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1. INTRODUZIONE 

1.1. Funghi tossigeni e micotossine 

1.1.1 Aspetti generali 

I funghi sono noti produttori di una vasta gamma di metaboliti secondari, gran parte dei 

quali conosciuti in rapporto all’attitudine parassitaria di questi organismi. Tra questi 

composti, le micotossine sono divenute oggetto di studi approfonditi per i risvolti 

tossicologici conseguenti alla contaminazione di foraggi e derrate alimentari. Le 

micotossine fanno parte di un gruppo diversificato di composti prodotti da un ampio range 

di funghi, normalmente dopo una fase di crescita equilibrata. La produzione di una 

particolare micotossina è, comunque, generalmente confinata ad un numero relativamente 

esiguo di specie fungine e può essere specie o isolato specifica. I principali produttori di 

micotossine sono funghi parassiti delle piante e/o agenti di inquinamento delle derrate 

agrarie e per questo le tossine possono essere accumulate nelle piante infette e nelle derrate 

colonizzate dai funghi tossigeni in concentrazioni tali da indurre intossicazioni negli 

animali e nell’uomo, a seguito dell’utilizzazione di mangimi e alimenti contaminati.  

 

1.1.2 Funghi tossigeni  

I generi di funghi che per la loro più elevata tossicità e maggiore diffusione rivestono 

importanza micotossicologica sono Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria e 

Claviceps. Vi sono poi diversi altri generi che comprendono ceppi di portata 

micotossicologica più limitata, sia perchè meno tossici, sia perchè presenti in aree 
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geografiche ristrette oppure ricorrenti in circostanze particolari o su colture poco diffuse, e 

sia, infine, perchè impiegati in biotecnologie alimentari particolari. Tra questi altri generi si 

possono enumerare: Acremonium, Byssochlamys, Chaetomium, Dendrodochium, Diplodia, 

Myrothecium, Phomopsis, Pithomyces, Rhizoctonia, Sclerotinia, Stachybotris, 

Trichoderma e Trichothecium (Tab. 1.1) (Bottalico, 2002). 

 

Tabella 1.1 Funghi tossigeni e micotossine 

Funghi tossigeni Micotossine 

Aspergillus 
A. flavus 

A. fumigatus 

A. ochraceus 

A. carbonarius 

A. parasiticus 

A. versicolor 
 

Penicillium 
P. aurantiogriseum 

P. citreonigrum 

P. citrinum 

P. expansum 

P. griseofulvum 

P. islandicum 

P. ochrosalmoneum 

P. verrucosum 

P. viridicatum 
 

Fusarium 
F. avenaceum 

F. culmorum 

F. equiseti 

F. graminearum 

F. poae 

F. proliferatum 

F. sporotrichioides 

F. subglutinans 

F. verticillioides 
 

Claviceps 
C. purpurea 
 

Alternaria 
A. alternata 
 

Stachybotrys 
S. atra 

 
Aflatossine. Acido ciclopiazonico. 

Verruculogeno. Fumitremorgine. 

Ocratossine. Acido penicillico. 

Ocratossine. 
Aflatossine. 
Sterigmatocistina. 
 

 
Acido penicillico. Penitreme. Viomelleina. 

Citreoviridina 

Citrinina. 

Patulina. Acido penicillico. 

Acido ciclopiazonico. Patulina. Roquefortina. 

Ciclocloritina. Luteoschirina. 

Citreoviridina. 

Ocratossine.  Citrinina. 

Acido penicillico. Viomelleina. Xanthomegnina. 
 

 
Moniliformina. Fusarine. 

Deossinivalenolo. Zearalenone. Fusarine. 

Zearalenone. Fusarocromanone. 

Deossinivalenolo. Zearalenone. Nivalenolo. Fusarine. 

Tossina T-2. Diacetossiscirpenolo. Fusarine. 

Fumonisine. Moniliformina. Beauvericina. Fusaproliferina. 

Tossina T-2. Diacetossiscirpenolo. 

Moniliformina. Beauvericina. Fusaproliferina. 

Fumonisine. Fusarine. 
 

 
Alcaloidi tossici (Ergotamine, Clavine). 
 

 
Acido tenuazonico. Alternarioli. 
 

 
Satratossine. Verrucarine. 

Altri generi di funghi tossigeni: Chaetomium, Dendrodochium, Diplodia, Myrothecium, Phomopsis, Pithomyces, Rhizoctonia, 

Sclerotinia, Stachybotris, Trichoderma e Trichothecium. 
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Solo una o poche specie dei generi di funghi ritenuti tossigeni sono produttori di 

micotossine e, inoltre, non tutti i ceppi di una stessa specie tossigena sono produttori di 

micotossine o, quanto meno, non con la stessa capacità. A tal riguardo si può dire, per 

esempio, che la capacità di formazione di ocratossina A risulta espressa dal 17% circa dei 

ceppi di A. ochraceus e dal 62% circa dei ceppi di P. verrucosum, lo zearalenone è 

prodotto dal 93% dei ceppi di F. graminearum e dal 63% di quelli di F. culmorum mentre 

una più elevata presenza del carattere di tossigenicità (100%) appare per altre micotossine 

prodotte da F. graminearum (deossinivalenolo), F. verticillioides (fumonisina) e F. 

proliferatum (fumonisina, fusaproliferina, beauvericina) (Bottalico, 2002). 

Non vi sono indicazioni di tossigenicità riguardo ai lieviti, il che porta a escludere la 

produzione di micotossine nel corso dei numerosi processi fermentativi operati da tali 

funghi.  

 

1.1.3 Fusarium spp. su frumento: diffusione della malattia ed importanza         

delle micotossine 

Numerose specie fungine produttrici di micotossine sono comuni patogeni dei cereali e 

sono diffuse in aree geografiche sia a clima temperato sia a clima semi-tropicale e 

tropicale. Tra i cereali attaccati vi sono, quindi, sia quelli autunno-vernini, quali frumento 

duro e tenero, orzo, avena, segale e triticale, sia quelli primaverili-estivi quali mais, riso e 

sorgo. Inoltre, le malattie che si sviluppano su queste colture causano marciumi delle 

radici, dello stelo e delle spighe, con pesanti perdite di raccolto. Desta, comunque, ancor 

più preoccupazione la capacità di tali specie fungine di produrre micotossine nelle piante 

attaccate in pieno campo con conseguente accumulo delle stesse nei prodotti finali, sui 
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quali l’accumulo può proseguire durante l’immagazzinamento e durante le operazioni di 

trasformazione dei prodotti (Moretti et al., 2002). 

Le micotossine che con più frequenza sono ritrovate nel frumento, sia tenero che duro, 

sono le tossine prodotte da funghi del genere Fusarium, in particolare F. graminearum e F. 

culmorum, principali responsabili della cosiddetta fusariosi della spiga, una sindrome che 

colpisce vari cereali causando disseccamenti parziali o totali della spiga con conseguenti 

ripercussioni sulla resa in granella. La fusariosi della spiga diffusa, in forma epidemica, in 

molte aree cerealicole del mondo (Europa, Asia, Sudafrica, Nordamerica e Australia), è 

stata segnalata in Italia fin dal 1900 ed è stata sempre più frequentemente segnalata nelle 

principali aree cerealicole italiane (Balmas et al., 2000). Recentemente, ha fatto la sua 

comparsa in forma distruttiva anche in alcune aree cerealicole dell’Italia meridionale a 

causa di andamenti climatici primaverili eccezionalmente piovosi. La sintomatologia della 

fusariosi della spiga, evidente su spighe immature, consiste in disseccamenti che 

interessano parzialmente o totalmente la spiga, a seconda della gravità d’attacco. 

Andamenti climatici piovosi e/o caldo umidi, in coincidenza con le fasi fenologiche 

comprese tra spigatura e la maturazione latteo-cerosa, costituiscono le condizioni ideali per 

l’insorgenza e la diffusione della malattia. In tali condizioni, è possibile, talora, osservare 

la presenza di masserelle color arancio, costituite dalle fruttificazioni agamiche del fungo. 

L’attacco di fusariosi della spiga può determinare marcati decrementi produttivi in quanto 

la spiga colpita, giunta a maturazione, risulta vuota o con cariossidi striminzite. 

L’incidenza e la gravità della fusariosi della spiga sono correlate sia all’inoculo (sotto 

forma di conidi e/o propaguli presenti nel terreno o persistenti sui residui colturali infetti) 

sia alla presenza della malattia sulle parti basali della pianta (fusariosi del piede), nonché a 

particolari condizioni ambientali (temperature relativamente alte, elevata umidità, 
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abbondanti precipitazioni, vento). Le granaglie raccolte risultano inutilizzabili sia per 

l’impiego come sementi sia per l’alimentazione umana, qualora l’attività tossigena dei 

funghi abbia determinato la presenza, oltre certi limiti, di micotossine. A determinare la 

complessa eziologia della fusariosi della spiga sono prevalentemente specie appartenenti al 

genere Fusarium, che possono coesistere o avvicendarsi in rapida successione. Tra queste 

F.graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. poae. Invece Microdochium nivale, 

invece, sebbene coinvolto in tale malattia in maniera spesso determinante, non è ritenuta 

una specie tossigena. Da spighe affette da fusariosi possono, comunque, essere isolati, 

sebbene con frequenza minore, anche F. cerealis, F. chlamydosporum, F. tricintum, F. 

acuminatum, F. equiseti, F. semitectum, F. sporotrichioides, F. oxysporum, F. 

sambucinum, F. verticillioides e F. solani (Balmas et al., 2000).  

Fra le principali micotossine prodotte dalle specie di Fusarium agenti causali della 

fusariosi della spiga, indubbiamente quelle appartenenti al gruppo dei tricoteceni, in 

particolare il deossinivalenolo (DON), destano maggiore preoccupazione, sia perchè si 

possono più facilmente ritrovare nelle cariossidi sia perchè sono dotate di una notevole 

tossicità. Oltre ai tricoteceni, gli zearalenoni (in particolare zearalenone) sono metaboliti 

prodotti da numerose specie di Fusarium e sono stati spesso individuati come contaminanti 

del frumento. In particolare, fra le specie che determinano la fusariosi della spiga, F. 

graminearum e F. culmorum sono noti produttori di deossinivalenolo e zearalenoni, mentre 

altri metaboliti tossici (acido fusarico, beauvericina, enniantine, moniliformina) possono 

anche essere prodotti dalle altre specie che maggiormente contribuiscono alla fusariosi 

della spiga di frumento, come F. avenaceum e  F. poae (Moretti et al., 2002).  

La possibile presenza contemporanea di diverse specie di Fusarium sulle spighe suggerisce 

una valutazione attenta di quali siano di volta in volta, e fra le diverse aree considerate, le 



                                                                                                                                                         Introduzione 

 6 

principali specie infettanti. Tale obiettivo non è fine a sé stesso, ma è legato all’esigenza di 

raccogliere utili indicazioni sul rischio micotossicologico per il frumento contaminato. 

Infatti, ognuna delle principali specie costituenti il complesso della fusariosi della spiga ha 

un profilo tossicologico peculiare e sembra possedere anche specifiche esigenze di 

adattabilità alle condizioni ambientali per la loro crescita e la produzione di tossine. E’ 

quindi evidente che, in funzione dell’area geografica e delle condizioni ambientali, sul 

frumento si potranno alternare specie di Fusarium differenti, rappresentanti un potenziale 

accumulo di micotossine diverso (Moretti et al., 2002).  

 

1.1.4  Tricoteceni 

I tricoteceni sono una famiglia di sesquiterpenoidi strettamente correlati che possono 

essere classificati in base alla presenza o assenza di caratteristici gruppi funzionali (World 

Health Organization, 1990). La maggior parte di essi ha un doppio legame alla posizione 

C9,10, un epossido al C12,13 che è responsabile della loro attività tossica e un numero 

variabile di gruppi idrossilici e acetilici (Fig. 1) (Sudakin, 2003). 

 

  

  

 

 

  

 

 

Figura 1.1 Struttura di base dei tricoteceni 
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I tricoteceni sono stati classificati in quattro gruppi A, B, C e D a seconda della loro 

struttura di base (Ueno 1977, 1983). Il tipo A (tossina T-2, HT-2, diacetossiscirpenolo) ed 

il Tipo B (deossinivalenolo, nivalenolo), ad esempio, sono distinti tramite la presenza o 

l’assenza di un gruppo carbonile alla posizione C8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Tricoteceni di tipo B 

 

In generale, i tricoteceni sono resistenti alla degradazione dovuta a fattori ambientali 

inclusi la luce e la temperatura. Sono composti non volatili e possono essere disattivati solo 

in condizioni fortemente acide o basiche. La permanenza nell’ambiente e la stabilità 

molecolare dei tricoteceni può, comunque, essere condizionato dalla coesistenza di batteri 

e funghi che possono alterare la loro struttura chimica e/o detossificarli (Jesenska e 

Sajbidorova, 1991; Beeton e Bull, 1989; Shima et al., 1997).  

La biosintesi dei tricoteceni si allontana dal metabolismo generale degli isoprenoidi con la 

formazione del tricodiene attraverso la ciclizzazione del farnesil pirofosfato (Fig. 1.3). Il 

tricodiene subisce, poi, una serie di ossigenazioni, ciclizzazioni, isomerizzazioni ed 

esterificazioni prima di raggiungere una forma attiva come il DON e il DON-acetilato 
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(Desjardins et al., 1993). Durante gli ultimi dieci anni, i geni codificanti gli enzimi che 

catalizzano la maggioranza di questi passaggi sono stati identificati e localizzati in un solo 

cluster genico (Hohn et al., 1993; Keller e Hohn, 1997). Almeno otto geni formano il 

cluster genico biosintetico dei tricoteceni in F. graminearum e nella specie strettamente 

correlata F. sporotrichioides (Brown et al., 2001). Questi geni includono tra gli altri TRI5, 

che codifica per la tricodiene sintasi  (Hohn e Beremand, 1989) e TRI3 codificante per un 

acetilasi (McCormick et al., 1996) con i quali sono stati creati mutanti tramite 

disattivazione genica, per studiare il ruolo dei tricoteceni nella virulenza di Fusarium 

(Proctor et al., 2002).   

 

 

 

 

Figura 1.3 Schema della biosintesi del DON 

 

Studi tossicodinamici hanno dimostrato che i tricoteceni sono principalmente inibitori della 

sintesi proteica nelle cellule eucariotiche. Essi legano la subunità ribosomiale 60S ed 

interferiscono con l’enzima peptidiltransferasi. Questa interazione conduce a vari gradi di 

inibizione della formazione dei legami nel peptide a seconda della struttura chimica dello 

specifico tricotecene (Cundliffe e Davies, 1977). L’epossido in posizione C12,13 è 

necessario per l’inibizione della sintesi proteica mentre altre sostituzioni della struttura ad 

anello al C3 e C4 producono effetti tossici aggiuntivi (Feinberg e McLaughlin, 1989) come 

l’inibizione della sintesi di DNA e RNA e le sindromi immunosoppressive, emetiche ed 

emorraggiche (Beasley 1989; Rotter et al., 1996). La sindrome emetica, ascrivibile al DON 
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e composti analoghi, è caratterizzata, nei suini, da vomito, rifiuto di alimento e riduzione 

del peso corporeo (Rotter et al., 1996). Inoltre, la sua elevata immunotossicità porta ad uno 

stato progressivo di cattiva salute degli allevamenti con forti decurtazioni zootecniche 

(Bottalico, 2002).  

Questo gruppo di micotossine è prodotto da vari generi di funghi: Fusarium,  

Myrothecium, Stachybotrys, Cylindrocarpon e Trichothecium. In alcune pubblicazioni è 

riportato che anche un certo numero di specie di Trichoderma sono produttrici di 

tricoteceni (Etzel, 2000; Novotny e Dixit, 2000), sebbene uno studio recente condotto su 

oltre 150 ceppi fungini di Trichoderma ha trovato che solo un isolato era capace di 

produrne livelli apprezzabili (Nielsen e Thran, 2001).  

