine con la supefidbera del substrato del vasetto.
Questo per avere un riferimento valido per tuttvasi al momento dei rilievi
dell'altezza delle piante.

L'apporto di acqua necessario per la crescita deléntine & stato fornito con

subirrigazione, questo per evitare eventuali aoimazioni tra le diverse tesi dovute
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alla percolazione. Per ogni replica sono stati @mmati 18 Kg di miscela di terreno
per invasi corFusarium oxysporurhsp.lycopersicirazza 1 (n° collezione 4360) e 18
Kg conFusarium  oxysporuni.sp. melonisrazza 1-2 (n° collezione 4424). Per
avere una contaminazione piu omogenea i 18 Kgrrbrie sono stati suddivisi in 3

aliquote da 6 Kg ciascuno: per ogni porzione digo€no state utilizzate 2 piastre di
PDA, contenenti colonie del patogeno di una setiendi eta. Le piastre sono state
incubate a luce bianca/ N.U.V con fotoperiodo 12h/ad una temperatura di 20°C.
Le colonie del patogeno sono state potterizzatenortaio con terreno (circa 3
cucchiai ogni piastra) con l'aggiunta di 30 ml dgaa; successivamente il materiale
potterizzato € stato mescolato con altro terrenanitbecker da 1000 ml. Il contenuto
del becker é stato unito ai 6 Kg di terreno contieimuun sacchetto, aggiungendo
'acqua rimanente e mescolando energicamente otftarere i 18 kg necessari per
ogni replica 'operazione é stata ripetuta 3 volteacchi sono stati svuotati in una
bacinella e rimescolati. Per assicurare il tendrandida sufficiente e necessario al
patogeno per la buona colonizzazione del terremm stati aggiunti 320 ml di acqua
della rete idrica per ogni aliquota di 6 kg di &w. Il terreno inoculato e stato
incubato in cella climatica a 24°C per sette gicamendo cura di conservare le
bacinelle in un sacco nero e rimescolando ogni48 @ 56 vasetti di ogni replica,

appartenenti alle diverse tesi, sono stati dispagmi volta in due blocchi

randomizzati da 28 vasetti ciascuno, differenziatbase all’'ospite vegetale in essi

contenuto. Ogni vasetto e stato fornito del propsmtitovaso per evitare che

I'eventuale acqua di percolazione potesse causataminazioni.

Foto 3.3 Trapianto delle piante di pomodoro.

Foto 3.4 Trapianto delle piante di fnldne.

La prova avrebbe previsto che i vasetti venisserservati in serra, ma all’interno di

guesta le piante iniziavano a manifestare sintomifildtura. Per ovviare a
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questiinconveniente e stato deciso in data 3/0GIDSpostare tutto all’esterno,

mantenendo pero inalterate le posizioni recipraigievasetti e dei vassoi. Poiche le
guattro repliche sono state allestite in tempi divei sono venute a creare quattro
diverse condizioni di allevamento, differenziate koro dal tempo di permanenza in
serra delle piantine dopo l'inoculazione del sudistrdi crescita con la sospensione

conidica dei diversi ceppi dirichoderma(Tabella 3.6).

Tabella 3.6 Date delle principali operazioni couteiper ogni replica e tempo di permanenza in serra
dopo l'inoculazione

Semina Inoculo con Trapianto Termine | Tempo di permanenza
sospensione della in serra dopo
conidica replica I'inoculazione (gQg)
1" Replica 27/04/05 18/05/05 30/05/05 28/06/05 16
2" Replica 4/05/05 25/05/05 6/06/05 5/07/0% 9
3" Replica 6/05/05 27/05/05 8/06/05 7/07/0% 7
4" Replica 11/05/05 1/06/05 13/06/0% 12/07/05 2

Foto 3.5 Collocazione esterna delle piante Fdito 3.6 Collocazione esterna delle piante di
pomodoro della prova melone della prova

Sono stati effettuati dei rilievi delle temperatura diverse cadenze, nel seguente
grafico sono illustrati i valori della temperaturaassima e minima rilevati durante il

eriodo dell'intera prova e le date delle princiggerazioni effettuate per ogni replica
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Figura 3.7 andamento delle temperature rilevatarda l'intera prova e date delle principali opévazeffettuate
per ciascuna replica

Valutazione dell’efficacia degli isolati diTrichodermaspp. nel controllo
della malattia.

Al termine d’ogni replica, ovvero dopo 29 giornil diepianto in vaso, si e proceduto
ad effettuare un rilievo degli eventuali sintomi tdacheofusariosi presentati dalle

piante allevate nei vasetti con terreno artifickte inoculato con le 2ormae
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specialesdi Fusarium oxysporum Per verificare I'eventuale presenza del patogeno
all'interno dei tessuti dell’'ospite, sono stati lprati campioni di fusto prossimi al
colletto delle piante, che dopo essere stati so#ibpad un trattamento di
sterilizzazione esterna ed ad un risciacquo in acerile, sono stati posti in piastre
Petri contenenti Komada, terreno selettivo lpeésariumspp.

Il trattamento sterilizzante €& stato effettuato iengendo le porzioni caulinari
prelevate, in una soluzione di Ipoclorito di So¢di'1% di cloro attivo) in 50% di
etanolo, per una durata di 5 minuti. Successivaeneoampioni sono stati sottoposti
a tre risciacqui in acqua sterile della durata dniduti ciascuno. L'obbiettivo di
guesto trattamento & quello di eliminare eventcafitaminanti esterni presenti sulla
superficie dei tessuti vegetali. Le piastre PearBO mm contenenti substrato Komada
in cui sono state inoculate le porzioni di fusterdizzate, sono state incubate a 20°C
in condizioni di luce bianca/ N.U.V con fotoperiodo12 ore per due settimane, al
termine delle quali e stato eseguito un rilievoleleblonie fungine eventualmente

sviluppate.

Valutazione dell'efficacia degli isolati diTrichodermaspp nella

promozione di crescita delle piante.

Il secondo scopo di questa prova € stato la vaarazdell'attivita di promozione

della crescita, esercitata dagli isolatiTdichodermaspp. Le misurazioni sono state
condotte su piante che dopo I'inoculazione sonte gtapiantate in vasetti contenenti
substrato non artificialmente contaminato. Per ienge di pomodoro sono stati

rilevati I'altezza a cadenze settimanali e al teendella prova, il diametro del fusto
ad un cm dal terreno. | diversi rilievi effettugter misurare l'altezza sono stati
utilizzati per calcolare i diversi accrescimenti ed accrescimento totale ottenuto
dalla differenza tra l'ultima misurazione e la panmisurazione. Le misurazioni

dell’altezza e del diametro del fusto delle piagitenelone sono state effettuate solo
alla fine della prova. Inoltre, al termine di ogmgola replica, per entrambe le specie
vegetali testate, € stato misurato il peso fresceuecessivamente il peso secco
dell'apparato epigeo e ipogeo delle tre piantevalle nel medesimo vasetto. Il peso

secco e stato misurato ponendo le tre piante isagohetto di carta, che poi € stato
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lasciato in stufa a 50°C (il periodo di permanemeatufa dell’apparato radicale é

stato di 6 giorni, quello dell’'apparato epigeo @ji8rni).

3.2.2 Prova di valutazione della competenza rizasica e dell’endofitismo di

isolati di Trichodermaspp.

La rizosfera e definita come quella porzione dilguadesa alle radici di cui risente
gli effetti e in cui avvengono importanti attiviraicrobiche ( Hiltner 1904). La
rizosfera e coinvolta in processi dinamici innesaddgli essudati radicali e
dipendenti da fattori che riguardano l'ospite vedgstda fattori edafici, condizioni
ambientali, pratiche colturali e dalle interazitmai i vari organismi del suolo (Bowen
1980).

La rizosfera competenza e [l'abilita di un microrgamo, tra cui i funghi, di
colonizzare e proliferare sopra e nelle vicinanefladsuperficie delle radici. La
maggior parte dei funghi che vivono nella rizosf@@ssono crescere utilizzando
come substrato i nutrienti rilasciati dalle radituttavia questi differiscono tra loro
nella abilita a competere per queste fonti di mento (Harman e Bjérkman 1998).
All'interno di queste comunita fungine esiste unariabilitd nella capacita di
colonizzare le varie porzioni dell’apparato radicara cui le zone di attivo
allungamento dell’apice, le zone di attivo assodio del capillizio radicale e le
zone delle radici mature e ben suberificate. L'diidmo € la capacita di un
organismo di crescere e svilupparsi all'internotdesuti di un vegetale.

La prova di seguito descritta e stata eseguitapggiare la rizosfera competenza e la
capacita di sviluppo endofitico dei quattro isot#tTrichoderma scelti sulla base dei
risultati ottenuti nel precedente test di contrdiimlogico condotto su piante di
pomodoro. Per ciascuno dei 4 isolati € stata pagpama sospensione conidica, con
cui sono stati trattati semi di pomodoro , seniimatassoi contenenti un substrato
sterilizzato.

La prova e stata condotta al fine di rilevare l\eerguale colonizzazione della
rizosfera e I'eventuale presenza degli isolatirgirno dei tessuti delle piante.
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Trattamento dei semi

| quattro isolati diTrichodermaspp che sono stati oggetto di esame nella orna

elencati nella tabella sottostante.

Tabella 3.7 isolati dirichodermaspp. utilizzati per la prova di valutazione deltanpetenza
rizosferica e dell’endofitismo

Genere Specie N° collezione Matrice di provenienza

Trichoderma koningii | 2046

Trichoderma erinaceum 5234 Thailand,Coral island (Kohn Lann) Pattayga
Trichoderma harzianum 6755 Colignola (Pisa, Italia)

Trichoderma harzianum 6776 Colignola (Pisa, Italia)

Piastre di PDA contenenti colonie di una settimdineta di ognuno dei quattro ceppi,

sono state utilizzate per preparare la sospenstonalica. Le piastre sono state

raschiate delicatamente con una spatola monouso al@r aggiunto 10 ml di acqua

sterile. Le sospensioni sono state contate e appamiente aggiunte ad una soluzione
di alginato di sodio in modo da ottenere una cottegione finale di 19Conidi mt?

in una soluzione all’1% di alginato di sodio.

2 ml di alginato di sodio inoculato con la sospems conidica sono stati usati per

impellettare 6 g di seme di pomodoro. Altri 6 gsdime sono stati trattati con 2 ml di

una soluzione di solo alginato di sodio all’1%, @oontrollo. Il trattamento e stato

eseguito con I'impellettatrice Hege 11.

Allestimento delle colture

Per questa prova sono state disposte 6 tesi:

+ seme non trattato

+ seme trattato con la soluzione di alginato di s@dlid%

+ seme trattato con alginato di sodio all 1% inotulaon Trichoderma
koningii 2046

+ seme trattato con alginato di sodio all 1% inotulaon Trichoderma
erinaceum5234

+ seme trattato con alginato di sodio all 1% inotulaon Trichoderma
harzianum6755
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+ seme trattato con alginato di sodio all 1% inotulaon Trichoderma
harzianum6776

Sono state allestite 4 replicazioni spazialmentengooralmente divise,utilizzando |l

disegno sperimentale a blocchi randomizzati.

"\\" . 5\\75\.\ p*‘“
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Foto 3.8 Prova per la rizosfera competenza e I'itisfno: vassoi contenti le diverg
repliche all'interno della cella climatica.

Per ogni tesi sono stati seminati 6 semi. La semisiata effettuata in vassoi alveolati
contenenti, come substrato, la miscela di terrerarnyvasi preparata a S.Piero, che é
stata precedentemente setacciata e successivastenligzata due volte, a distanza
di 24, ore a 121°C per 60 minuti.

| vassoi sono stati collocati nelle cella climatied una temperatura di 24°C con
illuminazione a luce bianca e fotoperiodo 12h/1QQni vassoio & stato provvisto di
sottovaso rettangolare. Le irrigazioni sono stdfetteate immettendo l'acqua in
questi ultimi, per evitare che l'acqua di percabema potesse distribuire i conidi
presenti sulla superficie del seme nella rizosfierffyendo sulla effettiva capacita dei
nostri ceppi di colonizzarla. Sono stati esegui tilievi, per valutare la

germinazione e lo sviluppo delle plantule, a cadesettimanale.
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Dopo tre settimane dalla semina, per ogni repBocao state condotte indagini volte
ad isolare colonie degli isolati @richodermaspp dal terreno, costituente la rizosfera,

e dai tessuti dell’apparato radicale delle piantinpomodoro.

Rizosfera competenza ed endofitismo.

Per avere una buona stima della rizosfera, ovvesleyare un quantitativo di terreno
adeguato ben aderente alle radici, si e interdbtt@azione delle piante sei giorni
prima del termine della prova, in modo da avereetey in condizioni di tempera. Le
piantine sono state estratte con l'intero pandtterdeno, successivamente sgretolato,
prestando attenzione a non danneggiare I|'apparaidicale che alla fine
dell’'operazione presentava le radici avvolte ddraanicotto” di particelle terrose.
Successivamente I'apparato radicale con le radiwblte da questo leggero strato di
terreno é stato posto in una piastra Petri di 90 animiametro contenente 10 ml di
acqua sterile, avendo cura di distaccare il pitsipdls il terreno. In seguito, agitando
leggermente la medesima piastra, si sono prelé@tiul di sospensione acquosa
delle particelle terrose, che sono stati piassatiP190 e incubati a 24 °C con luce
bianca/N.U.V. con fotoperiodo 12h/12h.

Per valutare la capacita di sviluppo endofitico deppi di Trichodermaspp. in
esame, l'apparato radicale e stato sciacquato aecuente con acqua della rete
idrica, in modo da allontanare i residui terr@&iccessivamente le radici sono state
divise in sei porzioni. | campioni di tessuto radécosi ottenuti, sono stati trattati, in
una soluzione di sodio ipoclorito ( all’'l1% di cloadtivo) in 50% di etanolo. Le
porzioni di radice sono state immerse in un beckatenente acqua sterile per circa
2 minuti. Questa operazione di risciacquo volta aldbntanare i residui della
soluzione di sodio ipoclorito ed etanolo e stgpetata 3 volte.

Tutti i campioni sono stati piastrati su P190 eulvetti 24°C con illuminazione luce
bianca/NUV 12h/12h. Successivamente sono statitedf dei rilievi per valutare lo

sviluppo delle colonie dirichodermaeventualmente sviluppatesi.
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3.2.3 Prova di antagonismo th vitro” e micoparassitismo.

| quattro isolati diTrichoderma (Trichoderma koningiiN°2046, Trichoderma
erinaceumN°5234,Trichoderma  harzianum N®755, Trichoderma harzianum
N°6776) selezionati sulla base dei risultati ottemlatiia prova di lotta biologica su
piante di pomodoro e valutati per la rizosfera cetapza e I'endofitismo, sono stati
sottoposti ad un tesh vitro volto ad indagare la capacita di inibire lo svpopdi
Fusarium oxysporunt. sp. lycopersici e Fusarium oxysporunt.sp. melonis ,
mediante l'allestimento di colture duali su sulistrRDA, sulla base del lavoro di
Gambogi e Durante (1985). | ceppi dei patogenizztiti per la prova sono elencati
nella tabella sottostante.

Tabella 3.8 Isolati di Fusarium oxysporum utilizza¢r la prova di antagonismo in vitro e
micoparassitismo.

Specie Forma specialis Razza fisiologica N° calieei
Fusarium | oxysporum lycopersici R1 4427
Fusarium | oxysporum lycopersici R1 4360
Fusarium | oxysporum lycopersici R2 4288
Fusarium | oxysporum lycopersici R2 4375
Fusarium | oxysporum melonis R1 4427
Fusarium | oxysporum melonis R1 4408
Fusarium | oxysporum melonis R1-2 4424
Fusarium | oxysporum melonis RO 4425
Fusarium | oxysporum melonis RO 4426
Fusarium | oxysporum melonis R2 4287

| ceppi dei patogeni e dei potenziali antagonigticsstati allevati in piastre Petri del
diametro di 90 mm, contenenti PDA. Dal bordo detionie in attivo accrescimento
sviluppatesi, sono stati preparati dischetti corianatappi del diametro di 6 mm con i
qguali sono state inoculate le piastre impiegatdangfova. | dischetti di micelio

preparati dalle colonie di ciascuno degli isolatTdchodermae del ceppo patogeno,
sono stati posti a 6 cm di distanza (Figura 3.9)calisa della minor velocita di

accrescimento di Fusarium oxysporum, il dischet@bphtogeno é stato inoculato 48
h prima di quello dell’antagonista. Le piastre satate incubate alla temperatura di
24 °C, ed illuminazione luce bianca/ N.U.V. conofmriodo 12h/12h. Sono stati
esequiti rilievi sull'accrescimento radiale delt®lonie dei patogeni ogni 24 ore. Le
misurazioni sono state effettuate sui raggi detilonie dei patogeni misurando le
distanze di accrescimento laterali utilizzati coomtrollo (Rcl e Rc2) e quella

frontale alla colonia del potenziale antagonistg.(R
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Antagonista

Patogeno

Figura 3.9 Schema delle distanze di inoculo utiiezper la
prova di antagonismo in vitro e delle misurazioffiéttuate sulla
colonia del patogeno.