Dei numerosi tricoteceni prodotti da specie di Fusarium solo pochi sono stati trovati come 

contaminanti naturali dei prodotti cerealicoli. Tra i più importanti, per diffusione e 

tossicità, vi sono il deossinivalenolo (DON) e la tossina T-2. Il DON, noto anche come 

vomitossina, è prodotto principalmente da F. graminearum e F. culmorum (Bottalico e 

Perrone, 2002; Visconti et al., 1986; Visconti, 2001). Una recente indagine condotta dalla 

Commissione Congiunta di Esperti di Additivi Alimentari (Jecfa) dell’Organizzazione 

Mondiale della Sanità (WHO) e della FAO ha mostrato come il DON sia un comune 

contaminante del frumento in tutto il mondo (il 57% degli 11200 campioni analizzati è 

risultato contaminato da DON a livelli fino a 30 ppm). Anche in Europa, un’indagine 

condotta nell’ambito del progetto Scoop per la valutazione del rischio per l’uomo dovuto a 

esposizione a tossine prodotte da Fusarium, ha mostrato che il 61% dei 6358 campioni di 

frumento analizzati era contaminato da DON (FAO/WHO 2001; Schothorst e Van 

Egmond, 2004).   
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1.1.5 Significato ecologico delle micotossine 

Funghi isolati da un’ampia varietà di risorse hanno mostrato che ceppi tossigeni e non 

tossigeni appartenenti alla stessa specie, così come altri microrganismi non collegati, 

coesistono e condividono un habitat comune. Attualmente si parla di “una rete di 

interazioni” legate da fattori biochimici sotto il controllo globale dell’ambiente (Bilgrami, 

1987). E’ possibile ignorare il ruolo degli altri organismi in tale situazione? Negli habitat 

altamente specializzati come il filloplano o il rizoplano, gli organismi produttori di 

micotossine devono competere con i degradatori delle tossine, i produttori di antibiotici ed 

una varietà di altri organismi con specifiche funzioni. Ci si potrebbe chiedere quindi se le 

tossine siano prodotte semplicemente per danneggiare gli altri organismi o se esse 

forniscano anche un “vantaggio per la sopravvivenza” dei produttori contro i predatori. Per 

quanto concerne la produzione di aflatossine da parte di Aspergillus flavus sono state 

suggerite interazioni inibitorie in presenza di altri microrganismi. Boller e Schroeder 

(1973, 1974) hanno osservato una spiccata inibizione nella produzione di aflatossine da A. 

parasiticus in presenza di A. candidus e A. chevalier, sebbene A. parasiticus cresca bene in 

presenza di entrambe le specie. Wicklow et al. (1980) invece, hanno condotto uno 

screening sull’attività antagonistica di 13 specie fungine contro la produzione di aflatossine 

sul mais ed hanno riportato una forte inibizione da parte di A. niger e Trichoderma viride. 

Alla luce dell’enorme energia metabolica spesa nella produzione delle micotossine, essa 

non può essere considerata come un mero “effluvio biochimico”. Per citare Ernst Mayr 

(1978), uno dei grandi principi della biologia evoluzionistica è che “la natura non crede 

nello spreco”. Se i metaboliti secondari nelle piante verdi forniscono una difesa contro gli 

erbivori, si potrebbe concludere facendo una estrapolazione semplicistica che le tossine 

proteggono i produttori dai loro consumatori. Ad esempio, le proprietà antibiotiche di 
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alcune micotossine probabilmente forniscono un vantaggio competitivo ai funghi che le 

producono in una specifica econicchia. E’ anche possibile che esse favoriscano la 

sopravvivenza prevenendo l’ingestione da parte degli animali dei semi e degli altri 

materiali infetti (Krishna et al., 1992).  

Per quanto riguarda i tricoteceni, essi probabilmente giocano un ruolo nella patogenicità 

delle specie di Fusarium produttrici. L’aggressività è una componente della patogenicità 

che provoca danni in un ospite. Il ruolo dei tricoteceni è stato investigato in molte malattie 

causate da Fusarium (Desjardins e Hohn, 1997). La disattivazione genica di TRI5 ha 

prodotto mutanti di Fusarium non più capaci di produrre tricoteceni. Studi in campo 

condotti dall’USDA e dalla Purdue University hanno dimostrato che i nuovi ceppi di F. 

graminearum non produttori di tricoteceni erano meno virulenti sul frumento (Desjardins 

et al., 1996). Analisi su mutanti simili non-produttori di F. sambucinum hanno indicato che 

la produzione di tricoteceni aumentava la virulenza del fungo su radici di pastinaca ma non 

influenzava la virulenza sui tuberi di patate (Desjardins et al., 1992). Questi risultati hanno 

dimostrato che l’importanza della produzione dei tricoteceni come fattore di virulenza 

varia in base all’ospite. Perciò, sebbene la produzione di tricoteceni sia importante per la 

virulenza di F. graminearum sul frumento, non può essere assunto che i tricoteceni 

contribuiscano alla virulenza sul mais (Harris et al., 1999). 

Ci sono interazioni tra i ceppi tossigeni e non tossigeni in condizioni naturali? Il fatto che i 

due tipi di funghi coesistono nella stessa nicchia ambientale suggerisce la possibilità di 

interazioni regolari o almeno occasionali. La competizione tra i funghi fitopatogeni che 

infettano lo stesso organo dell’ospite può essere dovuta a tre fattori: sfruttamento 

competitivo, interferenza nella competizione (Wicklow, 1981) e interazioni parassitarie 

(Reid et al., 1999). Il tipo e la concentrazione delle micotossine è stato considerato come 
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un fattore competitivo che può essere ecologicamente significativo (Cuero et al., 1988; 

Ramakrishna et al., 1996). Miedaner et al. (2004), in uno studio sulla competizione di 

isolati differenti di Fusarium culmorum, hanno dimostrato che né il tipo di micotossina 

prodotta né la concentrazione della micotossina portavano un vantaggio competitivo su 

mais colonizzato da un mix degli isolati. Inoltre, essi hanno trovato che nei mix di isolati si 

ritrovavano concentrazioni minori di micotossina rispetto a quelli attesi dall’inoculazione 

con un singolo isolato. Risultati simili sono stati ottenuti da Reid et al. (1999) quando 

hanno analizzato il contenuto di DON e fumonisina B1 in mais inoculato con miscele di F. 

graminearum e F. moniliforme. Se la quantità di micotossina costituisse un forte vantaggio 

competitivo per gli isolati fungini ci si sarebbe aspettati il risultato opposto.      

Ad oggi sono stati condotti pochi studi sui modi in cui i funghi che causano deterioramenti 

alimentari interagiscono con altri miceti nell’ecosistema dei magazzini di grano e 

sull’effetto che questa ha sulla produzione delle micotossine. E’ stato mostrato che il 

dominio di certe specie cambia con il mutare delle condizioni, particolarmente con il 

cambiamento nel contenuto d’acqua (Aldred e Magan, 2004). Ad esempio, Magan et al. 

(2003) hanno studiato la competizione per le risorse e la sovrapposizione delle nicchie tra 

Fusarium culmorum, altre specie di Fusarium e specie contaminanti. In generale, i risultati 

hanno indicato che i funghi presenti tendevano ad occupare nicchie separate, in base 

all’utilizzazione delle risorse, e che la produzione di DON e NIV era significativamente 

inibita dalla presenza di alcuni altri funghi (Hope e Magan, 2003).  
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1.2. Microfunghi su residui di piante 

1.2.1  Habitat 

Il fattore più importante che influenza la distribuzione e lo stile di vita dei funghi è la loro 

nutrizione eterotrofa (Cooke e Rayner, 1984). L’accrescimento fungino è limitato agli 

ambienti nei quali adeguati rifornimenti di composti organici (primariamente polimeri 

organici) sono più o meno immediatamente disponibili. I funghi variano ampiamente nelle 

loro capacità di raggiungere ed utilizzare i composti del carbonio, i quali differiscono in 

locazione, disponibilità e configurazione. Come risultato, i microfunghi si accrescono su 

resti di piante in ogni habitat possibile, includendo anche le condizioni climatiche estreme 

che caratterizzano l’Artico e l’Antartico, il deserto e le foreste pluviali, come pure gli 

ambienti subtropicali e temperati. La natura e la quantità di nutrienti, unita alle 

caratteristiche fisiche del substrato, la disponibilità di acqua, l’umidità e la temperatura, 

determinano il successo della colonizzazione, la conseguente sopravvivenza degli individui 

e la composizione delle specie di una comunità. 

Un gran numero di specie fungine colonizza i residui delle piante che, in termini più 

generali, possono essere definiti come frammenti non viventi di vegetali caratterizzati sulla 

base delle seguenti considerazioni: 

1. Origine del materiale: radici, pneumatofori, steli, tronchi, cortecce, legno, rami, 

ramoscelli, piccioli, foglie, filloplano, lamina, venature, peli, brattee, fiori, frutti, 

semi; 

2. Condizione del materiale: epoca e grado d’invecchiamento (caduto di recente o 

altro), frammentati meccanicamente o da agenti biologici, come insetti o 
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mammiferi, digeriti da insetti, decomposti da altri funghi; scavati, utilizzati 

secondariamente, grado di decomposizione; composizione chimica;. 

3. Posizione del materiale nell’habitat: superficiale, sepolto, immerso, giacente nella 

lettiera, coperto di rami, su o in altri organismi. 

I microfunghi, a causa della loro dimensione ridotta, possono occupare piccoli siti. I 

tentativi di quantificare e definire i microhabitat all’interno di particolari ambienti sono 

pochi, sebbene questo dovrebbe essere un primo passo importante nel progettare un 

efficace programma di campionamento. Tutte le informazioni disponibili sono state 

generalmente raccolte come parti di studi su schemi di successione (es. per la 

colonizzazione di tessuti legnosi; Dix e Webster, 1995). Hawksworth e colleghi (1998) 

notarono l’importanza di questo argomento per il progetto di programmi di campionamenti 

in ecosistemi tropicali, sebbene l’elenco di nicchie prese in considerazione non fosse 

esaustivo e gli autori non le definissero in maniera specifica. 

   

1.2.2 Rapporti trofici 

Per i funghi sono state riconosciute tre strategie nutrizionali (saprotrofia, necrotrofia e 

biotrofia) che non sono necessariamente mutuamente esclusive (Cooke e Rayner, 1984). 

Singole specie possono, in circostanze differenti, manifestarle tutte e tre; inoltre i funghi 

cambiano frequentemente le loro strategie nutrizionali nel corso del ciclo vitale.  

La saprotrofia, che è l’abitudine nutrizionale più frequente dei microfunghi che 

colonizzano i residui di piante, si verifica quando un fungo utilizza materiale organico non 

vivente proveniente da una pianta che lui non ha ucciso.  
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Nella necrotrofia, che spesso comporta processi simili alla saprotrofia, il fungo uccide i 

tessuti viventi di una pianta e poi li utilizza per nutrirsi. Per alcuni necrotrofi il 

completamento di un ciclo vitale pieno o ridotto dipende dal passaggio dalla strategia 

necrotrofa a quella saprotrofa; spesso questa transizione è graduale.  

La biotrofia, in cui soltanto cellule di un ospite vivente vengono sfruttate come fonti di 

nutrimento, è molto meno comune tra i microfunghi che colonizzano i residui delle piante. 

Alcuni biotrofi, comunque, diventano successivamente necrotrofi e una piccola parte può 

mostrare anche uno stile di vita saprofitario. Il momento e il grado di crescita in cui 

avviene la transizione è importante nel contesto della colonizzazione dei resti di pianta. 

Poiché i processi per i quali il materiale delle piante morte viene alterato e restituito 

all’ambiente sono numerosi e vari, è inevitabile che nicchie e strategie trofiche dei 

microfunghi coincidano. Ad esempio, le foglie lesionate sono considerate un habitat per 

tutte e tre le tipologie perché i tessuti dell’ospite morto o morente a causa dell’azione di un 

necrotrofo o biotrofo sono quasi sempre colonizzati da saprotrofi secondari.  

Una grande quantità di specie fungine endofite diventa saprotrofa alla morte del loro 

ospite, una strategia vantaggiosa perché la loro intima associazione con la pianta permette 

l’utilizzo immediato del tessuto morto. Inoltre, molte specie endofite entrano in una fase 

necrotrofa  quando il tessuto dell’ospite diventa moribondo, permettendo anche una 

precoce colonizzazione ed utilizzo delle risorse energetiche. Le metamorfosi nutrizionali 

non sono state studiate in modo adeguato, sebbene osservazioni come quelle di Bills e 

Pelaez (1996) che integrano informazioni da endofiti e saprofiti, stanno cominciando a 

rivelare quelli che sono sistemi ecologici frequentemente molto complessi.  

Sono necessari anni prima che i resti delle piante si decompongano completamente ed i 

loro residui vengano incorporati nel terreno, sebbene negli ecosistemi tropicali umidi il 
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processo possa essere molto più rapido (Anderson e Swift, 1983). I microfunghi che 

producono spore si possono osservare in modo diretto anche su resti di piante molto 

decomposti (spesso dopo l’incubazione in camere umide) il che significa che corpi 

fruttiferi, spore e micelio possano essere rimossi e isolati se necessario. Sebbene 

quest’ultima tecnica possa sostanzialmente sottostimare le specie presenti nei residui delle 

piante paragonata a metodi di coltura come il lavaggio delle particelle, problemi di 

identificazione a causa di colture non sporulanti vengono ampiamente evitati.  

 

1.2.3 Strategie di sopravvivenza 

Il concetto di strategia di sopravvivenza nei funghi è stato principalmente tratto dal lavoro 

di Grime (1977, 1979). Portata per la prima volta all’attenzione dei micologi da Pugh 

(1980), fu successivamente accettata, modificata ed estesa da Cooke e Rayner (1984) e 

Andrews (1992) e riassunta da Dix e Webster (1995). Pugh e Boddy (1988) hanno 

evidenziato che le tipologie trofiche e nutrizionali che possono cambiare nelle diverse fasi 

di crescita, non dovrebbero essere utilizzate per classificare i funghi. Piuttosto esse 

dovrebbero essere utilizzate per definire comportamenti mostrati durante particolari fasi 

del ciclo vitale fungino, poiché il comportamento dei miceti può cambiare a seconda dei 

diversi stadi di crescita. Le tre principali strategie di vita sono: 

• Ruderali: appartengono a questa categoria funghi attivi solo in habitat 

caratterizzati da un basso livello di competizione combattiva o di stress. Sono 

predominanti laddove le fonti di carbonio sono facilmente disponibili o 

immediatamente assimilabili e dove, almeno inizialmente, esiste una scarsa 

microflora competitiva. Sono caratterizzati da una natura effimera, causata 
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principalmente da due fattori: la mancanza di un’ampia dotazione enzimatica e la 

mancanza di abilità combattiva. Non sono produttori di metaboliti secondari 

extracellulari ad attività antifungina e non risultano essere tolleranti nei confronti 

dei metaboliti rilasciati da altri funghi. La loro abilità competitiva è essenzialmente 

legata alla capacità di sfruttare le risorse disponibili come colonizzatori primari, 

probabilmente attraverso una rapida germinazione delle spore o un rapido 

accrescimento del micelio. Molti Mucorales, ad esempio, sono ruderali e 

abbondanti nel terreno. I funghi ruderali sembrano essere particolarmente sensibili 

a fattori di transizione come lo stress idrico (Pasricha et al., 1994) e giocano un 

ruolo insignificante nella decomposizione della lettiera (Webster, 1957).  

• Competitivi: una situazione con pochi stress e con limitate disponibilità nutritive 

non sfruttate rappresenta la condizione ideale per incrementare la presenza di 

funghi combattivi o “C-selected”. La strategia combattiva è sufficiente sia per 

difendere le risorse guadagnate durante la cattura effettuata come colonizzatori 

primari, sia per agire come colonizzatori secondari per la cattura di risorse già 

occupate da altri individui. I funghi competitivi sono persistenti e di lunga vita, 

hanno una rapida o lenta crescita e germinazione delle spore, mostrano una 

riproduzione lenta o intermittente ed hanno buona capacità di produrre metaboliti 

secondari ad attività enzimatica o antifungina. 

• Stress-tolleranti: le specie “S-selected” si sviluppano in habitat in cui, 

generalmente, condizioni di stress ambientali o impoverimento delle risorse 

esercitano una forte pressione selettiva nei confronti delle comunità fungine. La 

maggior parte dei funghi conosciuti come stress-tolleranti, possono essere 

raggruppati in nicchie ecologiche che contengono individui adattati ad un 
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particolare tipo di stress. Con alcune eccezioni, lo sviluppo vegetativo della 

maggior parte degli “stress-tolleranti” è lenta e spesso limitata in estensione. I 

funghi “S-selected” saranno di successo in situazioni dove nutrienti organici 

assimilabili sono liberamente disponibili ma dove altri fattori ambientali sono 

contrari allo sviluppo fungino. 

 

1.3. Isolamento di funghi filamentosi dal suolo 

Le tecniche d’isolamento più comuni prevedono la separazione dei propaguli fungini dal 

suolo e dagli altri propaguli e l’avvio della crescita su un mezzo di isolamento (Tuite, 

1969; Booth, 1971). I propaguli vengono disgregati fisicamente e separati prima 

dell’applicazione sul mezzo dove devono essere adeguatamente dispersi. Sui mezzi 

agarizzati, le proprietà fisiche, chimiche e nutrizionali sono utilizzate per limitare 

l’espansione e l’interazione delle colonie. 

Alcuni mezzi usati negli studi del micobiota del suolo sono considerati “non selettivi” (es. 

Czapek agar, Malt agar o Potato Dextrose Agar). In realtà questi mezzi sono altamente 

selettivi; ad esempio, i mezzi con un alto contenuto di zuccheri possono creare le 

condizioni favorevoli per il recupero di specie con una rapida germinazione ed una crescita 

radiale vigorosa e veloce. Idealmente andrebbe utilizzato un mezzo realmente non selettivo 

o una serie standard di mezzi selettivi che permettono un’uguale crescita di tutte le specie 

attive sul substrato. Uno studio completo dei micobiota richiede substrati e procedure 

d’isolamento che recuperino una ampia gamma di funghi; inoltre, sono necessarie una serie 

di condizioni d’isolamento per rivelare l’intero spettro dei funghi presenti, nella misura in 

cui essi siano tutti capaci di crescere in cultura artificiale. In alcuni casi possono essere 
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necessari mezzi nutrizionalmente ricchi per supportare i funghi a crescita lenta. Per 

prevenire il dilagare dei funghi a rapida crescita, le specie interferenti devono essere 

eliminate o contrastate con mezzi fisici o chimici sebbene, tali metodi distruttivi non 

devono essere letali per le specie a crescita lenta (Bills et al., 2004). Tra le strategie 

impiegate per il recupero dei funghi dal suolo possiamo ricordare l’utilizzo di esche (Tuite, 

1969; Singleton et al., 1992). La tecnica del “baiting” consiste nel posizionare un substrato 

organico nutrizionalmente arricchito a contatto o mischiato con il terreno ipoteticamente 

contenente alcuni organismi bersaglio, nella speranza che colonizzino e si riproducano sul 

substrato. Il posizionamento di esche selettive nel suolo può essere usata per alcuni funghi 

zoosporici, per funghi patogeni delle radici, per i funghi associati al legno e per i funghi 

associati agli animali.  

Di notevole importanza per l’isolamento dei funghi sono le condizioni ambientali quali 

temperatura e luce. La temperatura d’incubazione condiziona la crescita e per questo può 

influenzare il tipo di funghi che si sviluppano sulle piastre d’isolamento. I protocolli 

d’isolamento spesso prevedono l’incubazione a temperatura ambiente o a 25°C in cui la 

maggior parte delle colonie si sviluppa entro 2-10 giorni. L’incubazione a temperature più 

fredde (minori della temperatura ambientale) riduce il tasso di espansione della colonia 

delle specie mesofiliche, lasciando così più tempo per la separazione delle specie (Petrini 

et al., 1990). Allo stesso modo, i funghi con temperature ottimali più basse, come gli 

ifomiceti acquatici e terrestri (Bandoni, 1981) e i funghi psicrofili (Carreiro e Koske, 1992; 

Petrini et al., 1992b), possono crescere velocemente solo a basse temperature. Al contrario, 

l’incubazione ad alte temperature (>40°C) può far emergere i funghi termotolleranti e 

termofili.  
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L’effetto della luce sull’isolamento dei funghi del suolo gioca un ruolo importante poichè 

può influire significativamente sulla crescita e sulla sporulazione dei funghi e su caratteri 

morfologici come la pigmentazione, la morfologia della colonia e delle spore (Plant 

Pathologist’ pocket book, 1968).  

Un problema frustrante nell’isolamento dei funghi è rappresentato dagli isolati sterili (non 

sporulanti). L’induzione alla produzione di fruttificazioni (gamiche o agamiche) può 

richiedere lunghe prove condotte utilizzando differenti mezzi e condizioni ambientali. Il 

tempo è una variabile importante ed un’incubazione prolungata per settimane o mesi può 

essere necessaria. Molti isolati possono, alla fine, essere indotti a sporulare sebbene tali 

sforzi sono probabilmente impraticabili in studi su larga scala dei funghi del suolo. Gli 

isolati non-sporulanti possono, comunque, essere raggruppati sulla base delle 

caratteristiche vegetative mostrate e dei caratteri fisiologici, una pratica standard in 

batteriologia e nella sistematica dei lieviti (Mueller et al., 2004). 

La determinazione della diversità delle specie fungine in un ecosistema è stata complicata 

dall’incapacità di mettere in coltura molti funghi, dalla natura effimera della produzione 

delle strutture di riproduzione e dalla variabilità intraspecifica nella morfologia e nella 

biochimica (Barret, 1987). Negli ultimi anni, sono state sviluppate tecniche molecolari 

basate sull’impiego e lo studio del DNA nucleare e/o mitocondriale per stimare la diversità 

e le caratteristiche genetiche. Queste tecniche hanno incrementato la definizione genetica 

consentendo così un’identificazione tassonomica inequivocabile e una giusta collocazione 

filogenetica dei funghi. Lo sviluppo della Reazione a Catena della Polimerasi (PCR) (Saiki 

et al., 1985; Mullis e Faloona, 1987) ha permesso una vasta analisi genetica di campioni 

anche molto piccoli, diminuendo la necessità di campionamenti distruttivi o la coltura degli 

organismi.  
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Recentemente, nello studio dell’ecologia fungina del suolo, è stato largamente applicata la 

tecnica dell’estrazione diretta degli acidi nucleici che, affiancata all’uso della PCR ha 

permesso di compiere progressi significativi nella comprensione della diversità genetica 

delle comunità fungine del suolo (Anderson e Cairney, 2004). Una delle maggiori 

limitazioni nello studio della diversità fungina del suolo, in cui il pool di DNA estratto 

proviene da un range diversificato di organismi procarioti ed eucarioti, è stata la scarsa 

adeguatezza dei primers a disposizione per la PCR. La sfida è stata quella di disegnare 

primers in grado di amplificare il più ampio spettro tassonomico possibile di funghi, ma 

allo stesso tempo capaci di evitare l’amplificazione contemporanea di DNA eucariotico 

estraneo strettamente correlato. Il principale bersaglio per lo sviluppo di primers per lo 

studio della diversità fungina nel suolo è stato il cluster genico dell’rRNA, e in particolare, 

il gene 18S (White et al., 1990; Smit et al., 1999; Borneman e Hartin, 2000; Vainio e 

Hantula, 2000). A tale scopo è stata molto utilizzata anche la regione dello spaziatore 

interno trascritto (ITS) localizzato tra i geni rRNA 18S e 28S e che comprende il gene 5,8S 

(White et al., 1990; Gardes e Bruns, 1993; Larena et al., 1999). Queste regioni beneficiano 

di un’alta velocità evolutiva che corrisponde ad una maggiore variabilità di sequenze tra le 

specie più strettamente correlate rispetto alle regioni codificanti più conservate all’interno 

dello stesso cluster.  

Tra le più moderne tecniche di studio delle comunità fungine, applicabile soprattutto alla 

valutazione degli individui non colturabili, la DGGE/TGGE costituisce un metodo rapido 

particolarmente quando l’obiettivo è investigare gli avvicendamenti o i cambiamenti nella 

composizione della comunità (van Elsas et al., 2000; Anderson et al., 2003a). La tecnica 

trae beneficio dall’abilità di analizzare e comparare numerosi campioni su un singolo gel, 

consentendo così un confronto simultaneo tra i campioni. Lo sviluppo di software specifici 
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ha notevolmente incrementato il modo in cui i fingerprints delle comunità possono essere 

analizzati tramite il raffronto sia della posizione che dell’intensità relativa delle bande 

differenti sul gel, rendendo possibile un’analisi statistica dei dati e la conseguente 

interpretazione dell’incidenza ecologica (Fromin et al., 2002). Uno dei vantaggi principali 

delle tecniche di fingerprinting delle comunità basate sui gel è la possibilità di tagliare e 

sequenziare le bande d’interesse, ottenendo così informazioni tassonomiche per i membri 

della comunità tramite ricerca in database e/o analisi filogenetiche. In più, queste tecniche 

possono essere usate insieme a sonde oligonucleotidiche di DNA per aumentare la 

specificità delle analisi (Stephen et al., 1998).  
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2. SCOPO DEL LAVORO 
 

 

Lo scopo principale del presente lavoro è stato quello di stabilire se la presenza di DON 

potesse svolgere un ruolo nella competizione per la paglia tra funghi filamentosi di origine 

tellurica. Poiché è noto in letteratura che una delle possibili strategie di contenimento della 

produzione e accumulo di micotossine sul frumento prevede l’impiego di microrganismi 

antagonisti di Fusarium spp., un secondo obiettivo del lavoro è stato quello di valutare se 

alcuni isolati identificati come appartenenti al genere Pythium, (all’interno del quale, ceppi 

che differenziano oogoni spinosi sono stati descritti come antagonisti e micoparassiti di 

diverse specie di Fusarium fitopatogene) e l’unico isolato di Trichoderma, ottenuti nel 

corso delle prove mostravano capacità antagonistiche e micoparassitarie nei confronti di 

vari ceppi di Fusarium anch’essi isolati dagli stessi terreni di provenienza dei presunti 

antagonisti. 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1  Substrati e materiali usati nell’allestimento della prova 

Per la prova sono stati usati, come substrati, mezzi agarizzati quali: 

Agar Acqua (WA) preparato aggiungendo 20 g·L
-1

 di Agar (Difco) in acqua distillata e 

sterilizzato in autoclave per 20 minuti a 121° C. 

Agar Acqua + Streptomicina (50 ppm) + Bacitracina (7500 ui·L
-1

) (WA+S+B): i due 

antibiotici sono stati uniti al mezzo già sterilizzato quando questo ultimo aveva raggiunto 

una temperatura di circa 50° C.  

Nutrient Agar (NA, 23 g·L
-1

) + Cicloeximmide (100 µg·L
-1

) (NA+C) 

Potato Dextrose Agar (PDA, Difco 39 g·L
-1

)  

Potato Carrot Agar (PCA) preparato facendo bollire per 15 minuti, in 1 L d’acqua di 

rubinetto, 40 g di carote frullate e 40 g di patate pelate e tagliate in piccoli pezzi. 500 mL 

dell’estratto così ottenuto sono stati uniti a 500 mL di acqua distillata. Successivamente 

sono stati aggiunti 20 g·L
-1

 di Agar (Difco) e sterilizzato per 20 minuti a 121° C. 
 

Malt Agar (MA, 21 g·L
-1

) 

 

Il terreno naturale utilizzato, gentilmente fornito dal Centro Interdipartimentale E. Avanzi,  

proviene da tre diversi campi coltivati negli anni precedenti a cereali. I tre tipi di terreno 

differiscono tra loro per la struttura: TENDENTE ARGILLOSA, TENDENTE 

SABBIOSA e MISTA. I terreni sono stati conservati in tre vasche di plastica, 

precedentemente lavate e disinfettate con alcool, e sgretolati con le mani per eliminare i 

grumi più grossi. Il terreno così allestito è stato rimescolato ogni giorno e lasciato ad 
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asciugare, a T° ambiente, per una settimana. Prima dell’utilizzo, i tre terreni sono stati 

passati in un setaccio con rete di 2 mm per eliminare i grumi e il materiale più grossolano. 

La prova è stata allestita preparando 6 vaschette di alluminio in cui sono stati posizionati 

150 grammi di ciascun terreno a cui è stata aggiunta acqua sterile in quantità diversa a 

seconda del tipo di terreno (come di seguito dettagliatamente descritto).  

    

La paglia di frumento, utilizzata come esca, anch’essa fornita dal Centro Avanzi, è stata 

tagliata in piccoli pezzi di forma quadrata con lato di circa 3 mm di lunghezza. 

 

La micotossina deossinivalenolo (DON) è stata acquistata dalla Sigma e disciolta in 5 mL 

di una soluzione di metanolo e acqua in proporzione 85:15 alla concentrazione finale di 1 

mg·mL
-1

. 

 

3.2 Determinazione della componente micotica  del terreno 

Al fine di determinare la composizione del micobiota presente nei tre tipi di terreno è stata 

condotta la seguente prova. Da ognuna delle sei vaschette contenenti il terreno inumidito 

ne è stato prelevato 1 g e posto in una falcon sterile da 50 mL. Ai 6 g totali di terreno 

contenuti nella falcon sono stati aggiunti 40 mL di acqua sterile per creare una sospensione 

del terreno. A partire da questa sospensione sono state fatte varie diluizioni seriali 1:10 

fino alla 10
-7

. 

100 µL di ciascuna diluizione (tq, 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

, 10
-4

, 10
-5

, 10
-6

, 10
-7

) sono stati posti in 

piastre contenenti WA addizionato con Streptomicina e Bacitracina e distribuiti con una 

spatola (3 repliche per ogni diluizione). Le piastre sono state posizionate nel fototermostato 
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a 24° C con fotoperiodo luce/buio 12h/12h. Questo procedimento è stato ripetuto per ogni 

tipo di terreno. 

Le piastre inoculate sono state controllate ogni giorno. Quando sono comparse le prime 

colonie, queste sono state isolate, dove possibile, prelevando un tassello del mezzo di 

crescita e trasferendolo in capsule Petri (6 cm di diametro) contenenti PDA.  

Le piastre sono state incubate nel fototermostato a 24° C. Le colonie fungine sono state 

identificate tramite indagine microscopica.  

 

3.3 Determinazione della quantità di micotossina da utilizzare e prove di 

sterilità della paglia 

 

Per determinare la concentrazione di micotossina da utilizzare nella soluzione 

d’imbibizione dei pezzi di paglia è stata condotta una prova empirica volta a stimare la 

quantità di liquido ipoteticamente trattenuta dalla paglia. 

In ciascuna di quattro eppendorf sono stati posizionati 25 pezzi di paglia e per ognuna è 

stato calcolato il peso netto della paglia. In ognuna sono stati poi aggiunti 500 µL di una 

soluzione di metanolo e acqua (85:15). La paglia è stata lasciata imbibire per 24 ore nel 

fototermostato a 24°C, quindi i pezzi di paglia di ciascuna replica sono stati pesati su 

vaschette di plastica ricoperte di carta alluminio. Per calcolare quanta micotossina era 

trattenuta dalla paglia, è stata calcolata la variazione di peso dopo l’imbibizione e, 

trascurando il peso specifico, è stata convertita in quantità di liquido trattenuto (g=mL). I 

risultati ottenuti da ciascuna delle quattro repliche sono stati mediati e tramite opportuna 

proporzione è stata calcolata quanta micotossina (espressa in µg) era presente in tale 



                                                                                                                                 Materiali e Metodi   

 27 

quantità di liquido. Il valore ottenuto è stato rapportato al peso iniziale della paglia per 

risalire alla concentrazione (ppm) del DON rimasta nelle esche da interrare. 