Produzione di coilings

Al fine di valutare le capacita micoparassitari¢ gi¢attro ceppi di Trichodermain
esame ( Trichoderma koningii N°2046, Trichoderma  erinaceumN°5234,
Trichoderma harzianum N®755, Trichoderma harzianunN°6776 ), € stata
allestita una ulteriore prova, volta a osservarnevehtuale produzione di
avvolgimenti ifali (noti come coilings) attorno alife dei due isolati diFusarium
oxysporumf. sp. lycopersicie Fusarium oxysporunf. sp. melonisutilizzati nella
prova di controllo biologico. La prova é stata sifia sulla base del precedente lavoro
di Gambogi e Durante (1985), su substrato WA, as{pe Petri (g 10 cm). In ciascuna
piastra, € stato steso un disco di cellophan (mmPsterile (dischi autoclavati per 2
volte a 121 °C per 40 minuti in acqua). Dischettidcelio di Trichodermae di
Fusarium oxysporuni sp.lycopersicie f. sp.melonis ottenuti con un foratappi del
dimetro di 6 mm e prelevati dal bordo di colonieattivo accrescimento su terreno
PDA, sono stati posti ad una distanza di 5 cm I'dad’altro, dando aFusarium

oxysporunt. sp.lycopersicie f. sp.melonisun vantaggio di 48 ore. Le piastre sono

8C



Materiali e metodi

state incubate alla temperatura di 24 °C, e comithazione luce bianca/N.U.V. con
fotoperiodo 12h /12h. Quando le colonie hanno maggi una dimensione tale da
confluire, nella zona di contatto tra le due caodprsono state asportate porzioni di
cellophan (circa 3 cm per 1 cm), trasfertite suvetrino portaoggetto e montate a
freddo con colorante Cotton blue (0,5%) aggiunt8uiian Ill in eccesso ed osservate
al microscopio composto. Presenza di coilings odiecramificazioni diTrichoderma
verso Fusarium (lacci) e svuotamento delle ife del patogeno sstadi considerati

come indizi di micoparassitismo.

Figura 3.10 Schema illustrante le distanze di itmatilizzate
per la prova volta all'osservazione dei coilings

Cotton blue con Sudan Il

Per la preparazione della soluzione base mischeaieo lattico, glicerina e acqua
(2:2:1). A 100 ml della soluzione base aggiungeréa®d Ill in eccesso
e far bollire in matraccio. Lasciare raffreddardilgare la soluzione ottenuta con

carta. Aggiungere Cotton blue (0,5%) ed agitare &rsoluzione completa.
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3. 2.4 Analisi dei dati

Sui dati ottenuti dallo screening in vivo e stadaguita I’ analisi della varianza, a due
vie e successivamente per quelle differenze cheoiso attestate ad un livello di
significativita inferiore al 5 % sono stati conddttconfronti post hocsecondo le
procedure HSD di Tukey Klonestly Significant Differencedifferenze onestamente
significative) e LSD di FisherLeast Significant Differencalifferenza minima
significativa) L'analisi della varianza a due viestata condotta anche per i dati
ottenuti dalla prova per la rizosfera competenfaralofitismo. | dati dei rilievi sulla
germinazione e sulle successive fasi fenologicfettehti sulle piante di questa prova
sono stati trasformati in una scala ordinale eopotiti ad una analisi della varianza
per ranghi a 2 criteri di classificazione. Il sadin® di analisi statistica che é stato
utilizzato per tutte le prove e Systat 10 © dSIRSS Inc.

Dalle misurazioni effettuate per la prova di antagmo in vitro, sono stati calcolati
gli accrescimenti della colonia del patogeno nélil@zione laterale di controllo e
nella direzione del fronte della colonia del pofalezantagonista. i dati cosi elaborati
sono stati sottoposti ad analisi della varianzatav@d individuare le differenze
significative tra i due raggi inoltre sono stafl@brati dei grafici con il programma
SigmaPlot9 © della SPSS Inc.
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Risultati

4.1 Test in vivo di controllo delle tracheofusarioisdi pomodoro e

melone e di promozione di crescita delle piante

4.1.1 La prova di controllo biologico.

Al fine di individuare isolati di Trichoderma spp. in grado di contenere le
tracheofusariosi del melone e del pomodoro € sildstita la prova descritta nel
paragrafo 3.2.1. Al termine di ciascuna prova @as corrispondente ad una
replica) é stato eseguito un rilievo dei sintominifestati dalle piante per quelle tesi
che prevedevano la presenza del patogeno. Sucaemsite, campioni di tessuto
caulinare dei diversi ospiti vegetali delle sudeitiesi sono stati sterilizzati e inoculati
in piastre Petri contenenti substrato Komada (@ebetper Fusarium) e quindi

incubate. Dopo due settimane, €& stato eseguitaliaxor per verificare la presenza
delle, colonie del patogeno eventualmente sviluppadalle porzioni di tessuto
vegetale. Questo ci ha permesso di calcolare, ger @plica e per ogni tesi, la

percentuale di infezione.

Pomodoro

Per quanto riguarda il pomodoro in tutti i vasdtlle diverse tesi non si sono notati
evidenti sintomi esterni sull’ ospite. Dai riliegondotti sulle piastre Petri contenenti
Komada e inoculate con le porzioni caulinari dgilante, sono state calcolate le
percentuali diinfezione di ogni tesi che sondespmi sottoposte ad analisi statistica.
Nella tabella 4.1 sono indicati i sintomi riscomitrsulle piante delle diverse tesi e
I'esito dei rilievi condotti sulle piastre, si puttare che I'assenza dei sintomi non

corrisponde ad un’assenza di infezione.



Risultati

Tabella 4.1 Piante di pomodoro inoculate con us@aesione conidica dirichodermaspp e trapiantate in terreno
contaminato artificialmente con Fol. Nelle colorsomo indicate le tipologie dei sintomi e i risulddéilla inoculazione di
porzioni di tessuto caulinare su piastre con konf{asldstrato selettivo per Fox)

tesi

1" Replica

2" Replica

3" Replica

4™ Replica

Pianta

Risultatg

sintomi komadal

sintomi

Risultatg
komada

sintomi

Risultatg
komadal

Risultatg

sintomi komadal

Controllo

Pianta 1

+

+

- +

Pianta 2

Pianta 3

Trichodermasp. 372

Pianta 1

Pianta 2

+
+
+
+

.
++ [+ [+

Pianta 3

Trichoderma virend.058 (110)

Pianta 1

+

Pianta 2

+ 4|+ ||+ |+ ]+

+ |+

Pianta 3

Trichoderma koningi2046

Pianta ]

[
+

Pianta 2

Pianta 3

Trichoderma asperellum207

Pianta ]

Pianta 2

Pianta 3

Trichoderma asperellu#603

Pianta ]

Pianta 2

+ |+

Pianta 3

Trichoderma minutisporum839

Pianta ]

Pianta 2

+ |+

[+ ||+ |+ ]+ ]+

Pianta 3

Trichoderma fasciculatum876

Pianta ]

Pianta 2

Pianta 3

4|+ |+ |+ ]+

+ |+ |+

Trichoderma erinaceurs234

Pianta 1

Pianta 2

.
++ [+ [+ ]+

Pianta 3

Trichoderma harzianurb871

Pianta ]

Pianta 2

Pianta 3

Trichodermasp. 6421

Pianta ]

Pianta 2

Pianta 3

Trichoderma harzianur6755

Pianta ]

.
+ ||+ |+ ]+

Pianta 2

Pianta 3

Trichoderma harzianur6776

Pianta ]

Pianta 2

+ |+

Pianta 3

Trichoderma viride8209

Pianta 1

Pianta 2

Pianta 3

+ |+ |+

.
+ |+ |+

Legenda

ingiallimento fogliare

avvizzimento
nanismo

+
A
B striature brunastre sul fusto
C
D

- nessun sintomo esterno o assenza di colonigadegieno sulle piastre di komada
presenza di colonie del patogeno sulle maditkomada




Risultati

Per effettuare l'analisi della varianza i dati sostati convertiti secondo la
trasformazione angolare (o in gradi), applicandduhzione:
P

ﬁx = Arcsen\/ 100

dove P indica la percentuale di infezione che diyper 100 da la proporzione dei
valorida O a 1.

E’ stata condotta un’analisi della varianza a diee prendendo in considerazione le 4

repliche e le 14 tesi. | risultati sono indicatllagabella 4.2.

Tabella 4.2 Analisi della varianza a 2 vie sui viattella percentua
di piante di pomodoro infette sottoposti a trasfazione angola

(P=0,05)
Source S.Q DF 5 F P
BLOCCHI| 1,264 3 0,421 2,152 0,109
TESI 6,208 13 0,478 2,439 0,016
Error 7,634 39 0,196

| valori medi relativi alle diverse tesi mostranaaudifferenza altamente significativa
(P = 0,016). Per avere una visione piu specificaosstati effettuati dei confronti
multipli (HSD di Tukey e LSD di Fisher) usando &te combinazioni, in modo da
evidenziare eventuali differenze alla base delimifcativita generale. | risultati
ottenuti dai confrontpost hocsono mostrati in tabella 4.3, dove, per ogni coéon
sono indicati il tipo di test utilizzato e il liel di significativita e dove a ogni lettera
uguale corrispondono tesi le cui medie non d#t@mo significativamente.

Tabella 4.3 risultati dei confronpiost hoca diversi livelli di significativita

Media Media % | Tukey | Tukey | Fisher| Fisher
Tesi Arcsen p. infette | HSD | HSD | LSD | LSD
V% p.infette P=0,1 | P=0,05| P=0,05| P=0,01
Controllo 1,571 100 |A A A A
Trichoderma fasciculatum4876 1,571 100 A A A A
Trichodermasp 6421 1,417 97,7 |AB A AB AB
Trichoderma minutisporun839 1,263 90,8 |AB A ABC |ABC
Trichoderma asperellum 4603| 1,178 85,3 |AB A ABCD |ABC
Trichodermasp 372 1,108 80,1 |AB A ABCD |ABC
Trichoderma viride 8209 1,093 78,9 |AB A ABCD |ABC
Trichoderma asperellum 4207| 0,855 56,9 |AB A BCD | ABC
Trichoderma virens 1058 0,786 50,1 |AB A BCD | ABC
Trichoderma harzianum 5871 0,786 50,1 |AB A BCD | ABC
Trichoderma harzianum 6776 0,717 43,2 AB A CD| BC
Trichoderma koningii 2046 0,701 41,6 |AB A CD| BC
Trichoderma erinaceum 5234 0,632 349 |AB A CD| BC
Trichoderma harzianum 6755 0,547 27,1 B A D C
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Dai confronti multilpli utilizzando Tukey HSD, predimendo piu conservativo, solo
la tesi Trichoderma harzianumgolato6755 é apparsa diversa dal controllo, con una
significativita P=0,1, mentre per P=0,05 le medadled varie tesi non mostrano
differenze statisticamente significative.

Utilizzandi il Fischer LSD per i confronti multipliprocedimento meno conservativo,
sette tesi hanno mostrato differenze significat@e il controllo (P=0,05), mentre per
P=0,01 solo, Trichoderma harzianumisolato 6776, Trichoderma koningii isolato
2046, Trichoderma erinaceunsolato5234 eTrichoderma harzianumsolato 6755

hanno differenze significative con il controllo.

Melone

Le piante di melone delle tesi che prevedevamajdianto in terreno artificialmente
contaminato con il patogeno hanno manifestato sint@ri riconducibili a:

+ Imbrunimenti del fusto
+ Ingiallimenti fogliari
+ Awvizzimento
« Nanismo
Alcuni di questi sintomi sono illustrati nelle segui foto (da 4.1 a 4.4)

Foto 4.1. Awvizzimento di una pianta di melone rosittata e piantata in
terreno contaminato coRusarium oxysporunfi.sp melonisRazza 1-2 isolato
4424, si pud notare I'imbrunimento del fusto.
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Foto 4.2. Imbrunimento del fusto di una pianta dilone trattata con una
sospensione conidica drichoderma fasciculaturisolato 4876 e piantata in
terreno contaminato coRusarium oxysporunfi.sp melonisRazza 1-2 isolato
4424

Foto 4.3 Nanismo di una pianta di melone trattata cna sospensione
conidica diTrichoderma viridasolato 8209 e piantata in terreno contaminato
conFusarium oxysporurispmelonisRazza 1-2 isolato 4424
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Foto 4.4 Completo awizzimento di una pianta di anel trattata con una
sospensione conidica dirichoderma asperellurisolato 4207 e piantata in

terreno contaminato coRusarium oxysporunfisp melonisRazza 1-2 isolato
4424

Nella tabella 4.4 sono indicati i sintomi riscotitrsulle piante delle diverse tesi e

I'esito dei rilievi condotti sulle piastre, si pumdtare che la maggior parte delle piante
che presentevano sintomi erano infette.



Risultati

Tabella 4.4 Piante di melone inoculate con unaesusipne conidica dirichodermaspp e trapiantate in terreno contamir
artificialmente con Fom. Nelle colonne sono indiciattipologie dei sintomi e i risulati della indamione di porzioni di
tessuto caulinare su piastre con komada ( substedettivo per Fox)

1" Replica 2" Replica 3" Replica 4™ Replica

tesi Pianta | . . |Risultatg _. . |Risultatd _. . |Risultatd _. . |[Risultatg
sintomi sintomi sintomi sintomi
komada| komada| komada| komadal

+

Pianta 1

+
+
+

Controllo Pianta 2

+ |+

Pianta 3
Pianta 1

Trichodermasp. 372 Pianta 2

18|85 |B| B

Pianta 3
Pianta 1

e N Ea
.

Trichoderma virend 058 (110) | Pianta 2

Pianta 3
Pianta 1

B& oo |56

S ES E S S R e o

Trichoderma koningi2046 Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

8|

Trichoderma asperellum207 | Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

8|8

N N S N S S R EN R EA N

Trichoderma asperellu®603 | Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

+ [ +

Trichoderma minutisporum839| Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

Trichoderma fasciculatum876 | Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

Trichoderma erinaceur8234 | Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

+l+ |+ |+ [+ ]+]+

Trichoderma harzianurB871 | Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

o R o o e S e S N o o o o o N o o (R o S S S

Trichodermasp. 6421 Pianta 2
Pianta 3
Pianta 1

Trichoderma harzianur755 | Pianta 2

Pianta 3
Pianta 1

R E R R

Trichoderma harzianur776 | Pianta 2

Pianta 3
Pianta 1

Trichoderma viride8209 Pianta 2
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Pianta 3

Legenda

- nessun sintomo esterno o assenza di colonigadeyeno
sulle piastre di komada

+ presenza di colonie del patogeno sulle maditkomada

A ingiallimento fogliare

B striature brunastre sul fusto

C awvizzimento

D nanismo




Risultati

Dai rilievi effettuati sulle porzioni caulinari isapsule Petri , contenenti substrato
komada , sono state calcolate le percentuali neidigezione delle diverse tesi, che

sono indicate nella tabella 4.5

Tabella 4.5 percentuale media di infezione delfedinti tesi su
piante di melone

Media Media % piante
Tesi Arcsen infette
Vproporzione
Controllo 1,5707963 100
Trichoderma asperellum 4207 1,5707963 100
Trichoderma fasciculatum 4876 1,5707963 100
Trichoderma erinaceum  5234| 1,5707963 100
Trichoderma harzianum 6755 1,5707963 100
Trichoderma viride 8209 1,5707963 100
Trichodermasp. 372 1,2780139 91,67
Trichoderma virens 1058 1,2780139 91,67
Trichoderma koningii 2046 1,2780139 91,67
Trichoderma asperellum 4603 1,2780139 91,67
Trichodermasp. 6421 1,2780139 91,67
Trichoderma harzianum  6776| 1,2780139 91,67
Trichoderma harzianum 5871 1,2643609 91,67
Trichoderma minutisporum4839| 1,1503514 83,34

Per effettuare l'analisi della varianza i dati somtati convertiti secondo la

trasformazione angolare (o in gradi), appllicaraléuhzione:
P

ﬁx = Arcsen\/ 100

dove P indica la percentuale di infezione, chesdivper 100 da la proporzione di
infezione che va da 0 a 1, sui dati ottenuti ddlleepliche delle 14 tesi e stata

condotta I'analisi della varianza a due vie i gsiiltati sono indicati nella tabella 4.6

Tabella 4.6 Analisi della varianza a due vie subrali percentuale «
piante infette sottoposti a trasformazione angdR@,05

Source S.Q DF S F P

BLOCCHI 0,487 3 0,162 3 0,054
TESI 0,558 13 0,043 0,734 0,72
Error 2 39 0,058
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Poiche l'analisi della varianza ha indicato che obaono differenze significative tra
le tesi, (P=0,72) non & apparso opportuno esegaoefronti multipli post hoc.Sono
comunque riportati in tabella 4.3 i valori medi ldepercentuale di infezione (e

relativa trasformazione angolare ) per ciascuna tes

4.1.2 Promozione di crescita

In questo test & stata eseguita una valutazioreatkdlita di promozione di crescita
degli isolati diTrichodermain esame. Le piantine delle due specie vegetiilizgte
sono state sottoposte ad inoculazione con sospeneanidica di ognuno degli isolati
e successivamente sono state trapiantate in vasettnenti una miscela di torba e

terreno naturale, come descritto nel paragrafd.3.2.