La stessa prova è servita anche per decidere se sottoporre la paglia a sterilizzazione prima 

dell’imbibizione nella soluzione contenente la micotossina. A tale scopo è stato compiuto 

un test preliminare simulante la prova successiva, lasciando asciugare i pezzi di paglia 

sotto cappa per 24 ore e trasferendoli, poi, su piastre contenenti WA+S+B e NA+C. Nei 

giorni seguenti è stata controllata l’eventuale comparsa di colonie fungine o batteriche,  

rispettivamente nei due terreni, sulle piastre inoculate con la paglia. 

 

3.4 Valutazione dell’effetto del DON sulla colonizzazione della paglia da 

parte di funghi filamentosi 

 

L’allestimento della prova è stato ripetuto per ciascun tipo di terreno in tre giorni differenti 

(Fig. 3.1). 

In 6 eppendorf da 1 mL sono stati posti 70 pezzi di paglia. Di queste, 3 sono state utilizzate 

per realizzare la tesi di controllo e perciò riempite con 1 mL di una soluzione di Metanolo 

e acqua sterile (85:15); nelle altre 3, invece, sono stati messi 975 µL di MetOH/H2O nella 

stessa proporzione e 25 µL di Deossinivalenolo (DON, soluzione stock 1 mg·mL
-1

) per 

ottenere una soluzione contenente la micotossina in concentrazione finale di 25 ppm. 

Le eppendorf sono state posizionate nel fototermostato a 24° C per 24 ore per permettere 

l’imbibizione della paglia. Trascorso tale periodo, i pezzi di paglia imbibiti sono stati 

prelevati sterilmente e posizionati in capsule Petri contenenti dischi di alluminio sterile al 

fine di consentire l’asciugatura sotto flusso di cappa. Dopo 24 ore, la paglia ormai asciutta 

è stata interrata nelle vaschette contenenti 150 g di terreno inumidito con 25 mL di H2O 
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sterile per il terreno misto, 27 mL per il terreno argilloso e 22 mL per il terreno sabbioso (3 

vaschette per il controllo e 3 per la tesi con la micotossina). Il terreno contenente la paglia 

è stato mescolato con un cucchiaio sterile e quindi trasferito in un bicchiere di plastica da 

200 mL contrassegnato con una sigla diversa a seconda della tesi e della replica (CTRL 1, 

CTRL 2, CTRL 3, DON 1, DON 2, DON 3). I 6 bicchieri sono stati ricoperti con mezza 

piastra per evitare l’eventuale perdita di acqua dovuta all’evaporazione, posizionati su un 

bancone e lasciati ad incubare per 7 giorni a T° ambiente.           

Dopo una settimana, il terreno è stato trasferito, da ogni bicchiere, in un setaccio d’acciaio 

con rete da 2 mm per consentire un più facile recupero dei pezzi di paglia
∗
. Da ogni replica 

sono stati recuperati, a caso, 60 pezzi di paglia che sono poi stati messi in un colino e 

sciacquati sotto acqua corrente fino alla completa eliminazione del terreno dalla loro 

superficie. Una volta sciacquata, la paglia è stata trasferita in sacchetti di garza sterile e 

sterilizzata per 10 secondi in una soluzione di Ipoclorito di Sodio all’1% di Cl attivo + 

Etanolo 50%. Dopo la sterilizzazione sono stati eseguiti 3 risciacqui di 1 minuto ciascuno 

in acqua sterile; i pezzi di paglia sterilizzati sono stati poggiati su carta da filtro per 

eliminare l’acqua in eccesso.  

In seguito, i 60 pezzi di paglia recuperati da ogni replica sono stati trasferiti su piastre 

contenenti due mezzi selettivi: 

1. 30 pezzi su Agar-Acqua + Streptomicina (50 ppm 0,05 g·L
-1

) + Bacitracina 

(7500 ui/L) → mezzo selettivo per funghi   

2. 30 pezzi su Nutrient Agar + Cicloeximmide (100 µg·L
-1

) → mezzo selettivo per 

batteri 

                                                 

∗
 Il setaccio è stato lavato e sterilizzato prima di ogni operazione. 
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Ogni pezzo è stato contrassegnato con un numero da 1 a 30 per poter risalire all’origine di 

ciascuna colonia.  

Tutte le piastre sono state incubate a 24°C per favorire lo sviluppo delle colonie fungine e 

batteriche. Il giorno seguente le piastre di NA+C su cui si erano sviluppati i batteri sono 

state esaminate ed è stata fatta una valutazione dei pezzi colonizzati o meno da batteri o da  

attinomiceti. Le piastre di WA+S+B sono state esaminate ogni giorno per circa una 

settimana per controllare se da ogni pezzo si fosse sviluppata una o più colonie diverse: 

ciascuna colonia è stata immediatamente isolata e trasferita su piastre di PDA da 6 cm di 

diametro. Ogni colonia sviluppatasi a partire dallo stesso pezzo è stata contrassegnata con 

il numero del pezzo di paglia da cui si era originata e con una lettera differente (es. 1a, 1b).       

Non appena le colonie si erano sufficientemente sviluppate, è stata fatta una distinzione tra 

le colonie che presentavano strutture di riproduzione o micelio sterile. Le prime sono state 

sottoposte ad indagine microscopica al fine di identificarne almeno il genere di 

appartenenza mentre con i miceli sterili sono state eseguite prove successive per stimolare 

la differenziazione di strutture riproduttive necessarie per procedere all’identificazione. 

 

3.5 Prove per promuovere la sporulazione 

Per promuovere la sporulazione, gli isolati non sporulanti sono stati trasferiti su alcuni 

mezzi noti per la loro capacità di stimolare la differenziazione di strutture riproduttive.  

Inizialmente tutti i miceli sterili sono stati trasferiti su piastre Petri contenenti Malt Agar. 

Dopo un giorno dall’inoculo sono stati posizionati sulla superficie della piastra alcuni semi 

di orzo (sterilizzati 2 volte in autoclave per 40 minuti a 121°). Le piastre sono state fatte 

incubare a 24° C per circa un mese. In seguito gli isolati che non avevano sporulato sono 
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stati trasferiti in camera fredda a 4° C al buio per circa una settimana e poi di nuovo a 24° 

alla luce per diverse settimane. 

Gli isolati risultanti ancora sterili al termine di questa prova sono stati trasferiti su piastre 

contenenti PCA (Potato Carrot Agar) e diversi substrati organici sterilizzati 2 volte in 

autoclave per 40 minuti a 121° C (piselli secchi, pezzi di paglia uguali a quelli utilizzati 

nella prima prova, semi di grano, semi di orzo e pezzi di circa 2 cm di lunghezza di 

graminacee selvatiche). Le piastre sono state esposte a condizioni ambientali “esterne” di 

tipo estivo (mese di giugno con fotoperiodo breve e temperature medie giornaliere più 

elevate rispetto alle temperature medie notturne) per circa un mese.    

Laddove, in seguito alle due prove, non è stato possibile indurre la sporulazione dei miceli 

sterili, questi sono stati dereplicati al fine di suddividerli in gruppi e sottogruppi in 

funzione dell’aspetto della colonia e della colorazione del substrato di crescita.  
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Figura 3.1 Schema di allestimento della prova. 

Asciugatura dei pezzi 

di paglia sotto flusso 

di cappa per 24 h su 

carta stagnola sterile 
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MetOH/H2O 

(85:15) + 25 

µL  DON(1 

mg/mL)  

1 mL 

MetOH/H2O 

(85:15) 

Imbibizione per 24 h in: 

60 pz/rep  

I pezzi di paglia asciutti sono stati deposti nelle vaschette contenenti il terreno inumidito e 

mescolati con un cucchiaio sterile. Il terreno di ogni vaschetta è stato deposto in un 

bicchiere di plastica. 

Vaschette contenenti 150 g di terreno +25 mL di H2O per il terreno misto, 
27 mL per il terreno argilloso e 22 mL per il terreno sabbioso   

Recupero della paglia ed eliminazione del terreno dalla sua superficie tramite risciacquo sotto acqua 

corrente.  Sterilizzazione dei pezzi di paglia sotto cappa in sacchetti di garza sterile per 10’ in 

NaClO e risciacquo per 3 volte da 1 minuto ciascuna. 
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3.6 Antagonismo e micoparassitismo “in vitro” 

3.6.1 Colture duali 

Alcuni isolati di Pythium sp. identificati nel corso della prova precedente (vedi § 2.4) sono 

stati sottoposti ad un test preliminare “in vitro” al fine di saggiarne la capacità 

antagonistica nei confronti di isolati appartenenti al genere Fusarium sp., mediante 

l’allestimento di colture duali su substrato PDA e WA,  sulla base del lavoro di Gambogi e 

Durante (1985). Per la scelta delle combinazioni abbiamo usato come criterio la 

provenienza degli isolati rispettivamente o dalla stessa piastra di isolamento iniziale, o 

dallo stesso pezzo di paglia o dalla stessa replica o dalla stessa tesi o, infine, dallo stesso 

terreno. Nella tabella riportata di seguito sono elencati gli isolati utilizzati nella prova. 

 

Fusarium sp. Pythium sp. 

Sigla isolato Identificazione Sigla isolato 

SABBIOSO D3 19b 

SABBIOSO C2 21a 

SABBIOSO C3 8b 

SABBIOSO C1 20b 

SABBIOSO D2 7a 

MISTO D2 24a 

MISTO C1 28a 

MISTO D3 23a 

MISTO D1 15b 

MISTO C2 25a 

MISTO C3 22a 

ARGILLOSO D3 6a 

ARGILLOSO D1 7a 

ARGILLOSO D2 30b 

 

F. graminearum 

F. culmorum 

F. sez. Liseola 

F. culmorum 

F. culmorum 

F. sez. Liseola 

F. equiseti 

F. graminearum 

F. sez. Liseola 

F. culmorum 

F. sez. Liseola 

F. equiseti 

F. equiseti 

F. equiseti 

 

SABBIOSO D3 21a 

SABBIOSO C2 1a 

SABBIOSO C3 8a 

SABBIOSO C1 14a 

SABBIOSO D2 17b 

MISTO D2 24a 

MISTO C1 22a 

MISTO D3 9a 

MISTO D1 15a 

MISTO C2 29a (non 

differenziante oogoni spinosi) 

MISTO C3 1b 

ARGILLOSO D3 8a 

ARGILLOSO D1 3b 

ARGILLOSO D3 25a 

ARGILLOSO D1 6b 

ARGILLOSO D2 23b 

 

Tabella 3.1 Elenco degli isolati utilizzati per la prova di antagonismo “in vitro” e micoparassitismo. Ogni 

combinazione è contrassegnata con lo stesso colore. 
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Anche l’unico isolato di Trichoderma ottenuto dalla prova di valutazione dell’effetto del 

DON, è stato sottoposto agli stessi test di antagonismo e micoparassitismo, dove è stato 

accoppiato con un isolato di Fusarium proveniente dalla stessa tesi (F. sezione Liseola 

misto C2 22b).  

Gli isolati in esame sono stati allevati in piastre (dal diametro di 6 cm) contenenti PCA. 

Dal bordo in attivo accrescimento delle colonie sono stati prelevati dischetti di agar e 

micelio di 6 mm di diametro con cui sono state inoculate piastre di PDA e WA (3 repliche 

per ogni combinazione). A causa delle diverse velocità di accrescimento del Fusarium e 

del Pythium la prova è stata condotta in tre modalità differenti: inoculando 

contemporaneamente Fusarium e Pythium ed inoculando il Fusarium 48 h e 24 h prima del 

Pythium per dare al patogeno un vantaggio competitivo. I dischetti di micelio sono stati 

posti sulla stessa piastra a 5 cm di distanza, secondo lo schema illustrato in figura 3.2. 

 

     

 

  

 

 

 

 

 

Figura 3.2 Schema dell’inoculo per la prova di antagonismo “in vitro” e delle misurazioni effettuate. 
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Le piastre sono state incubate alla temperatura di 24 °C e fotoperiodo luce/buio 12h/12h. 

Sono stati eseguiti rilievi sull’accrescimento radiale delle colonie ogni 24 ore fino al 

contatto tra le due colonie. Le misurazioni sono state effettuate sui raggi delle colonie, 

misurando le distanze di accrescimento laterali utilizzate come controllo (Rc1 e Rc2) e 

quelle frontali del Pythium (Rfa) e del Fusarium (Rfp).   

L’eventuale attività antagonistica esercitata da parte di Pythium spp. nei confronti degli 

isolati appartenenti al genere Fusarium è stata valutata prendendo in esame i seguenti 

parametri (Royse and Riess, 1978; Bell et al., 1982): 

• presenza di una zona di inibizione tra le due colonie 

• inibizione della crescita radiale delle colonie del patogeno 

• capacità di sovracrescita e sporulazione dell’antagonista sulla colonia del patogeno  

(indizio di micoparassitismo). 

 

3.6.2 Produzione di coilings 

Al fine di valutare ulteriormente le capacità micoparassitarie degli isolati antagonisti in 

esame è stata allestita un’ulteriore prova, volta a osservare l’eventuale produzione di 

avvolgimenti ifali (coilings) intorno alle ife degli isolati di Fusarium. La prova è stata 

condotta riutilizzando gli stessi accoppiamenti Pythium/Fusarium usati nel test  precedente 

(compresa la coppia Trichoderma/Fusarium), su substrato WA in piastre Petri (ø 10 cm) 

contenenti un disco di cellophan (ø 9 cm) sterile (autoclavato per 2 volte a 121 °C per 40 

minuti in acqua). Le piastre sono state inoculate con dischetti di micelio (ø 6 mm) di 

Pythium e Fusarium (vedi § 3.6.1) concedendo a questo ultimo un vantaggio competitivo 

di 48 h secondo lo schema in figura 3.3. 
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Figura 3.3 Schema di inoculo delle piastre per la valutazione dell’attività antagonistica attraverso la  

produzione di coilings. 

 

Le piastre sono state incubate nel fototermostato a 24°C con fotoperiodo luce/buio 12h/12h 

fino a quando le colonie avessero raggiunto una dimensione tale da confluire. Nella zona di 

contatto tra le due colonie, sono state asportate delle porzioni di cellophan (circa 3 cm per 

1 cm), trasferite su un vetrino portaoggetto e montate a freddo con colorante Cotton blue 

(0,5%) addizionato di Sudan III
∗
 in eccesso ed osservate al microscopio composto.  

Oltre alla produzione di coilings, i seguenti caratteri sono stati considerati come indizi di 

eventuale attività antagonistica:  

• corte ramificazioni (o lacci) 

• vacuolizzazione e svuotamento dei contenuti cellulari delle ife del patogeno a seguito di 

contatto con le ife dell’antagonista. 

                                                 

∗
 Cotton blue con Sudan III  

Per la preparazione della soluzione base mischiare: acido lattico, glicerina e acqua (1:2:1). A 100 ml della 

soluzione base aggiungere Sudan III in eccesso e far bollire in matraccio. Lasciare raffreddare e filtrare la 

soluzione ottenuta con carta. Aggiungere Cotton blue (0,5%) ed agitare fino a soluzione completa. 
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3.6.3 Micoparassitismo dei macroconidi 

Sulla base di quanto riportato in letteratura, questa prova è stata allestita al fine di valutare 

la capacità degli isolati di Pythium di parassitizzare i conidi del Fusarium e per 

determinare, contemporaneamente, l’effetto del parassitismo dei macroconidi sulla 

produzione di oogoni da parte dell’eventuale antagonista, come descritto nel lavoro di 

Davanlou et al. (1999).  

Sospensioni di macroconidi prodotti da colonie di Fusarium spp. (gli stessi isolati 

impiegati nelle precedenti prove di antagonismo) cresciute su PCA per 9 giorni a 24°C, 

fotoperiodo luce/buio 12h/12h, sono state preparate e corrette ad una concentrazione di 10
7 

spore mL
-1

, al fine di ottenere un’elevata densità che, come noto, ne inibisce la 

germinazione. 100 µL di ciascuna sospensione sono stati distribuiti uniformemente sulla 

superficie di piastre Petri contenenti 11 mL di WA o PDA (3 repliche per ogni 

combinazione). Ogni piastra è stata inoculata con 5 dischetti (ø 6 mm) di PCA contenenti 

apici ifali di Pythium. I blocchi sono stati posizionati sulle piastre seguendo lo schema 

illustrato nella figura 7. Contemporaneamente sono state inoculate piastre di PDA solo con 

la sospensione di conidi del Fusarium e dischetti di PDA non colonizzati e piastre di WA 

solo con i dischetti di Pythium come controlli. L’incubazione è stata effettuata a 24°C ed è 

stata seguita per 48 h. Dopo tale intervallo di tempo dalle piastre contenenti WA sono state 

prelevate 3 strisce di agar (una per replica) tra i blocchi periferici e quello centrale (vedi 

fig. 3.4). Le strisce di agar sono state montate su vetrini e colorati con Cotton blue (0,5%) 

aggiunto di Sudan III in eccesso. Per determinare il numero di oogoni, da ogni vetrino sono 

stati scelti a caso 20 campi (all’obiettivo 10 x) dal centro della striscia. Inoltre, per 

individuare la percentuale di conidi parassitizzati, in ogni vetrino sono stati contati a 
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random (all’obiettivo 40x) su un totale di 100 conidi, quanti si mostravano pieni e quanti 

erano svuotati del contenuto citoplasmatico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 Schema di inoculo delle piastre per la prova di micoparassitismo dei conidi. Le zone tratteggiate 

rappresentano le strip di agar prelevate per l’analisi al microscopio dopo l’incubazione. 

 

Inoltre, per le piastre inoculate su substrato PDA, è stata effettuata un’analisi visiva della 

presenza o meno di una zona di inibizione intorno ai dischetti di inoculo del Pythium.  

 

  

 



                                                                                                                                                  Risultati 

 38 

4. RISULTATI   

4.1 Determinazione della componente micotica del terreno 

Al fine di valutare la composizione del micobiota presente nei tre tipi di terreno è stata 

condotta la prova descritta nei materiali e metodi (§ 3.2). Già dopo 24 h d’incubazione, 

sulle piastre inoculate con le varie diluizioni di terreno sono comparse le prime colonie, 

sottoforma di micelio lasso, bianco e non sporulante. Alla luce della finalità di questo 

studio, cioè stimare la diversità di specie fungine presenti nel terreno, è stato deciso di 

recuperare tutte le colonie presenti sulle piastre, prima che confluissero l’una verso l’altra 

(Bills et al., 2004). Dalle piastre contenenti aliquote della sospensione “tal quale” non è 

stato possibile recuperare alcuna colonia a causa della densità troppo elevata dei propaguli 

cha ha portato alla formazione di un “tappeto” indistinto di micelio. Poiché, anche nelle 

piastre utilizzate per seminare aliquote della diluizione “alla -1” le colonie apparse si 

presentavano confluenti tra loro, sono state prelevati a caso cinque tasselli del mezzo di 

crescita da punti diversi della piastra e trasferiti su capsule Petri (6 cm di diametro) 

contenenti mezzo PDA. Da tutte le altre diluizioni sono state isolate tutte le colonie 

emerse, prelevando piccoli tasselli di agar e micelio dal bordo. Trascorse 48 h dall’inoculo 

non è più stato possibile proseguire con gli isolamenti poiché le colonie, troppo cresciute, 

si sono sovrapposte.  

Tutti gli isolati ottenuti dal campionamento sono stati sottoposti ad indagine microscopica 

al fine di identificarne il genere e, laddove possibile, la specie di appartenenza. Per i ceppi 

non andati incontro a differenziazione di strutture riproduttive, sono state condotte prove di 

induzione della sporulazione; i risultati ottenuti sono stati soddisfacenti per tutti i miceli 
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sterili, con l’eccezione di 7 isolati per i quali non è stato possibile attribuire un genere di 

appartenenza e che, quindi, sono indicati come micelio sterile. I risultati 

dell’identificazione degli isolati fungini sono riportati nelle Tabelle 4.1, 4.2 e 4.3 

rispettivamente per il terreno argilloso, misto e sabbioso. 

 

 

Tabella 4.1 Identificazione degli isolati provenienti da terreno di tipo argilloso 

TERRENO ARGILLOSO 

10-1 10-2 10
-3

 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Fusarium sez. Liseola 

Fusarium oxysporum 

Coelomycetes 

Absidia 

Trichoderma 

Fusarium equiseti 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

G.1 

H 

I 

L 

N 

O 

P 

Q 

R 

S 

T 

Aspergillus 

Micelio sterile 

Coelomycetes (Phoma like)  

Aspergillus 

Trichoderma 

Stachybotris (chartarum) 

Fusarium solani 

Trichoderma 

Stachybotris (chartarum) 

Coelomycetes 

Cladosporium 

Acremonium  

Penicillium 

Verticillium 

Aspergillus 

Clonostachys rosea 

Cladosporium 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

I 

L 

M 

N 

P 

  

Micelio sterile 

Coelomycetes 

Coelomycetes  

Cladosporium 

Coelomycetes (Phoma like) 

Cladosporium 

Cladosporium 

Cephalosporium 

Cephalosporium 

Cephalosporium 

Cephalosporium 

Cephalosporium 

Cladosporium 

  

10
-4

 10
-5

 10
-6

 

A 

B 

C 

D 

E 

Alternaria (tipo tenuis) 

Cladosporium 

Cladosporium 

Cladosporium 

Fusarium equiseti 

10
-7

 

A Cladosporium 

A Micelio sterile B Cladosporium 
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 Tabella 4.2 Identificazione degli isolati provenienti da terreno di tipo misto 

TERRENO MISTO 

10-1 10-2 

B 

C 

D 

D.1 

F 

 

Penicillium 

Caelomycetes (Phoma like) 

Caelomycetes (Phoma like)  

Fusarium oxysporum 

Fusarium solani 

 

A 

B 

C 

E 

F 

G 

Stachybotrys (chartarum) 

Micelio sterile 

Penicillium 

Stachybotrys (chartarum) 

Penicillium 

PseudoBotrytis 

10-3 10-4 

A 

B 

Cladosporium 

Acremonium 

A 

B

C 

Aspergillus 

Penicillium 

Penicillium 

 

 

Tabella 4.3 Identificazione degli isolati provenienti da terreno di tipo sabbioso 

TERRENO SABBIOSO 

10-1 10-2 

A 

B 

C 

D 

E 

Mortierella 

Verticillium 

Fusarium equiseti 

Fusarium oxysporum 

Micelio sterile 

10-3 

A 

C 

D 

E 

Micelio sterile 

Penicillium 

Penicillium 

Aspergillus 

10-5 

A 

B 

C 

D 

Cladosporium 

Cladosporium 

Cladosporium 

Stemphyllium 

10-6 

A Cladosporium 

10-7 

A 

B 

Cladosporium 

Cladosporium 

A 

B 

C 

E 

E.1 

F 

G 

H 

I 

L 

M 

N 

O 

Q 

R 

S 

T 

U 

V 

Z 

Micelio sterile 

Trichoderma 

Verticillium 

Verticillium 

Botrytis 

Penicillium 

Trichurus spiralis 

Penicillium 

Penicillium 

Trichoderma 

Trichoderma 

Aspergillus 

Micelio sterile 

Penicillium 

Mortierella 

Mortierella 

Verticillium 

Fusarium solani 

Verticillium 

Verticillium 
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In Tavola I sono riportate alcune immagine, ottenute al microscopio composto, di isolati 

fungini provenienti dai tre terreni saggiati. 

 

4.2 Determinazione della quantità di micotossina da utilizzare e prove di 

sterilità della paglia 

 

Per determinare la concentrazione di micotossina (DON) da utilizzare per il trattamento 

della paglia, è stata allestita una prova empirica come descritto in § 3.3, volta a valutare la 

quantità di micotossina (ppm) trattenuta dalla paglia dopo l’imbibizione. I calcoli effettuati 

hanno dato come risultato una variazione di peso media, tra le quattro repliche (dopo 24 h 

d’imbibizione) pari a ∆peso=0,047g. Da questo dato, approssimando, è stato stimato che la 

paglia aveva trattenuto 0,047 mL di soluzione. Sulla base delle indicazioni fornite nel 

lavoro di Cooney et al., (2001) è stato deciso di utilizzare una concentrazione finale di 

DON nella paglia pari a 50 ppm, corrispondente a 0,05 mg mL
-1

. Quindi, ipotizzando di 

avere utilizzato una soluzione contenente 50 ppm di micotossina per l’imbibizione, 

applicando la proporzione:  

0,05 mg : 1 ml = x : 0,047 ml 

 è stato ottenuto che nella paglia sarebbe stata trattenuta una quantità di DON pari a 2,35 

µg. Tale valore è stato rapportato al peso iniziale medio della paglia e dal risultato è stato 

dedotto che la concentrazione del DON rimasta nei pezzi da interrare era pari a 102,17 µg 

g
-1 

(=ppm), cioè il doppio di quella desiderata.  

Poichè il rapporto tra la concentrazione della soluzione d’imbibizione e la concentrazione 

finale nella paglia è risultato essere di 1:2, è stato deciso di usare una concentrazione di 

micotossina nella soluzione d’imbibizione pari a 25 ppm. 
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Al fine di valutare il livello di sterilità della paglia trattata con la soluzione di 

metanolo+acqua+DON, il substrato esca trattato è stato piastrato su WA+S+B e su NA+C 

da cui, dopo incubazione a 24°C, non si è originata alcuna colonia fungina e/o batterica. 

Sulla base di queste osservazioni, è stato deciso di non sottoporre la paglia ad alcun 

trattamento sterilizzante prima dell’imbibizione. Questo perché la quantità di metanolo 

presente nella soluzione utilizzata per sciogliere il DON (85%) è risultata sufficiente ad 

eliminare eventuali microrganismi residenti nel substrato da impiegare come esca.  

 

4.3 Valutazione dell’effetto del DON sulla colonizzazione della paglia da 

parte di funghi filamentosi 

La parte principale e più impegnativa di questo lavoro di tesi è stata l’identificazione dei 

ceppi isolati dai pezzi di paglia trattati o non trattati con il DON ed interrati nei tre tipi di 

terreno. Una prima analisi è stata condotta distinguendo gli isolati che presentavano 

strutture riproduttive dai i miceli sterili (vedi § 3.4). Attraverso un’indagine microscopica è 

stata eseguita l’identificazione dei ceppi fungini, sulla base di caratteristiche morfologiche 

e delle fruttificazioni gamiche e agamiche (taglia, colore, forma ecc..) e seguendo le chiavi 

dicotomiche descritte nel Compendium of Soil Fungi (Domsch et al., 1980) che ha 

permesso l’assegnazione dei ceppi ad un genere o, laddove possibile, ad una specie di 

appartenenza.  

Con una certa frequenza, il trasferimento dalla piastra contenente i pezzi di paglia 

recuperati dal terreno a nuove piastre di PDA ha dato origine a colonia miste, cioè non 

contenenti un unico individuo.  In questi casi, i due o più isolati fungini sono stati separati 
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tramite il prelevamento, con una punta di vetro, eseguito mediante osservazione al 

microscopio “stereo” e trasferiti su nuove piastre di PDA.  

I miceli sterili sono stati, dapprima, raggruppati sulla base delle caratteristiche 

morfologiche della colonia (colore del micelio e del retro-piastra, consistenza del micelio 

classificata come “raso” o “aereo e cotonoso”, velocità di accrescimento). In seguito sono 

stati sottoposti a prove per indurre la sporulazione (vedi § 3.5), mediante incubazione su 

diversi substrati e a differenti condizioni di luce e temperatura. Per gli isolati rimasti sterili 

non è stato possibile assegnare un genere e una specie di appartenenza e quindi sono stati 

indicati come “Miceli sterili”.  

Le tabelle di seguito riportano, in dettaglio, il risultato delle identificazioni degli isolati 

derivanti da ciascun pezzo di paglia recuperato dai diversi terreni.  

 

  Tabella 4.4 Identificazioni dei ceppi isolati dal terreno di composizione mista. 

 TERRENO MISTO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

1 

a)F. equiseti  

b)F. sez. Liseola 

+ Chaetomium 

F. equiseti a)Micelio sterile 

4 

b)Pythium 

Fusarium sp F. equiseti  a)F. oxysporum 

b)Fusarium sp. 

2 

Micelio sterile  Micelio sterile 1 a)Micelio sterile 

3 

b)Micelio sterile 

4 

Micelio sterile  Micelio sterile 3 a)Micelio sterile3      

b)Pythium 

3 

F. oxysporum a)F. equiseti  

b)Micelio sterile 

4 

Micelio sterile 3 b)Micelio sterile 

3 
a)F. equiseti             

b)Micelio sterile 

4 

Micelio sterile  

4 

Micelio sterile Micelio sterile 3  a)Micelio sterile 

4  b)Micelio 

sterile 3 

Micelio sterile F. equiseti Micelio sterile 3 

5 

F.  oxysporum F. oxysporum a)Chaetomium        

b)F. oxysporum 
a)F. oxysporum o 

sez Liseola b) F. 

oxysporum  

Micelio sterile 4  Chaetomium 

6 X 
F. oxysporum  Micelio sterile 3 Pythium b)Micelio sterile 

5 
Micelio sterile 3  

7 

a)F.  oxysporum   

b)F. solani 

F. sez. Liseola  a)Micelio Sterile 

3                      

b)Micelio Sterile 

5  

Micelio sterile 3 a)Micelio sterile 

3 

b)F. oxysporum 

F. oxysporum  
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 TERRENO MISTO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

8 

a)Micelio sterile    

b)F. oxysporum 
Micelio sterile 3 a)F. oxysporum 

a.1)Myrothecium  

b)Micelio sterile 

4 

a)Micelio sterile 

4                           

b)Chaetomium 

a) F. oxysporum Micelio sterile 4  

9 

F. oxysporum (o 

Liseola) 

a) Micelio sterile 

5       

b) Micelio sterile 

3 

a) F. equiseti              

 a.1)F. 

oxysporum 

a)Micelio sterile  

b)Micelio sterile 

5 

Micelio sterile 3  a)Pythium                  

b)Chaetomium 

10 
F. oxysporum b) F.  oxysporum      a)Micelio sterile 

3 b)F.lateritium 

F. equiseti Micelio sterile 3 a)Micelio sterile          

b)Micelio sterile  

11 

F. oxysporum Micelio sterile 3  a)Micelio sterile 

5  b)Micelio 

sterile 3  

Micelio sterile 3 Micelio sterile 4 a) F. equiseti           

a.1)Fusarium spp                             

12 

F. equiseti a)F. equiseti  

b)Micelio 

sterile2  c)F. 

oxysporum  

 

a)Micelio sterile 

4   b)Micelio 

sterile 3  

a)Micelio sterile       
b)F. equiseti 

Micelio sterile 3  Micelio sterile 

13 

Mucoracea a)F. oxysporum  

a.1)Myrotecium 

Micelio sterile 1  a)Micelio sterile  
b)F. sez. Liseola  

C)Chaetomium 

F. equiseti Micelio sterile 3 

14 

X a)F. equiseti   

b)Micelio sterile 

5 

a)F. oxysporum 

b.1)Micelio 

sterile 
X 

F. oxysporum Micelio sterile 3  

15 
F. oxysporum  a)Micelio sterile 

3  b)F. equiseti 

Micelio sterile 3 Pythium Micelio sterile 3 a)F. equiseti             

b)F. oxysporum 

16 

a)F. solani                           

 b)F. sez. Liseola 

Chaetomium a) F. oxysporum  

b)Micelio sterile 

4 c)F. lateritium 

Micelio sterile 4  a) Micelio sterile 

4 b)F. equiseti  

Micelio sterile  

17 
Micelio sterile 3  F. equiseti F. oxysporum  F. Liseola  Micelio sterile 3 a)F. oxysporum 

a.1)Myrothecium 

18 

Pythium a) Micelio sterile 

3       

b) Pythium 

a)Micelio sterile 

4                           

b)F. oxysporum 

Micelio sterile 4  F. solani Micelio sterile 4  

19 

a)Micelio sterile 

3  

b)F. oxysporum o 

sez. Liseola 

a)Micelio sterile 

3 b)F.solani 

b.1)F.oxysporum 

Micelio sterile 3  a)Micelio sterile 

3 

b)F. oxysporum 

a)F. equiseti   

b)Chaetomium 
a)Pythium 

b)Stachybotris 

20 

Micelio sterile 3  F. equiseti Micelio sterile 3 Micelio sterile 3 a)Pythium  
b)F. equiseti 

a)Micelio sterile 

3       

b)Micelio sterile  

21 
F. equiseti a)Fusarium sp. 

a.1)Mucoracea 

Micelio sterile 3 Micelio sterile   Micelio sterile 3 a)F. sez. Liseola 

a.1)Myrothecium 

22 

Pythium a)F. lateritium 

a.1)F. sez. 