Pomodoro

Per il pomodoro, sono stati eseguiti con misurazastinte per ognuna delle tre

piante presenti nei vasetti per ciscuna tesi, iBviilrelativi all’altezza con cadenze

settimanali e un rilievo finale relativo al dianeetdel fusto all'altezza del colletto.

Inoltre, alla fine di ogni prova (ad ogni prova gsgponde una replica) si € proceduto
ad effettuare rilievi del peso fresco e del pesocs dell’apparato epigeo e
dell'apparato ipogeo di tre piante per ogni singadsetto. | valori ottenuti sono stati
divisi per il numero di piante per ottenere il pesedio di ciascuna pianta. | dati
ottenuti per i 5 rilievi effettuati sull’altezza 130 stati utilizzati per ricavare i valori di

accrescimento di ciascuna pianta per i quattravatk di tempo e un accrescimento
totale . | risultati dell’analisi della varianzarspillustrati nelle tabelle comprese da
4.7a4.16

Tabella 4.7 Analisi della varianza a due vie déoxaelativi al 1° accrescimento

Source S.Q DF S F P
1° BLOCCHI| 1404,75 3 468,25 44,027 0
Accrescimentp TESI 601,564 13 46,274 4,351 0
Errore | 1584,693 149 10,636




Tabella 4.8 Analisi della varianza a due vie déoxaelativi al 2° accrescimento

Risultati

20

Accrescimentp TESI

Source S.Q DF 5% F P
BLOCCHI| 2565,506 3 855,169 33,481 0
475,844 13 36,603 1,433 0,15
Errore | 3805,763 149 25,542

Tabella 4.9 Analisi della varianza a due vie déoxaelativi al 3° accrescimento

Source S.Q DF 5% F P
3° BLOCCHI| 751,051 3 250,35 11,941 0
Accrescimentp TESI 322,427 13 24,802 1,183 0,29y
Errore | 3123,919 149 20,966
Tabella 4.10 Analisi della varianza a due vie dgoxi relativi al 4° accrescimento
Source S.Q DF % F P
4° BLOCCHI| 59,044 3 19,681 0,986 0,401
Accrescimentp TESI 372,762 13 28,674 1,437 0,149
Errore | 2972,985 149 19,953

Tabella 4.11 Analisi della varianza a due vie daoxi relativi all’accrescimen:

totale

Accresciment

totale

Source S.Q DF S F P

BLOCCHI| 1845,37 3 615,123 3,422 0,01¢
TESI 4923,249 13 378,711 2,107 0,017
Errore | 26782,960 149 179,751

Tabella 4.12 Analisi della varianza a due vie daoxi del diametro del fusto

Source S.Q DF % F P
Diametro|BLOCCHI| 13,857 3 4,619 19,802 0
finale TESI 6,114 13 0,47 2,016 0,023
Errore 34,754 149 0,233
Tabella 4.13 Analisi della variaaza due vie dei valori di peso fre
dell'apparato epigeo
Source S.Q DF S F P
dP(IEI’SO frescog occHI| 326,528 3 108,843 3,594 0,027
elapparai™ e 434,178] 13 33,398 1,103 0,38
epigeo
Errore | 1181,022 39 30,283
Tabella 4.14 Analisi della vamaa a due vie dei valori di peso fre
dell'apparato ipogeo
Source S.Q DF 5% F P
dpﬁ,so freSCtOBLOCCHI 27,621 3 9,207 8,452 0
ell’appara
ipogeo TESI 21,843 13 1,68 1,542 0,146
Errore 42,483 39 1,089
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Tabella 4.15 Analisi della varianza a edwie dei valori del peso sec
dell'apparato epigeo
Source S.Q DF S F P
dpﬁ,so SeC°t< BLOCCHI| 2,657 3 0,886 1,392 0,26
ell’appara
epigeo TESI 11,845 13 0,911 1,432 0,18¢
Errore 24,822 39 0,636
Tabella 4.16 Analisi della varianza a due viei dalori del peso seci
dell'apparato ipogeo
Source S.Q DF S F P
Peso Seccy) oechi| 0,024 3 0,008 | 1,168 0,334
dell'apparat
ipogeo TESI 0,19 13 0,015 2,109 0,034
Errore 0,27 39 0,007

medie differiscono significativamente.

Dai valori di P si evince che le medie delle dieetssi sono differenti &9,05): per il
1° accrescimento e totale, per il diametro finalpee il peso secco dell'apparato
ipogeo. | confronti multipli HSD di Tukey e LSD #isher, sono stati condotti per
quelle misurazioni che hanno dato delle differetnade medie con una significativita
inferiore allo 0,05. | risultati ottenuti dai confiti post hocsono illustrati nelle tabelle
numerate da 4.17 a 4.20, dove, per ogni colonna salicati il tipo di test e il livello

di significativita utilizzato e dove a ogni lettedéversa corrispondono le tesi le cui

Tabella 4.17 risultato dei confromtost hocdei valori relativi al 1° accrescimento.

Tesi Mediq 1° Tukey | Tukey | Fisher| Fisher
accrescimento| HSD HSD LSD LSD
cm P=0,1 | P=0,05| P=0,05| P=0,01
Trichoderma virens 1058 6,042 A A A A
Trichoderma harzianum 5871 6,375 A A AB AB
controllo 6,417 A A AB AB
Trichoderma sp 372 8,458 AB AB ABCD |ABC
Trichoderma fasciculatum 4876 8,833 AB AB BCD (ABC
Trichoderma minutisporum 4839 9,25 AB AB CDE |ABC
Trichoderma sp. 6421 9,292 AB AB CDE |ABC
Trichoderma koningii 2046 9,562 AB AB CDE |ABCD
Trichoderma harzianum 6755 9,583 AB AB CDE | BCD
Trichoderma asperellum 4603 9,75 AB AB CDE | BCD
Trichoderma harzianum 6776 9,75 AB AB CDE | BCD
Trichoderma viride 8209 11,125 B B DEF CD
Trichoderma erinaceum 5234 11,625 B B EF D
Trichoderma asperellum 4207 13,008 B B = D




Risultati

Dai confronti multipli ottenuti con Tukey HSD siidenzia che tre teslrichoderma
viride isolato 8209, Trichoderma erinaceurnsolato 5234 &richoderma asperellum
isolato 4207 differiscono dal controllo per unrelio di significativita P=0,05. Con il
procedimento dei confronti multipli Fischer LSD svidenzia che nove tesi
differiscono dal controllo per un livello di sigiétivita inferiore a P=0,05 e che tre
tesi, Trichoderma virideisolato 8209, Trichoderma erinaceumisolato 5234 e
Trichoderma asperellunsolato 4207 differiscono dal controllo per un ligedi

significativita inferiore a P=0,01

Tabella 4.18 risultato dei confroqtost hoadei valori di accrescimento totale.

Media Tukey | Tukey | Fisher| Fisher
Tesi accrescimento HSD | HSD | LSD | LSD
totale cm P=0,1 |P=0,05| P=0,05 P=0,01
Trichoderma virens 1058 40,708 A A A A
Trichoderma harzianum 5871 4225 AB A AB AB
controllo 42,792 AB A ABC |AB
Trichoderma sp. 372 47417 AB A ABCD |ABC
Trichoderma fasciculatum 4876 49,042 AB A ABCDEABC
Trichoderma sp 6421 49375 AB A ABCDEABC
Trichoderma harzianum 6776 50,083 AB A ABCDEABC
Trichoderma minutisporum 4839 50,792 AB A ABCDEABC
Trichoderma harzianum 6755 53,083 AB A BCDEABC
Trichoderma koningii 2046 53,763 AB A CDEABC
Trichoderma erinaceum 5234 54,083 AB A DEABC
Trichoderma viride 8209 56,625 AB A DE BC
Trichoderma asperellum 4207 56,369 AB A DE BC
Trichoderma asperellum 4603 58875 B A E C

Con il procedimento dei confronti multipli Tukey BSsi evidenzia che nessuna tesi
differisce significativamente dal controllo. Connteetodologia Fisher LSD ci sono 4
tesi, Trichoderma erinaceum isolato 5234,Trichoderma viride isolato 8209,
Trichoderma asperellunsolato4207e Trichoderma asperellumsolato 4603 che
differiscono dal controllo per un livello di sigiétivita inferiore al 5% , di questi
'ultimo, Trichoderma asperellumisolato 4603, differisce dal controllo per un

livello di significativita inferiore all’ 1%.



Risultati

Tabella 4.19 risultato dei confromtost hoadei valori del diametro finale.

I Tukey | Tukey | Fisher| Fisher
Tesi Mi?r:glg'f‘nrpne”c HSDy HSDy LSD | LSD
P=0,1 |P=0,05| P=0,05 P=0,01
Trichoderma fasciculatum 4876 3,442 A A A A

Trichoderma erinaceum 5234 3,525 A A AB AB
Trichoderma minutisporum 4839 3,583 A A ABC  |AB
Trichoderma harzianum 6776 3,583 A A ABC  |AB
Trichoderma asperellum 4603 3,592 A A ABC  |AB
Trichoderma asperellum 4207 3,612 A A ABC  |AB
Trichoderma viride 8209 3,642 A A ABCD |AB
Trichoderma harzianum 6755 3,783 A A ABCDE |AB
Trichoderma harzianum 5871 3,842 A A BCDEJAB
Trichoderma sp. 6421 3,875 A A BCDEAB
Trichoderma koningii 2046 3,92 A A BCDEAB
Trichoderma sp. 372 3,967 A A CDH B
controllo 4,025 A A DE B
Trichoderma virens 1058 4,033 A A E B

Con il procedimento dei confronti multipli Tukey BSsi evidenzia che nessuna tesi
differisce significativamente dal controllo ( chesieme alla tesirichoderma virens
isolato 1058 hanno raggiunto i valori maggiori XCon la metodologia Fisher LSD
sei tesi risultano essere statisticamente infeabrgontrollo con una significativita
P=0,05 e una di questelrichoderma fasciculatum isolato 4876 risulta essere

inferiore al controllo per una significativita imfere a P= 0,01

Tabella 4.20 risultato dei confrorgbst hocdei valori relativi al peso secco dell'appai
ipogeo.

Media peso | Tukey | Tukey | Fisher| Fisher
Tesi secco apparatp HSD HSD | LSD | LSD
ipogeo g P=0,1 | P=0,05| P=0,05| P=0,01
Trichoderma minutisporum 4839 0,121 A A A A
Trichoderma erinaceum 5234 0,134 A A AB A
Trichoderma viride 8209 0,137 A A ABC |A
Trichoderma fasciculatum 4876 0,167 A A ABC |AB
Trichoderma asperellum 4603 0,187 A A ABCD |AB
Trichoderma harzianum 6778 0,192 A A ABCD |AB
Trichoderma asperellum 4207 0,215 A A ABCDE |AB
Trichoderma harzianum 6755 0,238 A A ABCDEAB
Trichoderma koningii 2046 0,24 A A ABCDE|AB
Trichoderma sp. 372 0,24 A A ABCDE |AB
Trichoderma sp. 6421 0,249 A A BCDEAB
Trichoderma harzianum 5871 0,255 A A CDEAB
Trichoderma virens 1058 0,306 A A DH B
controllo 0,313 A A E B
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Con il procedimento dei confronti multipli Tukey BSsi evidenzia che nessuna tesi
differisce significativamente dal controllo ( cha fatto registrare i valori medi piu
maggiori ). Con la metodologia Fisher LSD sei tesultano essere inferiori al
controllo con una significativita inferiore a P=b,@ tre di queste,Trichoderma
minutisporum isolato 4839, Trichoderma erinaceumisolato 5234e Trichoderma
isolato 8209
inferiore a P=0,01

viride risultano essere inferiori al controllo perausignificativita

Melone

Per il melone, & stato eseguito per ciascuna dedl@iante presenti nei vasetti di
ciascuna tesi, un rilievo finale dell’altezza enlievo finale del diametro del fusto
all'altezza del colletto. Inoltre, alla fine di agsingola prova (corrispondente ad una
replica) si & proceduto a rilevare complessivaménpeso fresco e il peso secco
complessivo dell’apparato epigeo e dell’'apparatoggn delle tre piante di ogni
singolo vasetto. | valori ottenuti sono stati diyasr il numero di piantine per ottenere
il peso medio di ciascuna pianta.

| risultati dell’analisi della varianza sono iltusti nelle tabelle da 4.21 a 4.26

Tabella 4.21 risultati analisi dell’analisi dellarianza a due vie dei valori
dell’altezza finale

Source S.Q DF S F P
Altezza |BLOCCHI| 6518,171 3 2172,724 7,456 0
finale TESI 6753,009 13 519,462 1,788 0,05
Errore | 41088,384 141 | 291,407

Tabella 4.22 risultati analisi delhalisi della varianza a due vie dei valori
diametro finale

Source S.Q DF R F P
Diametro |BLOCCHI| 5,749 3 1,916 9,383 0
finale TESI 3,949 13 0,304 1,488 0,12
Errore 28,796 141 0,204

Tabella 4.23 risultati analisi dell’analisi dellariarza a due vie dei valori d
peso fresco apparato epigeo

Peso fresch>2urce S.Q DF & F P
deII’apparatBLOCCHI 43459,17% 3 14486,392 117,157 0
epigeo TESI | 2385,483 13 183,499| 1,484 0,167
Errore | 4822,34 39 123,65




Risultati

Tabella 4.24 risultati analisi dell’analisi dellarianza a due vie Peso fresco
apparato ipogeo

Peso fresch Source S.Q DF ? F P
deII’apparatBLOCCHl 11,683 3 3,894 7,687 0
ipogeo TESI 6,478 13 0,498 0,984 0,484
Errore 19,758 39 0,507

Tabella 4.25 risultati analisi delfalisi della varianza a due vie dei valori
peso secco apparato epigeo

Peso secch_2urce S.Q DF 4 F P
deII’apparatBLOCCHI 20,281 3 6,76 12,275 0
epigeo TESI 11,101 13 0,854 1,551 0,148
Errore 21,479 39 0,551

Tabella 4.26 risultati analidell’analisi della varianza a due vie dei valdel

peso secco apparato ipogeo
Peso secch>ource S.Q DF $? F P
deII’apparatBLOCCHl 0,019 3 0,006 1,587 0,204
ipogeo TESI 0,062 13 0,005 1,227 0,298
Errore 0,152 39 0,004

Per nessun parametro si riscontrano differenzie treedie delle diverse tesi P<0,05

quindi non si e proceduto al confronto multiplost hoc

4.2 Prova di valutazione della competenza rizosfer e
dell’endofitismo di isolati di Trichoderma spp. su piante di

pomodoro.

Per la prova di valutazione della rizosfera commedee dell’endofitismo sono stati
utilizzati gli isolati Trichoderma harzianumisolato 6776, Trichoderma koningii
isolato 2046 Trichoderma erinaceunsolato5234 eTrichoderma harzianumsolato
6755, ovvero quelli per i quali si sono state aiterle percentuali di infezione piu
basse da parte del patogeno nella precedente graxantrollo biologico (paragrafo
4.1)

Effetto del trattamento

In primo luogo si e cercato di verificare quantomés presenza dei propaguli sulla
superficie dei semi sottoposti all'impelettamentm ¢e soluzioni di alginato inoculate

con le sospensioni conidiche dei diversi isolafl dchodermaspp. 10 semi sono stati
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Risultati

inoculati in piastre Petri da 90 mm con P190 e liatua 24°C a luce bianca/N.U.V.
con fotoperiodo di 12 ore, dal rilievo eseguito d@pgiorni e risultato che da tutti i
semi delle differenti tesi in esame si erano syahtp colonie.