Liseola  

b)Trichoderma 

a)Fusarium sez. 

Liseola          

b)Micelio sterile 

4 

F. equiseti Micelio sterile  F. oxysporum 

23 

F. sez. Liseola a)Micelio sterile     

b)Pythium 
Micelio sterile 3 F. equiseti a)Fusarium sp.      

b)Micelio sterile 

3 

a)F.graminearum 

b)Micelio sterile 

3  

24 
F. oxysporum Micelio sterile  a)F. solani 

b)Micelio sterile 
Micelio sterile 3 Pythium F. equiseti  

25 X 

F. culmorum Micelio sterile 3 a)F.  equiseti 

a.1)F. oxysporum 

C)F. sez. Liseola 

Micelio sterile 3  Micelio sterile 4  
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 TERRENO MISTO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

26 

F. oxysporum                   a)Chaetomium 

b)F. sez. Liseola 

F. equiseti            a)Micelio sterile3 

b)Micelio sterile4 
a)F. equiseti b)F. 

sez. Liseola 

b.1)F. solani o 

oxy 

Fusarium sp. 

27 

Micelio sterile 4  Micelio sterile 3 Micelio sterile 4 a)Micelio sterile3               

b)Micelio sterile  

a)Micelio Sterile 

4  b)Micelio 

sterile 3 

F. equiseti 

28 

F. equiseti F. equiseti Micelio sterile 3 a)Micelio sterile4  

b)F.  oxysporum 
a)F. equiseti            

b)Micelio sterile 

4 

Micelio sterile 3  

29 

Pythium Pythium a) F. oxysporum 

b) Micelio sterile 

3 

a)Fusarium spp  

b)F. oxysporum 
a)F. oxysporum 

a.1)Myrothecium 

b)Pythium 

a)F. equiseti  

a.1)Micelio 

Sterile                    

30 

Micelio sterile 3  Micelio sterile 3 Micelio sterile 3  Micelio sterile 4  a)Micelio sterile 

4      

b)F. oxysporum 

Micelio sterile 3  

 

Tabella 4.5 Identificazioni dei ceppi isolati dal terreno di composizione tendente argillosa. 

 
TERRENO ARGILLOSO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

1 Micelio sterile 2 F. equiseti  Cephalosporium Micelio sterile  Micelio sterile11  X 

2 
Micelio sterile 5  F. oxysporum Caelomycetes Micelio sterile Micelio sterile  Micelio sterile 11  

3 X Micelio sterile   Micelio sterile 2 Pythium Micelio sterile  F. oxysporum 

4 

Micelio sterile 2 a)Micelio sterile 

2 b)Micelio 

sterile  

Micelio sterile  Micelio sterile  Micelio sterile 5  a)Micelio sterile 

6  b)Micelio 

sterile 5 

5 

Micelio sterile 5 Micelio sterile 2  Micelio sterile  Micelio sterile12  a)Chaetomium  

b)Micelio Sterile 

12  

Micelio sterile  

6 

Micelio sterile 5  F. solani Micelio sterile  a)Micelio sterile 

12      

b)Pythium 

Micelio sterile  F. equiseti 

7 Micelio sterile 2  F. sez. Liseola  X F. equiseti Micelio sterile 3 Micelio sterile  

8 X F. equiseti  F. solani             Caelomycetes Micelio sterile 11  Pythium 

9 

a)Micelio sterile 

2 b)Micelio 

sterile5 

F. equiseti  F. oxysporum a)Fusarium spp.  

b)F. oxysporum 

Micelio sterile 11 Chaetomium 

10 
 F. culmorum F. equiseti  a)F. solani 

a.1)F.oxysporum 

a)Micelio sterile  

b)F. equiseti 
Micelio sterile   

X 

11 Fusarium sp. Chaetomium Micelio sterile 2 Micelio sterile   Micelio sterile   Chaetomium  

12 

Micelio sterile 12 a)Micelio 

sterile11 

b)Trichoderma 

F. oxysporum Micelio sterile   Micelio sterile 12 a)F. equiseti               

b)Micelio sterile  
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TERRENO ARGILLOSO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

13 
F. oxysporum Micelio sterile 11  Micelio sterile 5  Micelio sterile   Micelio sterile 12 

X 

14 Micelio sterile 6  X Chaetomium F. equiseti  F. equiseti  Micelio sterile  

15 

F. equiseti Micelio sterile 11  a)Micelio sterile  

b)F. equiseti 

Micelio sterile 5 Caelomycetes a)F. equiseti               

b)Micelio 

sterile11 

16 Micelio sterile 11 Micelio sterile  Micelio sterile   Micelio sterile 3  Micelio sterile 2  X 

17 
Micelio sterile 2   F. tricintum Micelio sterile 2  a)F. sez. Liseola 

b)F. oxysporum  

Colletotrichum a)F. oxysporum               

b)Micelio sterile  

18 
Micelio sterile   Micelio sterile   F. oxysporum a)F. equiseti              

b)Micelio sterile  X 
Micelio sterile  

19 

Micelio sterile 5  a)Micelio 

sterile13 

b)F. equiseti 

a)Micelio sterile2  

b)F. equiseti 

a)F. solani  

a.1)F.oxysporum  

b)F. sez. Liseola 

Micelio sterile   Micelio sterile  

20 Micelio sterile 5 Micelio Sterile  X Micelio sterile   Micelio sterile 2  X 

21 

a)Micelio 

sterile11  

c)F. equiseti 
X 

Micelio sterile  

X X 

F. lateritium    

22 

Micelio sterile  

X 

Chaetomium a)Micelio sterile  

b)Micelio sterile 

5 c)Mucoracea 

Micelio sterile   Micelio sterile 12  

23 

Micelio sterile  Micelio sterile 12  Micelio sterile 12  Micelio sterile  a)Micelio 

sterile12 

b)Pythium  

Micelio sterile  

24 F. equiseti Micelio sterile  Micelio sterile  X X Chaetomium  

25 

a)Micelio 

sterile12 

b)F. equiseti 

F. culmorum  a)Micelio sterile 

2       

b)Micelio sterile 

a)Micelio sterile  

b)F. sez. Liseola X 

Pythium 

26 X 
Alternaria Micelio sterile 2 Micelio sterile  Micelio sterile 11  Fusarium sp. 

27 
Micelio sterile 2  Micelio sterile  Chaetomium F. oxysporum o 

sez. Liseola 

Micelio sterile  Micelio sterile  

28 

a)Micelio sterile  

b)Micelio sterile 

5 

Micelio sterile  Micelio sterile 6  a)Caelomycetes 

a.1)Stemphyllium  

Micelio sterile 11     F. equiseti 

29 X 
Alternaria Micelio sterile 2      

 

Micelio sterile   Micelio sterile 11  Micelio sterile 6  

30 

Micelio sterile 2  Micelio sterile  a)F. equiseti        

b)Micelio sterile  
F. sez. Liseola a)Micelio 

sterile12     

b)F. equiseti 

Micelio sterile  
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Tabella 4.6 Identificazioni dei ceppi isolati dal terreno di composizione tendente sabbioso 

 TERRENO SABBIOSO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

1 Micelio sterile  Pythium 

 
X X Cephalosporium F. solani 

2 

a)Mucor  

b)F. solani 
a)Micelio sterile   
b)Fusarium sp 

a)F. oxysporum  

b)F. sez. Liseola 

b.1)Fusarium sp.  
X X 

Micelio sterile  

3 
Micelio sterile  Micelio sterile  Micelio sterile 5  Micelio sterile 5  F. solani F. oxysporum 

4 
a)F. equiseti 

b)Micelio sterile  

a)F. oxysporum  

b)Pythium 
Micelio sterile  

X 
Clonostachys 

X 

5 
b)Micelio sterile  Micelio sterile  Micelio sterile 5  

X X 
Micelio sterile  

6 
Stachybotris F. equiseti 

X X 
a)Micelio sterile   
b)Fusarium sp. 

Micelio sterile  

7 

a)Micelio sterile 

b)F. solani 

Micelio sterile  

X X 

F. culmorum a)F. oxysporum 

b)Micelio sterile 

5 

8 

a)F. equiseti 

b)F. proliferatum 

F. equiseti a)Pythium   

b)F. sez. Liseola X 

a)F.solani 

a.1)F.oxysporum 

b)Micelio sterile  

F. equiseti  

9 

F. solani a)Fusarium sp. 

b)F.equiseti 

c)Micelio sterile 

Pythium Micelio sterile 5  Micelio sterile 5  X 

10 
Caelomycetes Micelio sterile  F. equiseti  Micelio sterile 5  F. sez. Liseola X 

11 

a)F. equiseti 

b)F. solani 

a)Micelio sterile 

5     

b)Micelio sterile 

1 

Pythium a)Micelio sterile 

5 

X Fusarium sp.  

12 
a)F. solani 

b)Caelomycetes 

 

F. equiseti  Pythium F. subglutinans X Pythium 

13 
F. solani a)Micelio sterile      

b)Micelio sterile 

5 

Pythium 
X 

Micelio sterile 5  Micelio sterile 

14 
Phythium Fusarium sp. F. sez. Liseola 

X 
F. oxysporum o 

sez. Liseola  

Micelio sterile  

15 
Micelio sterile  Fusarium sp. Pythium 

X 
Fusarium sp. Micelio sterile  

16 
F. equiseti Micelio sterile 1  Pythium 

X X 
Micelio sterile 1 

17 

Micelio sterile  a)F. sez. Liseola 

b)F. equiseti  X X 

a)Cephalospo-

rium 

b)Pythium 

Micelio sterile  

18 
a)F. solani                 

b)Micelio sterile  
F. oxysporum  

X X X 
Micelio sterile 5  

19 

a)Micelio sterile    

b)Micelio sterile  X 

F. equiseti 

X X 

a)F. equiseti b) 
F. graminearum 

20 

a)Caelomycetes 

b)F. culmorum 

a)Micelio sterile  

b)Fusarium sp. X X X X 
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 TERRENO SABBIOSO 

N°pezzo 

paglia 
Controllo 1 Controllo 2 Controllo 3 DON 1 DON 2 DON 3 

21 
Micelio sterile 1  a)F. solani  

b)F. culmorum X X X 
Pythium 

22 
Micelio sterile  F. oxysporum  

X X X 
Micelio sterile 5  

23 
F. solani F. culmorum  Pythium 

X X X 

24 

a)F. solani                     

b)F. sez. Liseola 

Micelio sterile  a)Micelio sterile     

b)Pythium X 

a)F. equiseti      

b)Micelio sterile 

5 

F. sez. Liseola  

25 
a)Micelio sterile     

b)F. equiseti  
Pythium 

X X 
F. equiseti  F. equiseti  

26 
Micelio sterile  F. sez. Liseola  Micelio sterile 5  

X X 
Micelio sterile  

27 
b)Micelio sterile  F. proliferatum  Pythium Micelio sterile 1  

X X 

28 

Pythium F. equiseti F. oxysporum X a)F. sez. Liseola 

a.1)Micelio 

sterile  

Pythium 

29 
Micelio sterile  Micelio sterile  F. equiseti  

X 
a)F. equiseti 

a.1)F. oxysporum 

Pythium 

30 
Pythium Micelio sterile 1  Pythium F. oxysporum 

X 
Micelio sterile 5  

 

In Tavola II sono riportate alcune immagini ottenute al microscopio composto, illustranti 

gli isolati provenienti dai terreni inoculati con la paglia trattata (a) e non trattata (b) con 

DON. 

 

Per riassumere, dai risultati emersi dalle identificazioni sono stati calcolati i numeri di 

isolamenti totali per le due tesi (CTRL e DON) di ciascun terreno e il numero di isolati 

presenti in esse, separati per genere e laddove possibile per specie (Tabella 4.7). Non si 

evincono differenze rilevanti nelle percentuali di identificazione ottenute per i CTRL e per 

le tesi trattate con DON. Si può ipotizzare che la presenza della micotossina nel substrato 

utilizzato come esca, non influenzi la competizione per la paglia da parte dei funghi 

filamentosi presenti nel terreno. 
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Dalla tabella 4.7, non solo è evidente un’abbondanza di miceli sterili in tutti e tre i terreni 

saggiati, ma il genere più frequente risulta essere Fusarium, di cui sono stati identificate 

diverse specie, alcune delle quali patogene del frumento e micotossinogene (F. culmorum e 

F. graminearum) e altre ricorrenti in ciascun terreno (F. equiseti, F. oxysporum e Fusarium 

sezione Liseola). Ad eccezione della tesi CTRL del terreno misto, F. equiseti è risultata  

essere la specie più presente in ciascuna tesi.  

Dopo Fusarium, il genere Pythium appare il più diffuso in tutti e tre i terreni. Tutti gli 

isolati, ad eccezione del MISTO C2 29a, all’analisi microscopica hanno mostrato 

differenziazione di oogoni di tipo spinoso, il che lascia ipotizzare l’appartenenza alle 

specie P. oligandrum, P. mycoparasiticum, P. achanticum, P. achantaphorum, P. 

periplocum ecc…(caratterizzati da oogoni spinosi), noti per la loro attività micoparassitaria 

verso numerose specie di funghi fitopatogene, tra cui quelle appartenenti al genere 

Fusarium (in modo particolare F. culmorum).  

E’ opportuno spendere alcune parole per sottolineare come un genere, che nel terreno trova 

uno dei propri habitat preferiti e che racchiude numerosi isolati caratterizzati da un’elevata 

capacità di competere per il possesso della paglia presente nel terreno, sia stato isolato solo 

in un caso. Si tratta del genere Trichoderma, saprotrofo di origine tellurica, che è stato 

recuperato solamente nel terreno misto, tesi CRL, replica 2, colonia 2b (Tabella 4.4). E’ 

altresì importante sottolineare, comunque, la scarsa incidenza di Trichoderma risultante 

dagli isolamenti da terreno, volti a valutarne la componente micotica indigena (Tabelle 4.1, 

4.2 e 4.3). 
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Tabella 4.7 Numero di ceppi appartenenti ai diversi generi, risultanti dalla prova di isolamento da terreni diversi, 

utilizzando paglia (trattata e non trattata con DON) come esca. 

 

  

  
TERRENO MISTO 

TERRENO 

ARGILLOSO 

TERRENO 

SABBIOSO 

GENERE 
n° TOT 

isolamenti 

CTRL 

n° TOT 

isolamenti 

DON 

n° TOT 

isolamenti 

CTRL 

n° TOT 

isolamenti 

DON 

n° TOT 

isolamenti 

CTRL 

n° TOT 

isolamenti 

DON 

Fusarium 56 50 23 27 46 23 

  Fusarium sp. 1 6 1 2 6 3 

  F.  equiseti 14 19 12 10 14 6 

  F. oxysporum 24 16 6 6 6 5 

  

F. oxysporum o 

sez. Liseola  
1 0 0 2 0 0 

  F. sez. Liseola 8 6 1 5 6 4 

  F. proliferatum 0 0 0 0 2 0 

  F. solani 4 2 3 1 10 3 

  F. lateritium 3 0 0 1 0 0 

  F.subglutinans 0 0 0 0 0 1 

  F. culmorum 1 0 2 0 2 1 

  F.graminearum 0 1 0 0 0 1 

  F. tricintum 0 0 1 0 0 0 

Pythium 7 8 0 5 16 5 

Chaetomium 4 5 4 4 0 3 

Mucoraceae 1 0 0 1 1 0 

Trichoderma 1 0 1 0 0 0 

Cephalosporium 0 0 1 0 0 2 

Coelomycetes 0 0 0 3 3 0 

Clonostachys 0 0 0 1 0 1 

Stachybotrys 0 1 0 0 1 0 

Alternaria 0 0 2 0 0 0 

Stemphyllium 0 0 0 1 0 0 

Myrothecium 1 3 1 0 0 0 

Colletotrichum 0 0 0 1 0 0 

Miceli sterili 55 61 58 58 36 24 

TOTALE 125 128 93 101 103 59 

 

Infine, confrontando la tabella 4.7 con le tabelle 4.1, 4.2 e 4.3, indicanti la composizione 

del micobiota presente nei tre terreni, è evidente una certa selezione esercitata dalla paglia 

che ha portato all’esclusione di alcuni generi, come Aspergillus, Penicillium, o 

Verticillium.   
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4.4 Antagonismo e micoparassitismo “in vitro”  

Le osservazioni condotte sugli isolamenti ottenuti utilizzando la paglia (trattata e non 

trattata con DON) come esca interrata nei tre diversi terreni hanno mostrato che Fusarium 

e Pythium sono i generi maggiormente rappresentati. Il genere Pythium racchiude 

numerose specie distinguibili sulla base di alcuni caratteri morfologici, tra cui la 

produzione di oogoni lisci o spinosi. Numerose specie differenzianti oogoni spinosi, come 

già accennato nel precedente paragrafo, contengono isolati noti per la loro attività 

antagonistica e micoparassitaria verso funghi fitopatogeni, tra cui specie appartenenti al 

genere Fusarium.  

Sulla base di quanto fin qui detto, la parte finale del lavoro di tesi è stata dedicata ad una 

preliminare valutazione delle potenzialità antagonistiche e micoparassitarie di alcuni isolati 

di Pythium nei confronti di alcuni isolati di Fusarium. La scelta degli accoppiamenti 

patogeno/potenziale antagonista è stata fatta, come descritto nei materiali e metodi, sulla 

base delle tesi da cui si erano sviluppati i funghi in questione. Inoltre, agli stessi test di 

antagonismo e micoparassitismo è stato sottoposto l’unico isolato di Trichoderma ottenuto 

dalla prova di valutazione dell’effetto del DON, che è stato accoppiato con un isolato di 

Fusarium proveniente dalla stessa tesi.  

4.4.1 Culture duali  

Sulle piastre delle colture duali (vedi § 3.6.1) sono stati eseguiti rilievi sull’accrescimento 

radiale delle colonie del patogeno dopo 24, 48 e 54 h dall’inoculo dell’antagonista (cioè 

fino al contatto tra le due colonie). Le misurazioni (cm) sono state effettuate sui raggi delle 

colonie, utilizzando come controlli quelli in direzione laterale (Rc1 e Rc2), e come 

“sintomo” d’inibizione quello nella direzione dell’antagonista (Rfp).  Con i valori raccolti 
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sono stati costruiti i grafici riportati di seguito, dove sulle ascisse è indicato il tempo 

(espresso in ore), e sulle ordinate le misure dei raggi (espressi in cm). Poiché, sia 

l’antagonista che il patogeno hanno mostrato velocità di crescita piuttosto elevate ma, 

comunque, non comparabili, per la realizzazione dei grafici sono state utilizzate solo le 

colture duali in cui il patogeno è stato inoculato 24 h prima dell’antagonista.  
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Figura 4.1 Grafici riportanti i valori dei raggi del patogeno espressi in cm. Il valore del raggio di controllo 

rappresenta la media dei 6 valori ottenuti ad ogni rilevamento.  

 

Dai grafici sopra riportati si evince che tutti i Fusarium, tranne F. equiseti argilloso D2 30b 

e D1 7a, mostrano, nella direzione controllo, un aumento nell’accrescimento radiale lineare 

in funzione del tempo su PDA, probabilmente dovuto alla bassa velocità di crescita dei sue 

isolati. Su PDA, le misure dei raggi nella direzione dell’antagonista di F. graminearum 

sabbioso D3 19b, F. culmorum sabbioso C2 21a, F. sez. Liseola misto D2 24a, F. sez. 

Liseola misto C3 22a e F. graminearum misto D3 23a indicano, dopo 24 h dall’inoculo del 
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Pythium, valori comparabili con quelli dei rispettivi controlli; col passare del tempo 

l’accrescimento dei raggi verso il Pythium subisce una sostanziale interruzione 

dell’accrescimento fino a fermarsi alle 54 h, quando giunge a ridosso della colonia 

dell’antagonista. Per  F. sez. Liseola misto D2 24a l’effetto dell’inibizione è apprezzabile 

solo dopo 54 h in quanto prima le misure del raggio controllo e del raggio verso 

l’antagonista non sono differenti. Su WA i raggi mostrano andamenti simili a quelli su 

PDA: per il F. graminearum misto D3 23a la differenza nell’accrescimento radiale su WA 

tra Rc e Rfp è apprezzabile solo dopo 54 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2 Foto delle colture duali inoculate con il patogeno 48 h prima dell’antagonista. Le foto sono state 

effettuate dopo 96 h dall’inoculo dell’antagonista  (48 h dopo il contatto tra le colonie).  

F. graminearum sabbioso D3 19b vs Pythium D3 21a F. culmorum sabbioso C2 21a vs Pythium C2 1a 

F. graminearum misto D3 23a vs Pythium D3 9a F. culmorum sabbioso C1 20b vs Pythium C1 14a 
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Dall’analisi visiva delle piastre delle colture duali inoculate con il patogeno 48 h prima 

dell’antagonista (fig. 4.2) è ben riconoscibile l’effetto inibitorio del Pythium nei confronti 

del Fusarium. 48 h dopo il contatto tra le due colonie è evidente il cordone d’inibizione 

(barrage) nel punto di contatto.  

F. sezione Liseola sabbioso C3 8b mostra una diminuzione nella velocità di accrescimento 

del raggio Rfp, rispetto al Rc, quando si avvicina alla colonia del Pythium, con differenze 

apprezzabili solo all’ultimo rilievo.  

Il periodo di incubazione delle piastre non è stato, invece, sufficiente per F. culmorum 

sabbioso C1 20b per mostrare un arresto della crescita nella direzione dell’antagonista. 

Come mostrato nel grafico, sebbene esiste un rallentamento verso Pythium su entrambi i 

substrati, la tendenza delle curve rimane quella di aumento lineare. 

F. culmorum sabbioso D2 7a, F. equiseti misto C1 28a, F. sez. Liseola misto D1 15b non 

sembrano risentire dell’effetto del Pythium. I valori dei raggi nella direzione controllo e 

nella direzione dell’antagonista non sono differenti su entrambi i substrati. 

Sebbene dai grafici relativi a F. equiseti argilloso D3 6a, il patogeno sembrerebbe non 

risentire dell’effetto inibitorio dei due isolati di Pythium testati, dall’analisi visiva delle 

piastre (figura 4.3) è evidente come la colonia del patogeno abbia subito un arresto della 

crescita e sia stata circondata dall’antagonista decisamente più veloce. 
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 Figura 4.3 Foto delle piastre delle colture duali di F. equiseti argilloso D3 6a contro Pythium argilloso D3 

8a e D3 25a. Le foto sono state scattate dopo 48 h dal contatto delle due colonie (96 h dopo l’inoculo 

dell’antagonista).  

 

F. equiseti argilloso D1 7a mostra un andamento diverso a seconda dell’isolato antagonista 

utilizzato nelle colture duali. Contro Pythium argilloso D3 3b il patogeno mostra un 

andamento uguale dei raggi (Rfp e Rc) su PDA mentre su WA, dove la crescita del 

Fusarium è in generale più veloce, sembra subire un rallentamento in presenza 

dell’antagonista. Quando allevato in coltura duale con Pythium argilloso D1 6b, F. equiseti  

su WA cresce più velocemente che su PDA ma non dà segni di rallentamento dovuto alla 

presenza dell’antagonista. Particolare è il comportamento su PDA dove, il Fusarium ha 

una crescita minore nella direzione controllo rispetto a quella verso Pythium.  

 

 

 

 

F. equiseti argilloso D3 6a vs Pythium D3 8a F. equiseti argilloso D3 6a vs Pythium D3 25a 
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Anche l’unico isolato di Trichoderma, quando posto in coltura duale con F. sezione 

Liseola misto C2 22b, sembra inibire la crescita del patogeno sia su PDA che WA. I valori 

del raggio del Fusarium verso l’antagonista rimane comparabile con quello di controllo 

fino alle 48 h, per poi iniziare a distanziarsi fino ad essere differente dopo 72h.  

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.4 Grafici dell’accrescimento radiale di F. sez. Liseola in coltura duale con Trichoderma sp. su PDA 

e WA.   
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Come è possibile osservare nella foto riportata di seguito (fig. 4.5), la capacità di 

Trichoderma di crescere e sporulare sulla colonia di Fusarium è piuttosto evidente. 

Sull’intera superficie della colonia del patogeno sono visibili strutture miceliari aeree 

portanti conidi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5 Foto di una piastra di Trichoderma sp  (T) in coltura duale con  F. sez. Liseola (F) su PDA. 

  

4.4.2 Produzione di coilings 

Dalle osservazioni effettuate al microscopio composto su vetrini contenenti porzioni di 

cellophane prelevate nel punto di contatto tra le colonie del patogeno e degli antagonisti (§ 

3.6.2), è stato possibile osservare la formazione di avvolgimenti ifali e/o lacci da parte di 

diversi isolati di Pythium. In particolare, gli isolati di Pythium misto D1 15b e argilloso D1 

6a, che dai dati di inibizione della crescita non avevano dato risultati evidenti, al 

microscopio si sono distinti per la capacità di formare coilings e corte ramificazioni o lacci 

(figure 4.6 e 4.7). 
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Figura 4.6 Coilings di Pythium argilloso D3 6a attorno ad un’ifa di Fusarium. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 4.7 Lacci di Pythium misto D1 15a attorno ad un’ifa di Fusarium   
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Gli altri isolati di Pythium, mostratisi capaci di inibire la crescita del Fusarium, hanno 

evidenziato una maggiore capacità di micoparassitizzare i conidi (come descritto nel 

paragrafo seguente), rispetto alla capacità di produrre avvolgimenti ifali attorno le ife del 

patogeno.  

 

4.4.3 Micoparassitismo dei macroconidi 

Questa prova è stata condotta per saggiare la capacità degli isolati di Pythium di 

micoparassitizzare i macroconidi degli isolati di Fusarium. Dall’analisi al microscopio dei 

vetrini allestiti come descritto nel § 3.6.3 sono stati contati i numeri di oogoni presenti in 

20 campi scelti a caso sia del controllo che delle piastre inoculate prima con la sospensione 

dei conidi e poi con i dischetti di Pythium, per testare l’effetto del parassitismo dei 

macroconidi sulla produzione di oogoni da parte dell’antagonista. Inoltre sugli stessi 

vetrini, per individuare la percentuale di conidi parassitizzati, sono stati contati “random” 

su un totale di 100 conidi, quanti si mostravano pieni e quanti erano svuotati del contenuto 

citoplasmatico.  

In generale i risultati maggiormente apprezzabili sono stati ottenuti per gli isolati di 

Pythium sp. accoppiati con  F. graminearum misto D3 23a, F. culmorum sabbioso C2 21a, 

F. sez. Liseola misto D2 24a, F. sez. Liseola misto C3 8b e F. culmorum sabbioso C1 20b, 

gli stessi che avevano subito una inibizione della crescita da parte di Pythium nelle prove 

di antagonismo in piastra.  

Per quanto riguarda il numero di oogoni di Pythium è stata osservata una tendenza generale 

a differenziare una maggiore quantità di oogoni su substrato WA in presenza dei conidi di 

Fusarium rispetto al controllo non inoculato con Fusarium. I dati ottenuti dalla media 
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totale dei 20 campi per ognuna delle tre repliche esaminate, riportati nella tabella seguente, 

confermano quanto sopradetto. 

 

Pythium sp vs: 
N° di oogoni 

differenziati nel 

controllo non inoculato 

N° di oogoni differenziati in 

presenza di conidi di Fusarium  

F. sez. Liseola misto D2 24a 4.5 ± 1,767  11,66 ± 1.665  

F. graminearum misto D3 23a 9.33 ± 2.419 15.76 ± 3.583 

F. culmorum sabbioso C2 21a 3.05 ± 2.622 4.93 ± 2.187 

F. sez. Liseola misto C3 8b  11.91 ± 2.218 17.23 ± 5.040 

F. culmorum sabbioso C1 20b 7.46 ± 2.107 11.2 ± 0.589 

 

Tabella 4.8 Calcolo della media totale del numero di oogoni presenti in 20 campi di 3 repliche differenti con 

le relative deviazioni standard per il controllo e per la prova in presenza di conidi di Fusarium.  

 

Per quanto riguarda la percentuale di conidi parassitizzati (Tab 4.9), è stato calcolato che il 

numero medio (ottenuto mediando la somma di conidi vuoti o pieni ottenuta dalle 3 

repliche) di conidi svuotati del contenuto citoplasmatico per tutti gli isolati di Fusarium 

sopra indicati è risultato essere superiore a quello dei conidi pieni. In particolare, l’isolato 

F. sez. Liseola misto C3 8b presentava l’80.0± 9.85% di conidi svuotati del tutto o solo 

parzialmente del contenuto citoplasmatico così come per l’isolato F. graminearum misto 

D3 23a, per il quale è stato calcolato il 69.33% ± 4.16 di conidi vuoti.  

 

Pythium sp vs: % conidi vuoti  

F. sez. Liseola misto D2 24a 65.33 ± 12.86 

F. graminearum misto D3 23a   69.33 ± 4.16  

F. culmorum sabbioso C2 21a 61.33 ± 21.07 

F. sez. Liseola misto C3 8b  80 ± 9.85 

F. culmorum sabbioso C1 20b 56.33 ± 3.78 

 

Tabella 4.9 Calcolo della percentuale media del numero di conidi svuotati del contenuto citoplasmatico con 

le relative deviazioni standard. 
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Di seguito sono riportate alcune foto effettuate al microscopio composto raffiguranti 

esempi di macroconidi parassitizzati. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.8 Conidi di F. culmorum sabbioso C1 20b avvolti dalle ife di Pythium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9 Conidio di F. graminearum misto D3 23a completamente parassitizzato dalle ife di Pythium che 

lo hanno avvolto, penetrato e svuotato del contenuto citoplasmatico.  
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Figura 4.10 Visione d’insieme contenente conidi pieni e svuotati del tutto o parzialmente del contenuto 

citoplasmatico dell’isolato F. graminearum misto D3 23a. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.11 Conidi di F. sez. Liseola misto D2 24a avvolti e penetrati dalle ife di Pythium. 
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Infine, dalle osservazioni condotte sulle piastre di PDA seminate con la sospensione di 

macroconidi di Fusarium e inoculate con i cinque dischetti di Pythium, in alcuni casi è 

stata osservata la formazione di aloni di inibizione della crescita e sporulazione di 

Fusarium nell’intorno dei dischetti dell’antagonista. Nelle foto di seguito riportate è 

mostrato questo ulteriore aspetto di inbizione esercitato da Pythium misto D1 15a vs F. 

sezione Liseola misto D1 15b, Pythium misto D2 24a vs F. sezione Liseola D2 24a, 

Pythium misto D3 9a vs F. graminearum misto D3 23a, Pythium sabbioso D3 21a vs F. 

graminaerum sabbioso D3 19b, Pythium sabbioso C1 14a vs F. culmorum C1 20b e, infine, 

Pythium sabbioso C2 1a vs F. culmorum C2 21a  

  

Figura 4.12 Inibizione di F. sezione Liseola misto D1 15b da parte di Pythium misto D1 15a (A) e di F. 

sezione Liseola D2 24a da parte di Pythium misto D2 24a (B). 