Nelle foto da 4.5 a 4.8 sono mostrati semi di poonodtrattati con alginato di sodio
inoculato con conidi di Trichoderma e incubati pérgiorni in capsule Petri
contenenti P190.

Foto 4.5 Semi trattati con alginato di sodio e Foto 4.6 Semi trattati con alginato di sodio e

sospensione conidica @iiichoderma sospensione conidica @irichoderma koningii
harzianumisolato6776 isolato2046

Foto 4.7 Semi trattati con alginato di sodio e Foto 4.8 Semi trattati con alginato di sodio e
sospensione conidica @irichoderma sospensione conidica @irichoderma
harzianumisolato6755 erinaceumisolato5234

La germinazione dei semi trattati e stata valumaaendo 25 semi di ogni tesi in
piastre Petri da 90 mm contenenti tre dischi diacda filtro e 3 ml di acqua sterile.
Sono stati esequiti diversi rilievi e i risultatbor indicati nella tabella sottostante
(4.27), mentre in tabella 4.28 sono indicate le@etuali di germinazione.



Risultati

Tabella 4.27 Rilievi di germinazione di semi di pmoro trattati con alginato di sodio inoculato
con conidi di Trichoderma spp. effettuati dopo %,8,12 giorni

Tesi Rilievo Rilievo Rilievo Rilievo Rilievo
dopo 5gg | dopo 6 gg| dopo7gg| dopo9gg| dopo 12 gg

12 18 19 20 20
Seme naturale o L L L .
germinati | germinati | germinati | germinati | germinati

. 14 18 20 20 20
Seme + alginato o L L L L
germinati | germinati | germinati | germinati | germinati
Seme + alginato & 6755 11. , 16. , 21. , 21. , 21. ,
germinati | germinati | germinati | germinati | germinati
Seme + alginato & 6776 17. . 20. . 21. . 22. . 22_ .
germinati | germinati | germinati | germinati | germinati
Seme + alginato & 5234| 2 germinati 2 germinati 16. , 20. , 20. ,
germinati | germinati | germinati
Seme + alginato & 2046 17. . 17. . 22. . 23? . 23 .
germinati | germinati | germinati | germinati | germinati

Tabella 4.28 percentuale di germinazione dei sepo,6,7,9,12

giorni di incubazione
% % % % %
Tesi germinazione| germinazione| germinazione| germinazione| germinazione

dopo 5gg dopo 6gg dopo 7gg dopo 9gg dopo 12gg
Seme naturale 48 72 76 80 80
Seme + alginato 56 72 80 80 80
Seme + alginato & 6755 44 64 84 84 84
Seme + alginato & 6776 68 80 84 88 88
Seme + alginato & 5234 8 8 64 80 80
Seme + alginato & 2046 68 68 88 92 92

Nelle foto da 4.9 a 4.14 sono mostrati i diversnpaoni di semi germinati dopo 12
giorni

Foto 4.9 Rilievo germinazione al 12° giorno semi Foto 4.10 Rilievo germinazione al 12° giorno semi
non trattati trattati con alginato di sodio
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Foto 4.12 Rilievo germinazione al 12° giorno senfroto 4.11 Rilievo germinazione al 12° giorno semi
trattati con alginato di sodio e sospensione ceaidirattati con alginato di sodio e sospensione coaidi
di Trichoderma harzianumsolato6776 di Trichoderma harzianumsolato6755

Foto 4.13 Rilievo germinazione al 12° giorno senfoto 4.14 Rilievo germinazione al 12° giorno semi
trattati con alginato di sodio e sospensione coaidirattati con alginato di sodio e sospensione caaidi
di Trichoderma harzianumsolato5234 di Trichoderma harzianumsolato2046

Per valutare quantitativamente il numero dei copigisenti sulla superficie di ogni
seme trattato e stata effettuata una stima tedtinamero di semi utilizzati per ogni

trattamento e stato calcolato in base al peso maelicingolo seme. Il peso della
soluzione di alginato e sospensione conidica dseglati fungini in esame e stato
ottenuto per differenza tra il peso dei semi sulitpo e prima del trattamento.
Conoscendo il peso specifico della soluzione dinakp di sodio all'1% utilizzata

per I'impellettamento é stato possibile calcolarh@olume; da questo poiché la
concentrazione della sospensione conidica era Bo&ato ottenuto il numero dei
conidi presenti nel volume distribuito e successigate, dividendo quest’ultimo per
il numero dei semi trattati, si & ottenuto il numésorico dei conidi distribuiti sulla

superficie di ogni seme.
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Tabella 4.29 Stima teorica dei conidi presentisssiiperficie dei semi trattati

Dati

- Peso medio 1 seme pomodoro 0,0031 g

- Peso specifico alg 1% 1,01635 gl

- Concentrazione della soluzione alginato 1% + enspne conidica f&onidi mrl

Peso semi| .., | Peso semi Peso Volume -
. . N . ; . Conidi
Tesi prima del semi dopo il soluzione | soluzione 2 seme
trattamentg trattamenta distribuita | distribuita

Seme + alginato & 6755 6,00057 19367,13542 1,13485 1,11659 577
Seme + alginato & 6776 6,00120 19367,31604 1,31484 1,29369 6638
Seme + alginato & 5234 6,00053 19367,29575 1,29522 1,27438 658
Seme + alginato & 2046 6,00147 19367,30836 1,30689 1,28587 664

Questo calcolo teorico probabilmente rappresenta sottostima del numero dei
conidi effettivamente presente sulla superficieodni seme. Infatti non si puo
escludere che durante il trattamento ci sia stat aerta evaporazione dell’acqua
della soluzione di alginato e quindi il peso di sgaeda noi calcolato e leggermente
inferiore.

Sono state condotte ulteriori prove per valutarauinero di conidi effettivamente
distribuito sulla superficie del seme. La primaya@revedeva il risciacquo in acqua
sterile dei semi trattati e il conteggio delle «c.presenti nell’acqua di lavaggio a
diverse pilastrate su PDA e incubate a 24°C. ltasuwttenuti da questa prova sono
nettamente inferiori a quelli ottenuti dal calctoéwmrico, probabilmente a causa della
difficolta nel ridisciogliere in acqua il film dilginato di sodio presente sui tegumenti
seminali. La seconda prova prevedeva I'omogeinipn&zdi 5 semi con I'aggiunta di
una piccola quantita di acqua e il successivo ggibedelle c.f.u. della sospensione
ottenuta a diverse diluizioni, piastrate su P19@sultati di questa prova sono stati
maggiori della prova precedente ma ancora infeeaguelli del calcolo teorico. Cio
puo essere spiegato dal fatto che, anche se I'amingazione dei semi ottenuta con
il mortaio é stata eseguita accuratamente, noaté pbssibile ottenere frammenti di
tessuto seminale dimensionalmente paragonabili alliqali un conidio di
Trichoderma, quindi non si puo escludere che sulla superfician singolo grosso
frammento di tegumento seminale fossero presenti qunidi, che, una volta
germinati, avrebbero dato origine ad un'unica dalahe al momento del conteggio

sarebbe stata rilevata come una sola c.f.u.
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Rizosfera competenza

Al fine di valutare la rizosfera competenza degtilati di Trichodermaspp. saggiati,
sospensioni di particelle terrose della rizosfenaosstate pilastrate su P190. Per ogni
tesi é stata calcolata la percentuale di piastmiirsi sono sviluppate colonie fungine
degli isolati in esame. Per effettuare I'analidialgarianza i dati sono stati convertiti
secondo la trasformazione angolare (o in gradpliegndo la formula:

P
ﬁx = Arcsen\/ ~100

dove P indica la percentuale di infezione, chesdivper 100 da la proporzione di
infezione chevadaOal

Dai rilievi effettuati sulle piastre Petri con P1806ntenenti 10Qul di sospensione
acquosa di rizosfera si e riscontrata la presenzaldnie diTrichodermaspp anche
nelle tesi Seme naturale e Seme-+alginato, che es@ptavano i nostri controlli.
Durante la prova quindi ci deve essere stata untgonazione accidentale.

L'analisi della varianza ha dato i risultati indicia tabella 4.30

Tabella 4.30 Analisi della varianza a due vie aitadsui valori medi della
percentuale di piastre in cui si sono sviluppatertde di Trichoderma
( sottoposti a trasformazione angolare)

Source S.Q DF R F P
BLOCCHI 0,2042 3 0,098 | 0,3402770818194444
TESI 4,768 5 0,6625 4,773 0,008

Error 2,997 15 0,13888889

Le medie delle diverse tesi differiscono tra lorer mun livello di significativita
inferiore al 5% (P = 0,008). Per avere una visipnespecifica sono stati condotti i
confronti multipli HSD di Tukey e LSD di Fisher tratte le tesi, in modo da ricercare
le differenze che hanno determinato la signifiéttitotale. | risulati ottenuti dai
confronti multipli post hoc sono illustrati nellaltella 4.31, dove per ogni colonna
sono indicati il tipo di test e il livello di sigincativita utilizzato e dove a lettera

uguale corrispondono le tesi le cui medie noredgtono significativamente.
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Tabella 4.31 risultato dei confronpost hoc per Media ArcsenVproporzione rizosfel
competenza

. Media Media Tukey TukeyFishelFishe
Tesi Arcsen HSD|HSD| LSD | LSD
\proporzione Percentuale 5o, | 505 | 59 | 1%
Seme naturale 0,239 16,6666A A A A
Seme+alginato 0,262 18,75 |A A A A
Seme-+alginato &richoderma erinaceum5234 0,695 4592 AB AB |AB |AB
Seme-+alginato &richoderma harzianumé776 1,105 74,17 |AB |AB B |AB
Seme-+alginato &richoderma harzianumé758 1,227 79,17 | B |AB
Seme-+alginato &richoderma koningii 2046 1,35 90,83 | B B B B

Dai confronti multipli ottenuti con Tukey HSD si idenzia che due tesi ,
Seme+alginato &richoderma harzianumisolato 6755, Seme+alginato &
Trichoderma koningiisolato 2046, differiscono dalle due tesi di controllo par
livello di significativita inferiore al 10%, ad ulivello di significativita inferiore al
5% la sola tesi Seme + alginato T&ichoderma koningiisolato 2046 differisce dalle
tesi di controllo. Con il procedimento dei confriomiultipli Fisher LSD si evidenzia
che tre tesi Seme+alginato ®ichoderma harzianumsolato6776, Seme + alginato
& Trichoderma harzianunmsolato 6755, Seme+alginato &richoderma koningii
isolato 2046 differiscono dai controlli per un livello dgsificativita inferiore al 5% ,
solo le ultime due differiscono dal controllo per livello di significativita inferiore
all'1%.

Endofitismo

Lo scopo dei rilievi effettuati sulle piastre Petontenenti P190, in cui sono state
incubate frammenti di radice sterilizzati in supaé, delle piante di pomodoro , é
stato quello di individuare gli isolati delle specii Trichodermaeventualmente
presenti all'interno dei tessuti radicali. Per otgsi e stata calcolata la percentuale di
piastre in cui si sono sviluppate colonie fungirgldisolati in esame. Per effettuare
'analisi della varianza i dati sono stati sottefpa trasformazione angolare (o in

gradi), seguendo la funzione:

P
ﬁx :ArcsenW/ 100
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dove P indica la percentuale di infezione, chesdivper 100 da la proporzione di
infezione che vadaOa 1.

Dai rilievi effettuati sulle piastre Petri con P180ntenenti porzioni dell’apparato
radicale si e riscontrata la presenza di coloni@rdihodermaspp anche nella tesi
Seme+alginato della terza replica, che rappresantavcontrollo pertanto i risultati
di questa replica non sono stati presi in conskiene.

L’analisi della varianza effettuata sui valori @elire repliche rimanenti ha dato i

risultati indicati in tabella 4.32

Tabella 4.32 Analisi della varianza a due vie aitad sui valo di
percentuale di endofitismo (sottoposti a trasfoliora angolare).

Source S.Q DF S F P
BLOCCHI 0175 2 0,087 32 0,084
TESI 1,017 5 0,203 7456 0,004
Error 0,273 10 0,027

Le differenze tra le diverse medie sono risultegeicative (P=0,004).

Per avere una visione piu specifica sono stati attind confronti multipli HSD di
Tukey e LSD di Fisher tra tutte le tesi, in modordarcare le differenze che hanno
determinato la significativita totale. | risulatitenuti dai confronti multipli post hoc
sono illustrati nella tabella 4.34, dove per ogwibnna sono indicati il tipo di test e il
livello di significativita utilizzato e dove a lefta uguale corrispondono le tesi le cui

medie non differiscono significativamente.

Tabella 4.31 risultato dei confromost hogper Media Arcsenproporzione endofitismo
. Media Media TukeyTukeyFishelFishe
Tesi Arcsen HSD|HSD| LSD | LSD
\proporzione Percentuale 5o, | 505 | 59 | 1%
Seme naturale 0 0 A A A A
Seme-+alginato 0 0 A A A A
Seme-+alginato &richoderma erinaceums234 0,501 023 |AB |AB |AB |AB
Seme-+alginato &richoderma harzianumé776 0,743 0458 B |AB BC| B
Seme-+alginato &richoderma harzianum67558 0,802 0,516 B B BC B
Seme+alginato &richoderma koningii 2046 0,873 0,587 B B ¢ B
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Dai confronti multipli ottenuti con Tukey HSD si idenzia che tre tesi ,
Seme+alginato & Trichoderma harzianumisolato 6776, Seme+alginato &
Trichoderma harzianunisolato 6755, Seme+alginato &richoderma koningii
isolato 2046, differiscono dalle due tesi di controllo per livello di significativita
inferiore al 10% , ad un livello di significativitanferiore al 5% solo le due tesi
Seme+alginato &Trichoderma harzianumsolato 6755 e Seme+alginato &
Trichoderma koningiiisolato 2046 differiscono dalle tesi di controllo. Con Il
procedimento dei confronti multipli Fisher LSD sividenzia che tre tesi
Seme+alginato & Trichoderma harzianum isolato 6776, Seme+alginato &
Trichoderma harzianumsolato 6755, Seme+alginato &richoderma koningii
isolato 2046 differiscono dai controlli per un livello dgsificativita inferiore al 5%,
e al 10%. La tesi Seme+alginato Wichoderma koningiisolato 2046 differisce
anche dalla tesi Seme+alginato T&choderma erinaceunsolato 5234 , per un
livello di significativita inferiore al 5%.

E’ stata valutata la correlazione tra la capaaitdoéitica dei singoli isolati e la loro
capacita di colonizzare la rizosfera. La regressiosultante (Figura 4.15), dimostra
come esista una relazione lineare altamente sigtife (P = 0.002) tra i due

parametri.

Y =0,809x - 13,872 P =0,002

70

60 T .koningii2046

50 | T.harzianun6755
o T.harzianun6776
§ 40 +
B
e]
G0 30
X

T.erinaceunb23
20 A
10 A
O T T T T
0 20 40 60 80 100

% Rizosfera competenza

Figura 4.15 Grafico della regressione tra la capasmdofitica dei diversi isolati
e la loro capacita di colonizzare la rizosfera
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Risultati

Promozione della crescita.

Per ciascuna replica sono stati eseguiti tre ribelle fasi fenologiche delle piante
delle differenti tesi a cadenze settimanali. Adiagato fenologico individuato e

stato assegnato un punteggio progressivo comérdtomella tabella 4.34.

Tabella 4.34 trasformazione dei giudizi
qualitativi in una scala ordinale

Seme non germinato 0
Inizio della germinazione 1
Emersione cotiledoni 2
Cotiledoni ben distesi 3

1~ folglia vera 4

2" foglie vera 5

3" foglie vera 6

| dati cosi trasformati sono stati sottoposti ad amalisi non parametrica della
varianza per ranghi a due criteri di classificaeiontilizzando il test di Friedman.
Questo, a differenza dell’'analisi della varianzarap@etrica per due criteri di
classificazione, utilizza come parametro della &nz@d centrale la mediana e non la
media. Inoltre, non consente di verificare I'iptaulla sulla tendenza centrale per
entrambi i fattori contemporaneamente, quindi ,ssee interessati a verificare
'uguaglianza delle mediane per entrambi i fatteridevono condurre due analisi in
tempi successivi e in modo indipendente.

Prima di iniziare l'analisi € necessario che i dstano trasformati in ranghi
assegnando 1 al punteggio piu basso e un numdrpunieggio piu alto, dove con n
viene indicato il numero di osservazioni sottopasta trasformazione. Nella prova
condotta i fattori da analizzare indipendementeosts differenti repliche e le
differenti tesi contenenti piu osservazioni. Perdlge analisi si deve procedere a
trasformare i dati in ranghi rispettivamente ateimo delle differenti tesi e all'interno
delle differenti repliche. | risultati dell’analistosi condotta sono illustrati nelle
tabelle da seguenti 4.35 a 4.40 dove e stato aporanche il coefficiente di
concordanza di Kendall che rappresenta una stiia derrelazione media tra le

variabili.
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Risultati

Tabella 4.35 analisi della varianaza non paraneepér ranghi a 2 criteri di classificazione ( lievio

per le repliche )

. . Coefficiente di P Assumendo
_— Somma dei Friedman Test . L >
Variabile . - concordanza di | distribuzioney? con 3
ranghi Statistics
Kendall gdl

1"Replica 94,0 3,542 0,033 0,315
2"Replica 78,5

3"Replica 89,5

4"Replica 98,0

Tabella 4.36 analisi della varianaza non paranep@r ranghi a 2 criteri di classificazione ( lievio per le

tesi )

Coefficiente di

P Assumendo

Variabile Somm:;-de| an(tjr?atr) Tes} concordanza di distribuzione

ranghi anustics Kendall x2con 3 gdl

Seme naturale 83,0 0,744 0,006 0,980
Seme+alginato 78,0
Seme+alginato &richoderma erinaceurb234 84,5
Seme+alginato &richoderma harzianune 776 83,5
Seme+alginato &richoderma harzianun® 755 88,0
Seme+talginato &richodemma koningii2046 87,0

Dal test di Friedman, per i dati del primo rilievsulta che le differenze tra le 4

repliche e le 6 tesi non risultano statisticameigaificative (P > 0,05)

Tabella 4.37 analisi della varianaza non paramgepgr ranghi a 2 criteri di classificazione (2fetib

per le repliche)

. . Coefficiente di P Assumendo
_— Somma dei Friedman Test . o
Variabile . L concordanza di | distribuzioney? con 3
ranghi Statistics
Kendall gdl

1"Replica 94,0 3,542 0,033 0,315
2"Replica 78,5

3"Replica 89,5

4"Replica 98,0

Tabella 4.38 analisi della varianaza non paranep@r ranghi a 2 criteri di classificazione (2fexib per le

tesi)

Coefficiente di

P Assumendo

Variabile Somm:;-de| an(tjr?atr) Test concordanza di distribuzione

ranghi austics Kendall x2con 3 gdl

Seme naturale 89,5 4,113 0,034 0,533
Seme+alginato 75,0
Seme+alginato &richoderma erinaceurb234 87,0
Seme+alginato &richoderma harzianune 776 91,0
Seme+alginato &richoderma harzianun 755 89,0
Seme+talginato &richodenma koningii2046 72,0
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Risultati

Dal test di Friedman, per i dati del secondo ridiensulta che le differenze tra le 4

repliche e le 6 tesi non risultano statisticameigaificative (P > 0,05)

Tabella 4.39 analisi della varianaza non paramgepgr ranghi a 2 criteri di classificazione( 3fetib

per le repliche)

. . Coefficiente di P Assumendo
_— Somma dei Friedman Test . o
Variabile . o concordanza di | distribuzioney? con 3
ranghi Statistics
Kendall gdl

1"Replica 120,5 21,217 0,196 0,000
2"Replica 77,5

3"Replica 77,5

4"Replica 84,5

Tabella 4.40 analisi della varianaza non paranep@r ranghi a 2 criteri di classificazione (3fexib per le
tesi)

Coefficiente di| P Assumendo

Variabile Somm:;-de| an(tjr?ap Test concordanza di distribuzione

rangni anstics Kendall x2con 3 gdl

Seme naturale 93,0 6,048 0,050 0,302
Seme+alginato 72,5

Seme +alginato &richoderma erinaceurbi234| 78,5

Seme +alginato &richoderma harzianurb776) 96,0

Seme +alginato &richoderma harzianur755| 89,5

Seme +alginato &richodermakoningii 2046 74,5

Dal test di Friedman, per i dati del terzo rilievisulta che le differenze tra le 4
repliche sono altamente significative (P= 0,00dl)contrario le 6 tesi non risultano

statisticamente significative P > 0,05.
4.3 Prova di antagonismo in vitro e micoparassitisin

Sulle piastre delle colture duali allestite comsal#to nel paragrafo 3.3 sono stati
effettuati dei rilievi sui due raggi delle coloniegli isolati del patogeno, uno nella
direzione della colonia dell’antagonista e uno irezione laterale rappresentante il
controllo (Figura 3.9)
Poiché le colonie del patogeno si presentavandogiat irregolari, i valori di tutte le
misurazioni effettuate per i due raggi di accreseito sono stati standardizzati per
differenza con i valori delle misurazioni del primbevo. Con questi dati sono stati
costruiti i grafici riportati di seguito, dove sellascisse e stato posto il tempo e sulle
ordinate i successivi valori di accrescimento rigpeallinizio della prova, che
corrisponde al momento in cui & stato trapiantaotagonista. Inoltre, i dati sono
stati sottoposti ad analisi della varianza per tiase a quale livello di significativita
10¢




Risultati

il raggio di controllo (rc) e il raggio verso I'agonista (rt) possono essere considerati

diversi. Le lettere diverse riportate sui grafimlicano le misurazioni che differiscono

per un livello di significativita inferiore a 0,05.

Nella figura 4.16 sono mostrati i grafici degli ezscimenti delle colonie degli isolati

di F.oxysporunt.sp.lycopersiciin presenza drI. harzianumisolato 6776

Trichoderma harzianumé776
Vs

Trichoderma harzianun6776
Vs

1 Fusarium oxysporunf.sp.lycopersici race 1 4427 18 Fusarium oxysporunf.sp.lycopersici race 1 4360
A
16 16
14 4 14 A
12 12
10 4 B 10 4
£ £ 5
E 1 P =0,003 E 4]
P =0,010
6 1 6 4
4 4 4 4
249 24
0 : : : : 0 :
0 24 48 72 96 24 48 72
ore ore
—O— rc —O— rc
—o— 1t —o—rt
Trichoderma harzianun6776 Trichoderma harzianun6776
Vs Vs
Fusarium oxysporunf.sp.lycopersicirace 2 4288 Fusarium oxysporunfi.sp.lycopersicirace 2 4375
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Figura 4.16 Grafici degli Accrescimenti radiali ldetolonie dei vari isolatFusarium oxysporunisp lycopersiciin
colture duali conTrichoderma harzianun6776 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggierso la colonia

dell'antagonista (in nero) .

Le colonie diFusarium oxysporunf.sp lycopersicirazza 1 isolato 442 Fusarium

oxysporumf.sp lycopersici razza 1 isolato 4360 e dtusarium oxysporunf.sp

lycopersici razza 2 isolato 4288, nell'ultimo rilievo,

dell’accrescimento

radiale

Verso

presamb una media

'antagonista) (inhferiore alla media

dell’'accrescimento radiale laterale utilizzato cooomtrollo. Inoltre, in tutti e tre i
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Risultati

casi, si puo notare che I'andamento degli accresdiiimaterali (rc) manifesta una
certa costanza. La colonia BHusarium oxysporunf.sp lycopersicirazza 2 isolato
4375, nei tre rilievi effettuati, non mostra diéeze le medie dei due accrescimenti.
Nelle figure 4.17a e 4.17b sono mostrati i gradiegli accrescimenti delle colonie

degli isolati diF.oxysporunt.sp.melonisin presenza drI'. harzianumisolato 6776

Trichoderma harzianun6776 Trichoderma harzianun6776
Vs Vs
18 Fusarium oxysporunf.sp.melonisrace 1 4285 18 Fusarium oxysporunf.spmelonisrace 1 4408
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£ £
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8 ] g
6 ] 6 4
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2 21
0 T 0
0 24 48 72 96 0 24 48 72
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—O—rc —O—rc
—&— It —o— rt
Trichoderma harzianun6776 Trichoderma harzianun6776
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Figura 4.17a Grafici degli Accrescimenti radialilldecolonie dei vari isolatiFusarium oxysporunf.sp melonisin
colture duali conTrichoderma harzianun6776 Rc= Raggio controll§in bianco) Rt= Raggio verso la color
dell'antagonista (in nero) .
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Trichoderma harzianun6776 Trichoderma harzianun776
vs
_ _ vs
Fusarium oxysporunf.sp. melonisrace 2 4287 Fusarium oxysporuni.spmelonisrace 1-2 4424
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Figura 4.17b Grafici degli Accrescimenti radialilldecolonie dei vari isolatFusarium oxysporunf.sp melonisin
colture duali conTrichoderma harzianun6776 Rc= Raggiccontrollo (in bianco) Rt= Raggio verso la colo
dell'antagonista (in nero) .

Le colonie diFusarium oxysporunf.sp. melonisrazza 1 isolato 4283;usarium
oxysporumf.sp. melonisrazza 2 isolato 4287 presentano, al penultimewali (72
ore), una media dell'accrescimento radiale velaatdgonista inferiore a quella di
controllo. Questa tendenza si conferma anche ttetia rilievo. La colonia di
Fusarium oxysporunf.sp. melonisrazza 1-2 isolato 4424 presenta il medesimo
comportamento ma sola all’'ultimo rilievo delle 98eoLe colonie diFusarium
oxysporumf.sp. melonisrazza 1 isolato 440&usarium oxysporuni.sp. melonis
razza O isolato 44253;usarium oxysporurfisp. melonisrazza 0 isolato 4426, nei tre
rilievi effettuati, non mostrano differenze statiatnente significative tra le medie dei
due accrescimenti radiali.

Nella figura 4.18 sono mostrati i grafici degli ezscimenti delle colonie degli isolati

di F.oxysporunt.sp.lycopersiciin presenza drI. koningiiisolato 2046
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Trichoderma koningi2046 Trichoderma koningi2046
Vs VS
18 Fusarium oxysporuni.sp.lycopersicirace 2 4288 18 Fusarium oxysporuni.sp. copersicirace 1 4360
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Figura 4.18 Grafici degli Accrescimenti radiali ldetolonie dei vari isolatFusarium oxysporunisp lycopersiciin
colture duali conTrichoderma konigii2046 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggierso la colonia
dell'antagonista (in nero) .

Le colonie diFusarium oxysporunf.sp lycopersicirazza 1 isolato 436@;usarium
oxysporumf.sp lycopersici razza 2 isolato 4375 e diFusarium oxysporunf.sp
lycopersicirazza 2 isolato 4288, all’'ultimo rilievo (72 or@pstrano una media degli
accrescimenti radiali verso l'antagonista inferi@equella degli accrescimenti di
controllo. Il Fusarium oxysporun.sp lycopersicirazza 1 isolato 4427 non mostra
differenze statisticamente significative tra le meatki due accrescimenti radiali.
Nella Figura 4.19 sono mostrati i grafici degli sscimenti delle colonie degli isolati

di F.oxysporunf.sp.melonisin presenza dI. koningiiisolato 2046
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Trichoderma koningiR2046 Trichoderma koningi2046
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Figura 4.19 Grafici degli Accrescimenti radiali ldetolonie dei vari isolatFrusarium oxysporurispmelonisin colture
duali conTrichoderma konigik046 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggérso la colonia dell’antagonista (in
nero) .
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Risultati

Le colonie di Fusarium oxysporunmisp.melonisrazza 2 isolato 4287 e Busarium
oxysporumf.sp. melonisrazza 0O isolato 4426, gia al secondo rilievo (48)
mostrano la media degli accrescimenti radiali velgocolonia dell’antagonista
inferiore a quella degli accrescimenti lateraliake tendenza si conferma nei rilievi
successivi. Le colonie diusarium oxysporuniisp. melonisrazza 0 isolato 4425, di
Fusarium oxysporunf.sp. melonisrazza 1 isolato 4285 e #iusarium oxysporum
f.sp. melonisrazza 1 isolato 4408 evidenziano tale caratteassolo all’'ultimo
rilievo. Il Fusarium oxysporuni.sp. melonis razza 1-2 isolato 4424 non mostra
differenze statisticamente significative tra i doerescimenti radiali.

In Figura 4.20 sono mostrati i grafici degli acciesenti delle colonie degli isolati di
F.oxysporunf.sp.lycopersiciin presenza dI'. erinaceumsolato 5234

Trichoderma erinaceuns234 Trichoderma erinaceuns234
vs
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Figura 4.20 Grafici degli Accrescimenti radiali idetolonie dei vari isolatFusarium oxysporunf.sp lycopersiciin
colture duali con Trichoderma erinaceun®234 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggerso la colonia

dell'antagonista (in nero)
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Risultati

Il Fusarium oxysporuni.sp. lycopersicirazza 2 isolato 4288 al penultimo rilievo
mostra la media degli accrescimenti radiali véascolonia dell’antagonista inferiori
a quella di quelli laterali di controllo e tale teamza si accentua nell’ultimo rilievo
(96 ore). Le colonie drusarium oxysporurhsp.lycopersicirazza 1 isolato 4427 e di
Fusarium oxysporurhsp.lycopersicirazza 1 isolato 4360 mostrano differenze tra gli
accrescimenti radiali solo nell'ultimo rilievo, comna media degli accrescimenti
verso la colonia dell’antagonista inferiore allach@edegli accrescimenti di controllo.
Il Fusarium oxysporunh.sp. lycopersicirazza 2 isolato 4375 non mostra differenze
statisticamente significative tra le medie dei daerescimenti radiali.

Nelle Figure 4.21a e 4.21b sono mostrati i grafiegli accrescimenti delle colonie
degli isolati diF.oxysporunf.sp.melonisin presenza dI'. erinaceumsolato 5234

Trichoderma erinaceun234 Trichoderma erinaceun234
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Figura 4.21aGrafici degli Accrescimenti radiali delle colonieidvari isolati Fusarium oxysporunf.sp melonisin
colture duali conTrichoderma erinaceunb234 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggeerso la colonia
dell'antagonista (in nero) .
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Trichoderma erinaceun5234 Trichoderma erinaceuns234
Vs Vs
1 Fusarium oxysporunf.sp.melonisrace 2 4287 18 Fusarium oxysporuni.sp.melonisrace 1-2 4424
16 16 4
14 4 14 4
12 4 A 12 A
10 4 10
£ £
£ o1 £
8 B
B
€7 £ P =0,038
P =0,002

4 4
24 2
0 T T T T 0 : T T

0 24 48 72 96 0 24 48 72

ore ore
—O—rc —O— rc
—o— rt —o— 1t

Figura 4.21bGrafici degli Accrescimenti radiali delle colonieidvari isolati Fusarium oxysporunf.sp melonisin
colture duali conTrichoderma erinaceunb234 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggierso la colonia
dell'antagonista (in nero) .

Le colonie di Fusarium oxysporunfisp. melonisrazza 1 isolato 4285, a partire dal
rilievo effettuato dopo 48 ore, mostrano una metkgli accrescimenti radiali nella
direzione dell'antagonista inferiore a quella degticrescimenti di controllo. Tale
tendenza si accentua nei rilievi successivi. Gdcrescimenti radiali verso
I'antagonista delle colonie diusarium oxysporurhsp.melonisrazza 1 isolato 4408,
di Fusarium oxysporurhsp.melonisrazza 0 isolato 4425 e isolato 4426Fdsarium
oxysporumf.sp. melonisrazza 1-2 isolato 4424, risultano essere infergoquelli
laterali di controllo solo nell’ultimo rilievo.

Nella Figura 4.22 sono mostrati i grafici degli escimenti delle colonie degli isolati

di F.oxysporuntf.sp.lycopersiciin presenza dI. harzianumisolato 6755.
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Figura 4.22 Grafici degli Accrescimenti radiali ldetolonie dei vari isolatFusarium oxysporunisp lycopersiciin
colture duali con Trichoderma harzianun6755 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggierso la colonia

dell'antagonista (in nero)

La media degli accrescimenti radiali verso I' aniaigta delle colonie drusarium

oxysporumf.sp. lycopersici razza 1 isolato 4427, drusarium oxysporunt.sp.

lycopersicirazza 2 isolato 4288 e #usarium oxysporunsp. lycopersicirazza 2

isolato 4375, nell'ultimo rilievo, risulta essemgfariore a quella degli accrescimenti

di controllo. Il Fusarium oxysporuni.sp. lycopersicirazza 1 isolato 4360 ad ogni

rilievo non mostra differenze statisticamente digative tra le medie dei due

accrescimenti radiali.

Nella Figura 4.23 sono mostrati i grafici degli sscimenti delle colonie degli isolati

di F.oxysporunf.sp.melonisin presenza dI. harzianumsolato 6755
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Figura 4.23 Grafici degli Accrescimenti radiali kdekolonie dei vari isolatFusarium oxysporuni.sp melonisin
colture duali con Trichoderma harzianun6755 Rc= Raggio controllo (in bianco) Rt= Raggierso la colonia

dell'antagonista (in nero)
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Risultati

La media degli accrescimenti radiali verso I'antaigta delle colonie dFusarium
oxysporunt.sp. melonisrazza 1 isolato 4285 e isolato 4408Fdsarium oxysporum
f.sp. melonisrazza 0 isolato 4425 e isolato 4426, Fisarium oxysporunt.sp.
melonisrazza 2 isolato 4287,al penultimo e all’ultimaevio, risulta essere inferiore a
guella degli accrescimenti radiali laterali di aatip.

Il Fusarium oxysporurmisp.melonisrazza 1-2 isolato 4424 presenta una media degli
accrescimenti radiali verso I'antagonista inferiarquella degli accrescimenti laterali
di controllo al rilievo delle 48 ore e delle 96 pnea non a quello delle 72 ore in cui le

differenze non sono statisticamente significative.

Dopo che le colonie del patogeno e del parassita sotrate in contatto, le piastre
delle colture duali sono state sottoposte ad olteosservazioni, dopo che le colonie
del patogeno e dell'antagonista sono entrate itattan volte a rilevare la capacita di
sovracrescita e di sporulazione dell’antagonisth gatogeno, quali indici di

micoparassitismo. Di seguito sono descritti i tgtilottenuti per ogni combinazione

antagonista/patogeno.

Trichoderma koningiiisolato 2046 vsFusarium oxysporumf.sp.lycopersici

L’isolato di Trichoderma koningisovracresce differenziando fruttificazioni aganeich

sopra le colonie di tutti e quattro gli isolati Blusarium oxysporunisplycopersicj

come mostrato nelle foto da 4.24 a 4.27.

Foto 4.24Trichoderma koningiiisolato 2046 inFoto 4.25Trichoderma koningiiisolato 2046 in
coltura duale con Fusarium oxysporumcoltura duale con Fusarium  oxysporum
f,splycopersicirazza 1 isolato 4427 f,splycopersicirazza 1 isolato 4360
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Risultati

Foto 4.26Trichoderma koningiiisolato 2046 inFoto 4.27 Trichoderma koningiiisolato 2046 in
coltura duale con Fusarium oxysporumcoltura duale con Fusarium  oxysporum
f,splycopersicirazza 2 isolato 4288 f,splycopersicirazza 2 isolato 4375

Trichoderma koningiiisolato 2046 vsFusarium oxysporumf.sp.melonis

L’isolato di Trichoderma koningisovracrese differenziando fruttificazioni aganeich
sopra tutte le colonie di tutti e sei gli isolatiFusarium oxysporuniisp. melonis,
come mostrato nelle foto da 4.28 a 4.33.

Foto 4.28Trichoderma koningiisolato 2046 in Foto 4.29Trichoderma koningiisolato 2046 in
coltura duale con Fusarium oxysporumcoltura duale con Fusarium oxysporum
f,spmelonisrazza 0 isolato 4426 f,spmelonisrazza 1 isolato 4408
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Foto 4.30Trichoderma koningiisolato 2046 in
coltura duale con Fusarium oxysporur
f,spmelonisrazza 1-2 isolato 4424

Foto 4.31Trichoderma koningiisolato 2046 in
ncoltura duale
f,spmelonisrazza 2 isolato 4287

Risultati

con Fusarium  oxysporur]

Foto 4.32Trichoderma koningiisolato 2046 in
coltura duale con Fusarium oxysporur
f,spmelonisrazza 1 isolato 4285

ncoltura duale

Foto 4.33Trichoderma koningiisolato 2046 in
con Fusarium oxysporun
f,spmelonisrazza 0 isolato 4425

Trichoderma erinaceumsolato 5234 vsFusarium oxysporunt.sp.lycopersici

L’isolato di Trichoderma erinaceursovracrese differenziando fruttificazioni sopra le

colonie di tutti e quattro gli isolati drusarium oxysporuni.splycopersici come

mostrato nelle foto da 4.34 a 4.37.

Foto 4.34Trichoderma erinaceunsolato 5234
in coltura duale conFusarium oxysporur

Foto 4.35Trichoderma erinaceurisolato 5234
nin coltura duale conFusarium oxysporur

f,splycopersicirazza 1 isolato 4360

f,splycopersicirazza 1 isolato 4427
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Risultati

Foto 4.36Trichoderma erinaceunsolato 5234
in coltura duale conFusarium oxysporur
f,splycopersicirazza 2 isolato 4288

Foto 4.37Trichoderma erinaceunsolato 5234
nin coltura duale conFusarium oxysporur

f,splycopersicirazza 2 isolato 4375

Trichoderma erinaceumsolato 5234 vd-usarium oxysporumf.sp.melonis

L’isolato di Trichoderma erinaceursovracresce differenziando fruttificazioni sopra

le colonie diFusarium oxysporunfi.spmelonisrazza 1-2 isolato 4424, @usarium

oxysporumf.spmelonisrazza 1 isolato 4408, dtusarium oxysporuni.spmelonis

razza 0 isolato 4426, éHusarium oxysporurhspmelonisrazza 2 isolato 4287. Nelle

colture duali conFusarium oxysporunf.spmelonisrazza 1 isolato 4285 e con

Fusarium oxysporurhspmelonisrazza 0 isolato 4425 non si nota una sovraccrescita

ne da parte della colonia dell’antagonista ne dtemtella colonia dei patogeni ( foto

da 4.38 2 4.43)

Foto 4.38Trichoderma erinaceunsolato 5234
in coltura duale conFusarium oxysporur

Foto 4.39Trichoderma erinaceunsolato 5234
nin coltura duale conFusarium oxysporur

f,spmelonisrazza 1-2 isolato 4424

f,spmelonisrazza 1 isolato 4408
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Foto 4.40Trichoderma erinaceunsolato 5234
in coltura duale conFusarium oxysporur
f,spmelonisrazza 0 isolato 4426

ni

Foto 4.41Trichoderma erinaceunsolato 5234

f,spmelonisrazza 2 isolato 4287

n coltura duale conFusarium oxysporun

Foto 4.42Trichoderma erinaceunsolato 5234
in coltura duale conFusarium oxysporur
f,spmelonisrazza 1 isolato 4285

nin coltura duale conFusarium oxysporur

Foto 4.43Trichoderma erinaceunsolato 5234

f,spmelonisrazza 0 isolato 4425

Trichoderma harzianumisolato 6755 vs

Fusarium oxysporumf.sp.lycopersici

Le colonie dell'isolato diTrichoderma harzianumon sovracrescono su quelle degli

isolati di Fusarium oxysporurhsp.lycopersici(foto da 4.44 a 4.47 ).

Foto 4.44Trichoderma harzianunsolato 6755
in coltura duale conFusarium oxysporur

Foto 4.45Trichoderma harzianunsolato 6755
nin coltura duale conFusarium oxysporur

f,splycopersici razza 1 isolato 4427

f,splycopersici razza 1 isolato 4360
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Foto 4.46Trichoderma harzianunsolato 6755
in coltura duale conFusarium oxysporur

Foto 4.47Trichoderma harzianunmsolato 6755
nin coltura duale conFusarium oxysporum

f,splycopersici razza 2 isolato 4288

f,splycopersici razza 2 isolato 4375

Trichoderma harzianumisolato 6755 vd-usarium oxysporumf.sp.melonis

Le colonie dellisolato difrichoderma harzianumon sovracrescono su quelle degli

isolati di Fusarium oxysporunf.sp. melonis.Al contrario le colonie diFusarium

oxysporumf.sp melonisrazza 1 isolato 4285 sovracrescono in modo ewdent
4.53).

guelle dell’'antagonista (foto da 4.48 a

Foto 4.48Trichoderma harzianunmsolato 6755
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonisrazza 1-2 isolato 4424

Foto 4.49Trichoderma harzianunsolato 6755
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonisrazza 1 isolato 4408
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Foto 4.50Trichoderma harzianunmsolato 6755
in coltura duale corrusarium oxysporuni.sp.
melonis razza 1 isolato 4285

Foto 4.51Trichoderma harzianunsolato 6755
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 0 isolato 4426

Foto 4.52Trichoderma harzianunmsolato 6755
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 0O isolato 4425

Foto 4.53Trichoderma harzianunsolato 6755
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.

melonis razza 2 isolato 4287

Trichoderma harzianumisolato 6776 vsFusarium oxysporumf.sp.lycopersici

Le colonie dellisolato difrichoderma harzianumon sovracrescono su quelle degli

isolati di Fusarium oxysporunisp. lycopersici.Le colonie diFusarium oxysporum

f.splycopersicirazza 2 isolato 4288 e isolato 4375 sembrano prentlsopravvento

sull’antagonista colonizzando gran parte dellatpgasfoto da 4.54 a 4.57).
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Foto 4.54Trichoderma harzianunsolato 6776
in coltura duale conFusarium oxysporur
f,splycopersici razza 1 isolato 4427

Foto 4.55Trichoderma harzianunisolato 6776
nin coltura duale conFusarium oxysporur
f,splycopersicirazza 1 isolato 4360

Foto 4.56Trichoderma harzianunmsolato 6776
in coltura duale conFusarium oxysporur
f,splycopersici razza 2 isolato 4288

Foto 4.57Trichoderma harzianunsolato 6776
nin coltura duale conFusarium oxysporur
f,splycopersici razza 2 isolato 4375

Trichoderma harzianumisolato 6776 vd-usarium oxysporumf.sp.melonis

Le colonie dell'isolato difrichoderma harzianumon sovracrescono su quelle degli

isolati di Fusarium oxysporurfisp.melonis.Le colonie diFusarium oxysporumsp.

melonisrazza 1 isolato 4285 sovracrescono su quelle déiponista (foto da 4.58 a

4.63) .
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Foto 4.58Trichoderma harzianunmsolato 6776
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 1-2 isolato 4424

Foto 4.59Trichoderma harzianunsolato 6776
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 1 isolato 4408

Foto 4.60Trichoderma harzianunsolato 6776
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonisrazza 1 isolato 4285

Foto 4.61Trichoderma harzianunmsolato 6776
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 0O isolato 4426

Foto 4.62Trichoderma harzianunsolato 6776
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 0 isolato 4425

Foto 4.63Trichoderma harzianunmsolato 6776
in coltura duale corrusarium oxysporuni,sp.
melonis razza 2 isolato 4287

Produzione di coilings.

Per indagare ulteriormente sull'attivita

micopaii@sg dei 4 isolati diTrichoderma

spp in esame é stata allestita questa prova cosueeittie nel paragrafo 3.3.
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Risultati

Le osservazioni effettuate con il microscopio at@mmposto sui vetrini montati con
porzioni di cellophan, prelevati dalla zona di @itu tra gli antagonisti e i patogeni,
sono state volte all'identificazione di avvolgimieiféli (coilings) , lacci e appressori.
Trichoderma harzianumisolato 6755 ha prodotto coilings attorno alle ifie
Fusarium oxysporuni.sp melonisisolato 4424, in questo caso sono stati osservati
anche gli appressori (Foto 4.63, 4.64,4.65).

Foto 4.63 Formazione di avvolgimenti ifali da padte
Trichoderma harzianunsolato 6755 nei confronti di
Fusarium oxysporurhsp.melonisisolato 4424

Foto 4.64 Formazione di avvolgimenti ifali da parte
di Trichoderma harzianunsolato 6755 nei confronti
di Fusarium oxysporurfisp.melonisisolato 4424
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Foto 4.65 Formazione di appressori da partd@rdihoderma
harzianumisolato 6755 sulle ife drusarium oxysporuni.sp.
melonisisolato 4424

Nel confronto Trichoderma harzianum isolato 677@&) Eusarium oxysporunh.sp.
lycopersiciisolato 4360, si € notato solo la formazione ditegamificazioni ifali
(lacci) da parte dell’antagonista (Foto 4.66).

Foto 4.67 Formazione di lacci da parteTdchoderma harzianum
isolato 6776 sulle ife dFusarium oxysporunf.sp. lycopersici
isolato 4360

13(



Risultati

Per gquanto riguard@richoderma koningiisolato 2046 drichoderma erinaceum
isolato 5234 non sono stati osservati né avvolgtnifahi né lacci verso entrambi i

patogeni in esame.
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Discussione

Diversi isolati diTrichodermasppsono simbionti opportunisti ed avirulenti su una
grande varieta di piante coltivate (Harnmetral.,2004), questi infatti, colonizzano la
pianta senza risultare patogeni in quanto probaiten I'invasione e la
colonizzazione delle radici induce nella pianta sede di cambiamenti metabolici
volti a bloccare e prevenire l'ingresso del fungonfinandolo nei primi strati delle
cellule corticali (Elad e Kapat, 1999). Nell'interane con i tessuti radicali, non solo
il fungo prolifera utilizzando risorse nutrizionafornite dalla pianta ma, come
conseguenza dell’associazione con le radici, eeafeborito nella colonizzazione di
nuove ed estese aree nel suolo. Alcuni ceppi mustiaa forte “competenza per la
rizosfera” che permette loro di colonizzare unaaasiperficie radicale e di persistere
sulle radici per diverse settimane o addirittusifihrane e Gensen, 1997). Questa
capacita permette quindi al fungo di formare urdite e duratura associazione con
la pianta in svariate condizioni ambientali. Pereionostantdrichodermaabbia la
capacita intrinseca di attaccare le piante, easubénte avirulento, avendo sviluppato
una relazione con le piante di tipo simbiontica phe parassitaria (Harmaet al,
2004).

Gli effetti benefici per la pianta, derivanti dacdhroderma sono:

- il controllo di diverse malattie grazie allazionretta diTrichoderma spp
nei confronti di vari organismi patogeni e agerdcini della microflora del
suolo (Chet, 1987);

- il controllo indiretto di agenti patogeni a segudell'induzione di resistenza
sistemica in pianta; tale fenomeno favorisce iltodio di varie classi di
patogeni (funghi e batteri) spazialmente e tempuoeate distanti dal punto di
applicazione diTrichoderma (Bigirimanaet al., 1987; Yedidiaet al, 1999;
Yedidiaet al, 2000; Yedidieet al, 2003);

- il miglioramento della crescita della pianta e laillppo dell’apparato
radicale. Il verificarsi di quest’'ultimo fenomeno un sistema gnotobiotico (
Yedidia et al., 2001) ha dato credito all'ipotesi che esso e illt&o di un
effetto diretto esercitato darichodermasulla pianta, oltre ad essere una
conseguenza del controllo di microrganismi patogeminori e
dell'inattivazione di composti tossici presentilagizosfera. Negli ultimi anni
sono stati proposti vari meccanismi potenzialmeotgnvolti in questo

fenomeno, quali ad esempio: la produzione o il radiat degli ormoni vegetali
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(Kleifeld and Chet, 1992), la solubilizzazione dutmenti normalmente
insolubili nel suolo (Altomaret al.,1999) ed un aumento dell’ assorbimento
e della traslocazione di minerali normalmente pdigponibili per la pianta
(Inbaret al.,1994).
Lo scopo del seguente lavoro e stato quello djisag) 13 isolati di Trichoderma spp.
per valutarne sia la capacita di controllo delkcheofusariosi del pomodoro e del
melone, sia lattivita di promozione di crescitaeitata su queste due specie

vegetali.

5.1 Controllo della malattia

Dai risultati della prova in viv@richoderma harzianumsolato 6755 e isolat6776,
Trichoderma koningiiisolato 2046,Trichoderma erinaceunsolato5234 avrebbero
contenuto la Tracheofusariosi del pomodoro, differendosi statisticamente dal
controllo non trattato e dalla tesi trattata dosithoderma fasciculatunsolato 6421 (
per cui si sono registrati percentuali di infeziated 100%) con una significativita
inferiore allo 0,01 utilizzando il procedimento LS Fisher. Nessun isolato e stato
in grado di controllare la trachefusariosi del nmelo Numerose ricerche hanno
evidenziato il fatto, che molti isolati sembranse® capaci di esplicare un efficace
controllo di specifici patogeni. Cio non sarebbevuto solo alle caratteristiche
ecologiche del patogeno e dell'antagonista, maeamdla patogeno-specificita degli
antibiotici (Howell e Stipanovic 1995) e dei CWDHsaranet al. 1996) prodotti da
guest’ultimo. Per allargare il range dei patogesmtoollati con un biofitofarmaco a
base di Trichoderma spp € stato proposto di miscelare diversi isolatilan
formulazione (Cook 1993, Duffyet al. 1996). Tuttavia lisolato 1295-22 di
Trichoderma harzianunottenuto per fusione di protoplasmi riesce a auere le
malattie di diversi patogeni com&hythium ultimumRhizochtonia solanFusarium
spp,Sclerotium rolfsiie Botrytis cineregHarman 1990).

Nella sezionePachybasium(clade B) del gener&richodermaviene classificata la
specie aggregat@richoderma harzianunfTeleomorfoHypocrea lixi), che include
una gran parte degli isolati utilizzati con sucoessme BCAs (Biological control
agent) di funghi fitopatogeni (Grondor al 1997, Druzhinina e Kubicek 2004).
Nella tabella 5.1 sono riportati alcuni biofitofeam in commercio che hanno come

ingrediente attivd@.harzianum

13



Tabella 5.1 biofitofarmaci a baseT™harzianum

Discussione

Nome
commerciale del| Ingrediente attivo Patogeno bersaglio Campo di apfazione
prodotto
Fusariumspp. ,
Pythiumspp,
Plant Shield™ e Trl_choderma Rhlzoctpqlaspp. , .
. harzianumT-22 e Sclerotiniaspp , Cavolo, cetriolo, pomodoro,
Root Shield™ . . ; . .
Trichoderma Thievalopsispp, ornamentali, alberi
(USA) ) o )
harzianum Rifai Myrotheciumspp ,
Cylindrocladiumspp,
Botrytisspp
Promote™ e Trichoderma Fusariumspp. ,
Promote Plug" harzianume Pythiumspp., Colture in serra

- ™
T-22™ (USA) harzianumT-22

(Canada) Trichoderma viride Rhizoctonia solani
Fusariumspp. ,
Root Prg™ Trlchqderma Pythlumgpp. , Colture ortive
(Israele) harzianum Rhizoctoniaspp,
Sclerotiniaspp. ,
.Fusariumspp. ,
Trichoderma Pythiumspp. ,

Rhizoctonisspp,
Sclerotiniaspp.

Ornamentali, colture ortive

(Nuova Zelanda

Trichoderma viride

Phythium

. . Rosa
M L

Tri 022/003 Trlchqderma Vari batteri e funghi | Begonia,Crisantemo,Rododendro

(Olanda) harzianum .

cetriolo e pomodoro
Botrytis cinerea

Trichodex™ Trichoderma Monila laxa, Cetriolo ,fragole, soia, pomodofo

(Israele) harzianumT-39 Pseudoperonospora girasole.

: _Spp
Trichope™ Trlch_oderma F“S"?‘””m OXYSPOTUM, 5 4ive in serra, ornamentali in
harzianume Rhizoctonia solani,

serra.

Trichoderma harzianuml'35 controlla il patogend~usarium oxysporumanche

competendo per la colonizzazione e per i nutriglgila rizosfera, I'azione di

controllo esercitata da questo isolato diventerepibeefficace al decrescere della

concentrazione dei nutrienti nellambiente(Tjames al 1992). Molti isolati di

Trichoderma hanno, rispetto a molti altri microrganismi, una ggi@r capacita

mobilizzare e assorbire i

nutrienti del suolo. E@énte utilizzo dei

nutrienti

disponibili & basato sulla produzione di ATP daltabelismo di differenti zuccheri,
ovvero quelli che derivano dai polimeri comunemepresenti negli ambienti fungini
come, cellulosa, chitina e glucani da cui per deégzane si ottiene glucosio (Chett
al. 1997). L'assimiliazione del glucosio avviene graateenzimi e permeasi insieme
a proteine coinvolte nella modificazione della meana cellulare e della parete
cellulare, l'efficienza del trasporto del glucosisulterebbe essere cruciale per la

competizione (Del Gado-Jaraneé al. 2003), cio e supportato dall'isolamento dal
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ceppo CECT 24132 dirichoderma harzianundi un trasportatore ad alta affinita del
glucosio il Gttl. La sintesi di questo trasportatasarebbe attivata quando le
concentrazioni di glucosio sono molto basse, ciogndo il trasporto del glucosio
diventa un fattore chiave per la competizione derienti. La capacita degli isolati di
trichoderma di proteggere le piante dai fitopatogestata per lungo tempo attribuita
esclusivamente all’effetto antagonista esercita&ise il patogeno (Chett al.,1997),
tuttavia recenti studi hanno posto in evidenza of@ti isolati di Trichoderma
stimolano meccanismi di difesa delle piante, progeglole indirettamente da
numerosi patogeni, con meccanismi di induzione ediistenza che coinvolgono
processi fisiologici simili , alla risposta ipersanle (HR), alla resistenza sistemica
acquisita (SAR) e la resistenza sistemica indd8®&), che erano gia stati scoperti
nelle piante. Bigirimaniat al.(1997) hanno dimostrato che I'inoculazione neldeor
di Trichoderma harzianurisolato T-39 rende le foglie di piante di fagiotesistenti
alle fitopatie causatBotrytis cinereae Colletotrichum lindemuthianupmonostante la
presenza dell'antagonista fosse limitata all’aptmanadicale, lo stesso gruppo di
ricerca ha esteso poi le proprie indagini ad attieotiledoni (De meyeret al,
1998).Recentemente studi simili sono stati condatiche su monocotiledoni
Trichoderma harzianum T-22 induce resistenza sistenmel mais &olletotrichum
graminicoldHarman 2004) E’ molto piu difficoltoso esaminare il ruolo degli
antagonisti nell'induzione resistenza verso i gato dellapparato radicale e del
seme, infatti la vicinanza del patogeno e dell’gatasta, non permetterebbero di
escludere meccanismi d’azione riconducibili allanpetizione, all’antibiosi e al
micoparassitismo. Howedt al. (2000) hanno ottenuto ceppi mutanti di un isoldto
Trichoderma virensche differivano per le capacita micoparassitarieper la
produzione di antibiotici. Mutanti e ceppi selvatsono stati saggiati per valutare
I'efficienza nel controllare il patogenRhizoctonia solanin piante di cotone, i
risultati di questa ricerca hanno indicato che aegioduzione di antibiotici, ne il
micoparassitismo erano strettamente correlatiadsitrollo, tuttavia il contenimento
della malattia era strettamente correlato con fpeaciéa,dei diversi isolati, di stimolare
nelle giovani piante la produzione di composti dfesh come terpenoidi e
fitoalessine.
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5.2 Promozione della crescita

L’attivita di promozione di crescita da parte degolati da noi saggiati & stata
riscontrata solo nelle piante di pomodoro. Gli ablTrichoderma viride 8209,
Trichoderma erinaceuri234 eTrichoderma asperellum603 hanno fatto riscontrare
valori del primo accrescimento in altezza statstiente superiori al controllo
utilizzando il metodo dei confronti multiplpbst ho€ Fischer LSD con un livello di
significativita dello 0,01. | medesimi risultati sono ottenuti con il procedimento
Tukey HSD ad un livello di significativita dello@5.

La promozione di crescita delle piante indotta ldarda microrganismi tellurici e stata
spiegata principalmente con due meccanismi. La giipotesi che é stata avanzata
attribuisce 'aumento di crescita al controllo bigico che alcuni microrganismi
benefici attuerebbero nei confronti di altri miganismi indicati come patogeni
minori, I'altra (piu recente) e che questi agenicnwbici abbiano un ruolo piu
diretto, producendo metaboliti con azione regadatrsulla crescita delle piante e
rendendo disponibili per I'assorbimento radicaldladpianta elementi scarsamente
solubili. Tra le prime pubblicazioni volte ad adtitare la seconda ipotesi c’é quello
di Lindsey e Baker (1967), nel quale i due automaktrarono che in un sistema
gnotobiotico piante di pomodoro allevate in presedeT.viride avevano un’altezza
superiore a quelle di controllo, sebbene non songasse alcuna differenza tra i pesi
secchi dell'apparato radicale e di quello epigeo.

Questi risultati sono molto simili a quelli che sono ottenuti nella prova di
promozione di crescita in vivo, con I'importantdfelienza che la prova non e stata
eseguita in condizioni gnotobiotiche.

Chet e collaboratori (1997) in esperimenti condoatti serra hanno osservato
incrementi di germinazione, di sviluppo e di pesoc® nelle piante ottenute da semi
precedentemente trattati con sospensione di spoferichodermaBenitez et al.
(1998) hanno ottenuto un aumento della germinazéone incremento di sviluppo in
plantule i cui semi sono stati separati @lachodermacon una membrana di
cellophane, ne hanno dedotto che lisolatordchodermain questione produce un
fattore di crescita che pero non é stato isol&@bsono pochi lavori sulla produzione
da parte di isolati dTrichodermaspp. di sostanze regolatrici di crescita identtBda
laboratorio, nonostante siano stati identificatiltintunghi filamentosi e le loro
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relative vie metaboliche per la produzione di addol acetico (IAA) e di etilene
(Arora et al., 1992). Osiewacz (2002) ha identificato isolati Tdichodermache
producono molecole simili alle citochinine (zeajinaalle gibberelline (GA3). La
produzione di quest'ultima sostanza, potrebbe ferana plausibile spiegazione alla
non corrispondenza tra i maggiori accrescimentliazza registrati e i relativi pesi
secchi degli apparati epigei. Tuttavia occorroni@ridri indagini, per appurare che
gli isolati di Trichoderma nel terreno producano queste sostanze in quantita
sufficiente da sortire effetti sulle piante. Mottei composti prodotti da isolati di
Trichodermaspp. hanno vari gradi di attivita sia antifungiclae erbicida, cio ha
naturalmente implicazioni sul loro uso nel contioliiologico. La gliotossina e la
viridina sono rispettivamente una epiditiodichepmpazina e uno sterolo, queste
sostanze inibiscono la germinazione e la cresaitécale di piante dBrassica alba
alla concentrazione di 1 ppm, le stesse sostafaema@desima concentrazione non
hanno avuto alcun effetto inibitorio sulla cresaitelle radici di Trifoglio rosso e
grano, cid a dimostrazione della differenza tradleerse specie vegetali nella
tolleranza a questi composti. (Wright 1951). Reteki inoculate col.minutisporum
isolato 4839, T.erinaceumisolato 5234 eT.viride isolato 8209 nella prova di
promozione di crescita del pomodoro in vivo si somscontrati pesi secchi
dellapparato radicale statisticamente inferiorl eontrollo utilizzando |l
procedimento Fisher LSD con un livello di signitivdga dello 0,01. La tossicita
della gliotossina sarebbe dovuta ad una inibiziorele piante dell’enzima
acetolattato-sintasi, questo enzima sarebbe cdowella biosintesi degli aminoacidi
ramificati (Haraguchet al. 1996). Molti isolati diTrichodermaspp producono anche
viridiolo un diidroderivato della viridina, che lua attivita antibiotica molto bassa ma
una elevata attivita fitotossica (Howel e Stipaoovi984), questa sostanza
provocherebbe la riduzione dell’emergenza delletpla e la riduzione del peso
secco dei germogli e delle radici. La produzionendtabolici fitotossici potrebbe
essere una spiegazione plausibile al ritardo dmgezione dei semi trattati con
alginato inoculato conT.erinaceumisolato 5234 osservato vitro, tuttavia si

dovrebbe accertare che tale fenomeno possa aesifianche nel terreno.
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Rizosfera competenza ed endofitismo

Questa prova e stata eseguita seminando semi dodmwm impelletati con una
soluzione di alginato di sodio inoculata con ungpgmsione acquosa di conidi degli
isolati di Trichodermaspp. (Trichoderma harzianumisolato 6755 e isolat6é776,
Trichoderma koningiiisolato 2046,Trichoderma erinaceunsolato5234) in terreno
sterilizzato. Per questa prova sono state alledtieetesi di controllo, seme naturale e
seme con solo alginato di sodio. | rilievi condattille piastre di P190 della quarta
replica contenenti la sospensione acquosa ottelali@ rizosfera, hanno evidenziato
la presenza di colonie dirichodermasia nella tesi seme naturale sia nella tesi seme
piu alginato. Evidentemente deve essersi verificaita contaminazione accidentale.
L’aspetto morfologico delle colonie allevate su BXf®n ci consente di distinguere i
2 isolati diT.harzianum ma si possono notare differenze tra le divergecie degli
isolati utilizzati (T.konigii, T.erinaceum, T.harzianynT uttavia non é stato possibile
individuare differenze tra le colonie @richodermasviluppatesi da piastre di P190,
contenenti la sospensione acquosa della rizosderayusa della presenza di numerose
colonie di batteri e altri funghi ( ricolonizzatodel terreno sterilizzato), che

ostacolandone la crescita ne hanno confuso la togréfomacroscopica.

Foto 5.1 Aspetto morfologico della Foto 5.2 Aspetto morfologico della
colonia diT.koningiiisolato 2046 su colonia diT.erinaceumsolato 5234 su
P190 P190
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Foto 5.3 Aspetto morfologico della Foto 5.4 Aspetto morfologico della
colonia diT.harzianumsolato 6755 su colonia diT.harzianumsolato 6776 su
P190 P190

| rilievi condotti sulle piastre di P190 della terzeplica, contenenti porzioni
dellapparato radicale , sottoposto a sterilizzagigesterna, hanno evidenziato la
presenza di colonieTrichodermanella tesi trattata con solo alginato di sodio. La
morfologia macroscopica delle colonie sviluppates riconducibile a quella di
T.harzianum pertanto i risultati di questa replica non sonttis presi in
considerazione. Dall'analisi della varianza effattusui valori ottenuti dalla prova di
endofitismo e emerso ché&.harzianumsolato 6755 e 6776 E.koningiiisolato 2046
differiscono statisticamente dal controllo, a cadsla contaminazione accidentale si
tende ad attribuire la capacita endofitica al sdlkoningii isolato 2046, tuttavia
occorrerebbero ulteriori indagini per valutare épacita endofitica di questo isolato,
corredate dalle osservazioni istologiche dell’apparradicale al microscopio
composto.

Molti isolati di Trichodermaspp. possiedono la capacita di colonizzare gitistti
cellule piu esterni dell’apparato radicale, modii@rcaratteristiche morfologiche
simili a quelle osservate durante i fenomeni di aparassitismo. (Yedidiat al
1999) Infatti in un sistema idroponico modificatachoderma asperellurisolato T-
203 e stato aggiunto alle radici di cocomero dév¥ango ha iniziato a differenziare
strutture simili ad aprressori e avvolgimenti ifaulla superficie del capillizio
radicale, osservati al microscopio elettronico ansone. T.asperellum T-203
successivamente ha iniziato a colonizzare le eeltorticali della radice, rimanendo
confinato negli strati cellulari piu esterni. Laapta ha reagito alla penetrazione del
fungo con apposizioni di parete e produzione di post fenolici, che hanno
confinato le ife fungine nello spazio intercell@dar( Yedidiaet al. 2003). Evanst al

(2003) hanno descritto un isolato endofitico Tiichoderma stromaticunche
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colonizza I'apparato vascolare di piante di caddmvasione delle cellule esterne
della radice da parte di isolati dirichodermaspp. puo portare a fenomeni di
induzione di resistenza sistemica ( Yedidtaal 2003), e un isolato che colonizza
'apparato vascolare potrebbe essere anche puiegffe (Harmaret al. 2004). Molti
lavori hanno mostrato che la colonizzazione dedutsradicale da parte degli isolati
di Trichodermaspp. induce nell'ospite 'aumento dei livelli dnzmi collegati alla
difesa come: perossidasi, chiting%il,3-glucanasi, idroperossido liasi, e fenilalanin-
ammonio liasi (PAL) (Yedidiat al, 1999,2003; Howekkt al 2000)

Prova di antagonismo in vitro e micoparassitismo

Nella tabella 5.2 € riportato il quadro riassuntell’'inibizione di accrescimento

esercitata dai 4 isolati dirichodermaspp. testati nei confronti di vari isolati di

Fusarium oxysporurhsp.lycopersicie melonis.

Tabella 5.2 Quadro riassuntivo dell'inibizione ahescita degli isolati dFusarium oxysporunestat
ottenuto dai risultati dalle colture duali. Coneti;io + sono indicati i casi in cui si € riscontratea
inibizione dell’'accrescimento del patogeno, corségno -quelli in cui non é stata osservata alc

inibizione

Trichodermg Trichodermg Trichodermg Trichodermg
Specie dorma speciale Razza N° koningii | erinaceum| harzianum| harzianum
P P fisiologica | isolato | isolato 204§ isolato 5234 isolato 6755 isolato 6776
Fusarium oxysporuriisp R1 4360 + + - +
lycopersici
Fusarium oxysporuriisp R1 4427 - + + +
lycopersici
Fusarium oxysporurhsp R2 4288 + + + +
lycopersici
Fusarium oxysporuriisp R? 4375 + - + -
lycopersici
Fusarium oxysporurfisp. R1-2 4424 _ _ + +
melonis
Fusarium oxysporurhsp. R1 4408 + + + -
melonis
Fusarium oxysporurfisp. R1 4285 + + + +
melonis
Fusarium oxysporurhsp. RO 4425 + + + -
melonis
Fusarium oxysporurhsp. RO 4426 + + + -
melonis
Fusarium oxysporurhsp. R? 4287 + + + +
melonis
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| 4 isolati di Trichodermaspp. testati per quanto riguarda I'inibizione desuita
esercitata nei confronti dei ceppi drusarium oxysporuni.sp lycopersici hanno
manifestato un comportamento che appare isolatoifgyge Trichoderma koningii
isolato 2046 eTrichoderma erinaceunsolato 5234 hanno manifestato un inibizione
nei confronti di tutti gli isolati delle razze fadbgiche 0, 1 e 2 diFusarium
oxysporumf. spmelonisin esame ma non nei confronti della unico isothtazza 1-

2. Trichoderma harzianunsolato 6755 ha manifestato un inibizione nei comii di
tutti i patogeni testati, ad eccezione Beabkarium oxysporumsp lycopersicirazza 1
isolato 4360.Trichoderma harzianunisolato 6776 ha manifestato nei confronti dei
diversi ceppi delle dutormae specialean comportamento isolato specifico. Tuttavia
e doveroso notare che nella maggioranza dei cassin® assistito ad una inibizione a
distanza, infatti la diminuzione degli accrescinneiei patogeni € avvenuta nei rilievi
finali ovvero prima che le colonie entrassero intetto.

Nella tabella 5.3 e riportato il quadro riassuntile rilievi condotti sulle colture duali
dopo l'incontro tra le colonie dei patogeni e degitagonisti.

Tabella 5.3 Quadro riassuntivo delle osservaziomedotte sulle colture duali dopo l'incontro tre
colonie del patogeno e dell'antagonista, con ilnseg sono indicati i casi in cui si & riscontrataa
sovraccrescita dell’antagonista sul patogeno, tsegno —sono indicati i casi in cui I'antagonista no

sovraccresciuto

Trichodermg Trichoderma Trichodermg Trichoderma
Specie dorma speciale Razza N° koningii | erinaceum| harzianum| harzianum
P P fisiologica | isolato | isolato 2046 isolato 5234 isolato 6753 isolato 6776
Fusarium oxysporurhsp R1 4360 + + - -
lycopersici
Fusarium oxysporurhsp R1 4427 + + - -
lycopersici
Fusarium oxysporurfisp R2 4288 + + - -
lycopersici
Fusarium oxysporuriisp R? 4375 + + - -
lycopersici
Fusarium oxysporurfisp. R1-2 4424 + + - -
melonis
Fusarium oxysporurhsp. R1 4408 + + - -
melonis
Fusarium oxysporursp. R1 4285 + - - -
melonis
Fusarium oxysporurfisp. RO 4495 + - - -
melonis
Fusarium oxysporurfisp. RO 4426 + + - -
melonis
Fusarium oxysporurhsp. R? 4287 + + - -
melonis
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Trichoderma koningiiisolato 2046 e riuscito a crescere e produrr#ificazioni
agamiche su tutte le colonie degli isolati dei gatuo testati, anche quelli di cui non
ha inibito I'accrescimentoTrichoderma erinaceunsolato 5234 ha manifestato un
comportamento intermedio non riuscendo a sovracaesllle colonie dFusarium
oxysporumf.sp melonisrazza 1 isolato 4285 Eusarium oxysporuni.sp melonis
razza 0 isolato 4425 richoderma harzianunsolato 6776 e isolato 6755 (che aveva
inibito l'accrescimento di quasi tutti gli isolatlei patogeni testati) , non ha
manifestato la capacita di sovraccrescere le oeldei patogeni. Tuttavia sarebbe
interessante effettuare altre indagini sui quatadati di Trichodermaspp. volte ad
individuare la produzione di eventuali VOCs . Mol8olati di Trichoderma
producono composti diffusibili a basso peso mol@wb antibiotici che inibiscono la
crescita degli altri microrganismi. In qualche cés@roduzione di questi composti e
correlata con lattivita di biocontrollo e l'antilitico purificato riproduce I'effetto
dell'isolato antagonista, comunque ci sono anckengsdi ceppi in cui € stata indotta
una mutazione per l'iperproduzione di antibiotiche garantiscono un controllo in
vivo dei patogeni simile a quello dei ceppi selsiation trasformati (Chedt al. 1997).

Il 6-pentylu-pirone e l'acido harzianico sono tra i principahtibiotici isolati da
Trichoderma harzianumed hanno un ruolo fondamentale nel controllo di
Gaeumannomyces graminis var. trit{dley et al 2001).

Song et al (2006) hanno isolato tre metaboliti (Trichokoninga Trichoderma
koningii isolato SMF2 che hanno un effetto antimicrobicousia vasta gamma di
patogeni. In questo studio tre diverse Trichokingmate dalr. KoningiiSMF2 hanno
inibito in vitro la crescita di batteri gram positilieviti e funghi fitopatogeni come
Fusarium oxysporum Rhizoctonia solaniBotrytis cinereae Vertcillium dahlie.
LeTrichokonine, sono dei peptidi ad attivita ardtiiia la cui sintesi non e di origine
ribosomiale Peptaibol3.Questi sono caratterizzati dalla presenza di mmeacido
particolare I'acidoa-aminoisobuttirico (Aib) e agli estremi della cademminoacidica
presentano un aminoacido idrossilato (parte C-teral®) e un aminoacido acetilato
(parte N-terminale). Sono prodotti da funghi e dratthe li sintetizzano tramite una
peptido-sintetasi non ribosomiale NRPSs. Questdeim@ e costituita da moduli
multipli che legano,attivano e condensano ogniifipecaminoacido (Marahiegt al.

1997). Lattivita antimicrobica di queste sostanzembra essere collegata
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ad’interazioni con i fosfolipidi della membrana lo&re, in cui inducono la
formazione di pori con conseguente perdita di sdiitcitoplasma.

Gli enzimi idrolitici e gli antibiotici agendo inirsergia permettono di raggiungere
livelli di antagonismo e controllo della malattiai@lti (Howell 1998, Monte 2001).

La prova di micoparassitismm vitro ha permesso lidentificazione di strutture
indicanti I'attivita di parassitizzazione dirichoderma harzianumisolato 6755 e
isolato6776 verso i le ife degli isolati di Fol e Fom iztilati nella prova di controllo
della malattiain vivo. Durante il processo di micoparassitismbtichoderma
riconosce, entra in contatto e distrugge la parelielare del fungo ospite. La parete
cellulare fungina é costituita (in ordine decreseedi abbondanza): da carboidrati
(80-90%), proteine, lipidi, pigmenti e sali mineralrichodermaha sviluppato un
sistema antifungino basato essenzialmente su wta gamma di enzimi litici che
vengono secreti all’esterno: endochitinfisNacetilglucosamminidasi, chitobiosidasi,
proteasi, (-1,3-glucanasi, -1,4-glucanasi, 3- 1,6-glucanasi, lipasi, xilanasi,
mannanasi, pectinasi, pectin liasi, amilasi, fopédi, RNasi, DNasi ecc. (Lorito,
1998). | B-glucani sono polimeri lineari di D-glucosio unda legamif3. La loro
funzione é diversa e dipende dalla grandezza tstaue proprieta chimico fisiche. |
B-glucani sintetizzati dai funghi sono sia extragelti che citoplasmatici: la maggior
parte si localizza nella parete cellulare, formangolimeri strutturali che
conferiscono rigidita e protezione alla parete. €ilzimi che idrolizzano -glucani
sono classificati in base al tipo di legame chadmno:3-1,3,3-1,6 eB-1,4-glucanasi

o cellulasi che degradano I'omopolimds€dl,4-glucano. Le glucanasi sono distinte in
eso e endo, le prime idrolizzano il polimero dallfemita non riducente dando come
prodotto finale monomeri, le seconde agisconoraéiino della molecola in piu punti
a caso, rilasciando oligosaccaridi solubili di eadimensioni. La presenza defi,3-
glucanasi é stata descritta nei funghi, battegha| piante e animali. Nei batteri e nei
funghi filamentosi sono enzimi esocellulari (Resteal., 1950), e in alcuni funghi
sono anche associate alla parete cellulare. Leagasi dei funghi filamentosi
svolgono principalmente tre funzioni: una funziomeitolitica finalizzata alla
liberazione delle spore in alcuni corpi fruttifedei basidiomiceti; una funzione
morfogenetica nell’accrescimento e nel differem@ato e una funzione nutrizionale,
rispettivamente nei funghi saprofiti e micoparisdi'evidenza che le glucanasi

giochino un ruolo fondamentale nel micoparassitissndimostrata dagli studi di
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Lorito e colleghi, (1994a), in cui una quantitaafl pg/ml di unaf-1,3-glucanasi
purificata daT.harzianunmproduce un’inibizione del 50% sia della germinaegiaielle
spore che dell’allungamento del tubetto germinatid conidi diB. cinereae di
molti altri funghi fitopatogeni. La chitina € un lpuero non ramificato formato da
unita di N-acetil-D-glucosamina (NAcGluc) unite de legamef-1,4, dopo la
cellulosa e il biopolimero piu abbondante in naturassendo presente
nell'esoscheletro di molti invertebrati e nelle gtacellulari della maggior parte dei
funghi. Gli enzimi chitinolitici sono comunementagepenti nei protisti, batteri,
funghi, piante, invertebrati e vertebrati (Lorith997). Tutti gli enzimi capaci di
catalizzare la degradazione della chitina attrav&idrolisi del legame3-1,4 dell'N-
acetilf3-D-glucosamina sono definiti enzimi chitinolitici sono suddivisi in tre
gruppi, differenziati sulla base dell’attivita el ggodotto di reazione. Le chitobiasi o
-1,4-N-acetilglucosaminidasi sono esochitinasindono la chitina dall’estremita
non riducente, rilasciando solo monomeri di N-dgkitcosamina. Le endochitinasi
scindono la chitina e i chitoligomeri a caso, €Giasdo una miscela di prodotti
solubili di differente dimensione e basso peso swe. Una espressione aumentata
delle endochitinasi genera ceppi piu efficaci reitoollo biologico. Margolles-Clark
e colleghi (1996) hanno utilizzato un promotoreudigene diT. reeseiper ottenere
trasformanti diT. harzianumche sovraesprimevano il gene dell’endochitingstn-
42. | trasformanti ottenuti avevano una produzioneeddochitinasi esocellulari 5
volte maggiore rispetto al ceppo selvatico, mentadtivita chitinasica totale
incrementava di 10 volte. Le chitobiosidasp-d.,4-chitobiosidasi sono esochitinasi
che, a partire dall’estremita non riducente deliima e dei chitoligomeri, rilasciano
dimeri di N-acetilglucosamina detti chitobiosislstema chitinolitico dT. harzianum
e il piu studiato tra Trichodermaspp. (Loritoet al.,1994b) e i suoi enzimi possono
essere divisi in due gruppi. Al gruppo | apparterggli enzimi di peso molecolare di
circa 60-70 kDa o piu grandi, tufitacetilesosaminidasi; il gruppo Il comprende tutti
gli enzimi con peso molecolare minore di 60 kDar fge maggior parte tutte
endochitinasi. Il secondo gruppo pud essere sustdivinei sottogruppi lla
(endochitinasi e chitobiosidasi di peso molecotaeggiore di 40 kDa CHIT52-40) e
lIlb (endochitinasi di peso molecolare minore dikda CHIT37-28) (Lorito, 1998).
In Trichodermaspp., come in molti funghi filamentosi, le chiting®ssono svolgere
diverse attivitd: una morfogenetica, mediante ki liella chitina endogena e
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I'accrescimento ifale e una nutrizionale, per Boitmento di zuccheri semplici e per
penetrare i funghi parassitati (Goodgyal.,1985). Il ceppo P1 df. atroviridee tra i
piu studiati e usati con successo. Tra i suoi enzitinolitici la CHIT42 é tra quelli
piu ampiamente studiati, avendo dimostrato di pies®e una notevole attivita
antifungina (Harmanret al., 1993). Questo enzima €& codificato dal geswh42
(ThEn43, presente in singola copia nel ceppo P1 (Hatesl., 1994) e di questo
gene e stato caratterizzato anche il promotoreitfLet al., 1996). Le chitinasi dr.
harzianumsono molto piu efficaci di quelle prodotte da peaet batteri per quanto
riguarda le capacita di inibire funghi fitopatogelmfatti questi enzimi fungini sono
capaci di lisare non solo I'estremita ifale doveldtina non & ancora completamente
cristallizzata, come nel caso delle chitinasi dintd, ma anche le pareti delle ife
mature, dei conidi, delle clamidospore e degli @i dove la chitina raggiunge
livelli di cristallizzazione maggiore ed € normalme piu resistente alla digestione
enzimatica (Lorito, 1998). La parete fungina camtieltre a chitina e glucani anche
lipidi e proteine. Sivan e Chet (1989) riscontrarache il trattamento delle pareti
cellulari di F. oxysporumcon enzimi proteolitici provocava un incremento lael
degradazione della chitina e ¢gel,3- glucani ad opera di. harzianumUna proteasi
alcalina dar. harzianuncoinvolta nel micoparassitismo, la PRB1, e statdipata e
caratterizzata. Successivamente € stato clonataratterizzato il gene di questa
proteasi, ed e stato riscontrato un incrementocadelspettivo mRNA in presenza di
R. solani(Geremiaet al, 1993). Attualmente sono stati ottenuti trasfamtnali T.
harzianum piu efficaci nel micoparassitismo e nel biocontpllaumentando il
numero di copie del gene prifEEloreset al, 1997). Per questi ceppi ingegnerizzati,
aventi un piu alto livello di espressione del pbutante I'interazione coR. solanj si

e riscontrato un maggiore controlip vitro e in vivo del patogeno (Florest al.,
1997). Metcalf e Wilson (2001) in una prova di Wiotrollo hanno descritto la
colonizzazione,da parte di Trichoderma konigii aol Tr0O5, in radici di cipolla
infette daSlcerotium cepivorumLe ife di T.konigii TrO5 sono penetrate nel tessuto
epidermico e corticale delle radici ed hanno despadle ife del patogeno,
provocando solo lievissimi danni al tessuto noretiof Gli autori hanno collegato
guesto fenomeno alla produzione di una exo-endaeiitda parte dell’antagonista in

guestione.
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Dallo screening ih vivd’ eseguito su 13 isolati dirichodermaspp. 4 ceppi hanno
esercitato un controllo della tracheofusariosi g@&nodoro, uno di questi ha avuto
insieme ad altri due isolati un effetto di promemodi crescita nelle piante di
pomodoro per quanto riguarda il primo accresciméent@ltezza, mentre un solo
isolato si & contraddistinto per la promozione descita per quanto riguarda
I'accrescimento totale.

Dei quattro isolati che hanno fatto riscontratrgpégcentuali di infezioni piu basse
nella prova in vivo, due isolati hanno manifestat@ certa capacita di sovraccrescere
le colonie dei patogeniirf vitro” , sebbene non siano stati osservati chiari irdlizi
micoparassitismo verso i patogeni, che sono sta@sa individuati negli altri due
isolati che pero non hanno manifestato la capdcsavraccrescita.

Questo lavoro € stato condotto con una prova pirdira ‘in vivo’ con la quale si
cercato di riprodurre , per quanto possibile, ladipioni di normale coltivazione
delle due specie vegetali prese in esame. Suceessite sono state condotte
ulteriori indagini ‘in vitro” per cercare di capire i meccanismi di antagonismo
coinvolti nel controllo della malattia. Questo tido procedimento é giustificato dal
fatto, che molte volte gli ottimi risultati ottemuda isolati in esperimentiirf vitro”
non sono confermati in prove di campo Vivg'.

Ad ogni modo l'identificazione di un isolato effesite come agente di biocontrollo &
solo la prima parte del lavoro che occorre eseguarelo sviluppo di un sistema di
biocontrollo. Infatti una volta che si e identifioaun isolato interessante e sono stati
individuati i suoi meccanismi di azione, si devoaseguire ulteriori prove per
individuare il miglior processo produttivo, la foutlazione , la metodologia di

distribuzione e la conservazione, prima di iniziargroduzione su scala industriale.
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