 

  
 
Figura 4.13 Inibizione di F. graminearum misto D3 23a da parte di Pythium misto D3 9a (A) di F. 

graminaerum sabbioso D3 19b da parte Pythium sabbioso D3 21a (B). 

 

A B 

A B 
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Figura 4.14. Inibizione di da parte di F. culmorum C2 21a da parte di Pythium sabbioso C2 1a (A) e di F. 

culmorum C1 20b da parte Pythium sabbioso C1 14a (B). 

 

 

Infine, particolarmente interessante risulta essere il comportamento dell’unico isolato di 

Pythium non differenziante oogoni spinosi (misto C2 29a). Questo ceppo, ad 

accrescimento molto lento, non mostra nessuna attività di inibizione della crescita, 

antagonismo o micoparassitismo nei confronti di F. culmorum misto C2 25a utilizzato 

nelle colture duali. In modo particolare, come evidente in Fig. 4.15 dove è mostrato il 

confronto tra le piastre di PDA inoculate solo con i dischetti di Pythium e quelle inoculate 

con i dischetti dopo semina dei conidi di Fusarium, il patogeno sembra prendere il 

sopravvento della colonia, crescendo e sporulando sui dischetti di Pythium. 

  

 

Figura 4.15 Accrescimento di Pythium misto C2 29a inoculato da solo su PDA (A) e su piastra 

precedentemente seminata con conidi di F. culmorum misto C2 25a (B). 

A B 

A B 
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5. DISCUSSIONE 
 

 

In questi ultimi anni sempre maggiore attenzione è rivolta ai temi legati alla sicurezza 

alimentare, sia a livello nazionale che internazionale. La presenza di micotossine, in 

particolare di deossinivalenolo (DON), nel frumento e nei derivati, segnalata in varie 

indagini condotte nell’ambito di progetti europei ed internazionali, oltre a costituire un 

argomento prioritario in termini di sicurezza alimentare, rappresenta un importante 

problema di campo associato alla fusariosi della spiga (Campagna et al., 2005). Le 

micotossine che con più frequenza sono ritrovate nel frumento, sia tenero che duro, sono 

prodotte dai funghi appartenenti al genere Fusarium, in particolare F. graminearum e F. 

culmorum, agenti causali della furiosi della spiga e produttori di deossinivalenolo (DON). 

L’incidenza e la gravità della malattia e la frequenza e i livelli di contaminazione di DON 

nelle cariossidi dipendono da vari fattori tra cui la quantità di inoculo presente nei residui 

colturali del terreno (di cui la paglia ne è un’abbondante componente) e le condizioni 

climatiche (Pascale et al., 2002). 

Al di là dell’importanza economica e sanitaria delle micotossine, poco si sa circa il ruolo 

che questi metaboliti secondari giocano da un punto di vista ecologico. Sorge spontaneo 

chiedersi se il dispendio energetico affrontato da questi organismi per sintetizzare e 

rilasciare le micotossine possa trovare riscontro in un vantaggio competitivo da parte dei 

produttori nei confronti degli altri microrganismi, potenziali antagonisti o competitori. In 

alcuni lavori, sfortunatamente non molto recenti, riguardanti l’interazione tra diversi funghi 

micotossinogeni, si ipotizza che la differente quantità di micotossine prodotte  da parte di 

due o più specie possa rappresentare un fattore competitivo (antagonismo chimico). La 

produzione di metaboliti secondari fungini potrebbe avere un significato ecologico poiché 
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potrebbe conferire una fitness migliore agli organismi produttori (Bruehl et al., 1972; Park, 

1960; Reid et al., 1999). In conformità a queste premesse, la prova principale condotta 

all’interno di questa tesi è stata incentrata sulla valutazione dell’effetto del DON, presente 

sui residui colturali di frumento (porzioni di paglia trattate e non trattate con la micotossina 

e interrate in tre diversi terreni coltivati a frumento), sulla competizione per la paglia da 

parte di funghi filamentosi tellurici. I dati ottenuti non hanno evidenziato nessun effetto 

della micotossina sulla diversità del micobiota recuperato in fase di isolamento ed 

identificazione, il che lascia ipotizzare a una mancanza di ruolo ecologico del DON, a 

giustificare l’attuale scarsa disponibilità di lavori consultabili circa l’argomento oppure la 

non adeguatezza della metodologia impiegata per studiare il fenomeno. Prendendo in 

considerazione il protocollo da noi seguito, un fattore limitante la esatta valutazione del 

potenziale ruolo del DON nella colonizzazione della paglia, potrebbe essere rappresentato 

dalla durata della prova. L’interramento delle esche trattate e non trattate con la 

micotossina, durato 7 giorni, potrebbe essere insufficiente per determinare una selezione 

dei miceti colonizzatori, ma, d’altra parte, un’incubazione lunga potrebbe non garantire la 

stabilità della molecola che, come è noto, può essere soggetta ad alterazioni strutturali 

inficianti la tossicità, da parte di batteri e funghi indigeni del terreno (Shima et al., 1997; 

Karlovsky, 1999).  

La diversità delle specie e dei generi recuperati dai pezzetti di paglia non sembra essere 

particolarmente ampia, nonostante nel precedente test di valutazione dei funghi indigeni 

presenti negli stessi terreni, fossero rappresentati alcuni generi in seguito non recuperati 

dalle esche. Generi come Penicillium, Verticillium e Alternaria, normalmente presenti in 

abbondanza in terreni naturali e coltivati (Domsch et al., 1980), isolati nella prima prova, 

non sono stati ritrovati nel successivo test di colonizzazione della paglia, 
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indipendentemente dalla presenza o assenza di DON. Invece, il genere più rappresentato, 

sia nei terreni prima della prova che dagli isolamenti su paglia, è risultato essere Fusarium. 

La composizione della popolazione microbica che colonizza il materiale vegetale in 

decomposizione (Bryehl e Lai, 1966; Frankland, 1981) è oggetto di studi da molti anni, e 

sono a disposizione informazioni riguardanti la composizione del micobiota presente sulla 

paglia in decomposizione. Già nel 1985, Harper and Lynch indicarono Fusarium spp., 

insieme a Trichoderma spp. e Chaetomium spp. come i maggiori responsabili della 

degradazione dei residui della coltivazione del frumento. 

Andando a verificare attentamente i generi fungini da noi recuperati dai pezzetti di paglia, 

è possibile notare come si tratti per lo più di miceti ad accrescimento piuttosto veloce. Il 

tipo di protocollo utilizzato, probabilmente non è esaustivo per avere un quadro generale 

del micobiota che effettivamente colonizza la paglia. L’isolamento su un mezzo povero, 

quale l’agar-acqua da noi utilizzato, favorisce un rapido accrescimento delle colonie, il che 

non ha permesso tempi di incubazione maggiori che avrebbero potuto favorire il recupero 

di isolati ad accrescimento più lento. Per isolare e mettere in coltura l’intera gamma di 

funghi colonizzatori sarebbe necessario l’uso di substrati speciali designati per selezionare 

anche i taxa più difficili, caratterizzati da una crescita lenta o stentata (Mueller et al., 

2004). Altrettanto importante al fine del completamento dell’inventario dei funghi isolati è 

l’identificazione dei miceli sterili, abbondantemente recuperati nelle nostre prove, nonché 

il campionamento di tutti quegli individui definiti non colturabili. Nel primo caso, poco 

efficaci si sono dimostrati i vari tentativi di indurre la sporulazione attraverso esposizione a 

fonti di luce diverse (Leach 1961, 1963) e allevando gli isolati in presenza di differenti 

fonti nutritive (Wang e Wilcox, 1985; Petrini, 1986). Un approccio utile per 

l’identificazione dei miceli non sporulanti è rappresentato dall’impiego di tecniche 
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molecolari che prevedono l’amplificazione e il sequenziamento di particolari geni, tra cui 

quelli appartenenti al cluster genico del rDNA, particolarmente la regione ITS, oppure 

attraverso un approccio multigenico (Lord et al., 2002; Anderson et al., 2003). Per quanto 

riguarda l’insieme di individui definiti non colturabili ma associati al substrato paglia, di 

aiuto potrebbe essere l’impiego di tecniche molecolari di fingerprinting, quali la DGGE 

(elettroforesi su gel in gradiente di denaturazione ) o la TGGE (elettroforesi su gel in 

gradiente di temperatura), di recente adottate e applicate allo studio di comunità fungine 

(Kennedy e Clipson, 2003; Osor-Sichler et al., 2006). 

Negli anni passati uno sforzo rilevante è stato compiuto per lo sviluppo e l’uso di fungicidi 

in grado di controllare le specie di Fusarium patogene al fine di prevenire le infezioni e la 

produzione di micotossine. Un numero consistente di prove è stato allestito con numerosi 

fungicidi sistemici per controllare Fusarium spp. su cereali, in particolare frumento, 

laddove la contaminazione naturale con deossinivalnolo e nivalenolo era stata registrata a 

livelli preoccupanti. Già nel 1990, Snijders and Perowski dimostrarono una relazione 

diretta tra la naturale incidenza della fusariosi della spiga e un accumulo di DON su 

granella di frumento. I risultati ottenuti testando un ampio range di fungicidi hanno portato 

alla conclusione che, in alcuni casi, sebbene capaci di controllare la malattia, questi 

composti determinano un incremento del livello di DON (Magan et al. 2002; Mathies e 

Buchenauer, 1996). E’ noto, infatti, che funghi saprofiti e patogeni minori, conosciuti 

anche per la loro maggiore sensibilità ai fungicidi, possono contribuire alla soppressione di 

alcune specie patogene, attraverso la competizione per i nutrienti disponibili e per lo spazio 

(Liggitt et al., 1997). Un antagonismo di questo tipo è stato osservato tra specie di 

Fusarium e Microdochium bollesi (Reinecke et al., 1979), così come è emersa una 

correlazione tra alti livelli di un isolato saprofita di Alternaria alternata e un abbassamento 
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di livelli nell’accumulo di DON in pieno campo (Gonzalez et al., 1999). Tali scoperte 

potrebbero suggerire che la rimozione di funghi non produttori di tossine dalle piante 

coltivate attraverso l’impiego di fungicidi potrebbe risultare in una mancanza di 

competizione e, quindi, in uno stabile incremento di patogeni produttori di micotossine che 

risultano essere meno sensibili ai fungicidi (Simpson et al., 2001). Recentemente sono stati 

condotti alcuni studi volti a testare un range di microrganismi potenziali antagonisti di 

isolati di Fusarium spp. patogeni di diversi cereali tra cui il frumento (Dawson et al., 

2002a 2002b; Aldred e Magan, 2004). Questi sono risultati essere in grado di diminuire la 

sporulazione di diverse specie di Fusarium su cereali e contenere, in maniera significativa, 

la produzione e l’accumulo del DON.  

I risultati ottenuti dalla prove condotte nella prima parte del lavoro sperimentale, come già 

descritto, suggeriscono che nella comunità fungina che colonizza la paglia esistano funghi 

che non risentono della presenza della micotossina di cui, al contrario, è ben nota la 

tossicità verso gli eucarioti. Questo suggerisce che funghi saprofiti di origine tellurica 

siano in grado di vivere anche in presenza di deossinivalenolo, ignorandone la presenza o 

detossificando e/o degradando la molecola (Karlovsky, 1999). In modo particolare, alla 

luce dell’abbondante presenza di isolati di Pythium risultante come il secondo genere più 

frequentemente isolato (di cui un ampio numero è composto da ceppi in grado di 

differenziare oogoni spinosi e quindi probabilmente ascrivibile a specie a nota attività 

micoparassitaria e antagonistica) la seconda parte dell’attività sperimentale è stata 

concentrata sulla valutazione dell’attività micoparassitaria di questi isolati nei confronti di 

ceppi di Fusarium spp. scelti tra quelli potenzialmente patogeni del frumento e produttori 

di DON. 
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Il genere Pythium, e in particolare la specie P. oligandrum è da tempo noto per la sua 

capacità di antagonizzare e micoparassitizzare numerose specie fungine fitopatogene 

(Brozova, 2002). Di particolare interesse per il nostro lavoro è la capacità di agire nei 

confronti della sporulazione di alcuni patogeni delle piante, come F. culmorum. E’ stata 

dimostrata una significativa correlazione tra la formazione di zoospore di P. oligandrum e 

la degradazione dei conidi di Fusarium. Il contatto casuale tra le ife del micoparassita e 

quelle dell’ospite è seguito da un blocco della crescita del patogeno, lisi, vacuolizzazione e 

coagulazione del citoplasma, penetrazione e crescita del micoparassita all’interno delle ife 

attaccate. Il parassitismo dei conidi si esplica, inoltre, in una rapida perdita del contenuto 

citiplasmatico, seguito dalla degradazione della parete cellulare (Hocknehull et al., 1995). 

Quanto descritto, è stato osservato in numerosi accoppiamenti allestiti nelle nostre prove. 

Questo risultato lascia aperta la concreta possibilità di proseguire con la sperimentazione e 

sviluppare, in seguito, uno o più dei nostri isolati di Pythium (dopo la loro assegnazione a 

livello di specie) per la lotta a F. culmorum e F. graminaerum, quale strategia nel 

contenimento della malattia su frumento e dell’accumulo conseguente di micotossine sulle 

cariossidi. Già dal 1994, infatti, prima nella Repubblica Ceca e ora diffusa nel mondo, la 

preparazione commerciale biologica conosciuta come Polygandron® è impiegata nella 

lotta a numerosi patogeni vegetali tra cui R. solani e S. sclerotiorum e ha dimostrato 

un’efficacia comparabile con quella del Thiram (Velsely et al., 1989; Velsely, 1991; 

Velsely e Koubova, 1993). Il biofungicida, contiene oospore di P. oligandrum ed è 

commercializzato per il trattamento di semi e plantule contro patogeni delle orticole e 

contro il “damping-off” del frumento.  

I risultati sin qui ottenuti rappresentano solo la prima e preliminare fase di studi che 

andranno approfonditi proseguendo l’indagine ecologica attraverso uno studio molecolare 
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dell’intera comunità fungina associata alla paglia in presenza di DON e la messa a punto di 

un protocollo in cui il fattore tempo e il tipo di terreno utilizzato verranno valutati 

attentamente per stimate l’effetto ecologico della micotossina. In parallelo, notevole 

attenzione dovrà essere rivolta a quei funghi che sono stati capaci di competere per la 

colonizzazione della paglia anche in presenza di deossinivalenolo, al fine di valutare il 

meccanismo d’azione che può aver contribuito alla mancanza di effetti della micotossina. 

Infine, potrà essere approfondito lo studio dell’attività di micoparassitismo e antibiosi degli 

isolati di Pythium quale strategia di contenimento delle fusariosi della spiga di frumento, 

volta ad assicurare una maggiore qualità e sicurezza alimentare nella prevenzione di 

contaminazioni da micotossine. 
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7. APPENDICE 
 

Tavola I 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

6.71 µµµµm 

A 

17.01 µµµµm 

C 

17.01 µµµµm 

D 

Conidi e conidioforo di Trichoderma sp. (A) e Aspergillus sp.(B) da terreno argilloso; 

porzione terminale di sinnema (C) e particolare delle sete e conidi (D) di Trichurus 

spiralis da terreno sabbioso. 
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Zigospore di Absidia sp. (A, B e C) con particolare dei sospensori (B e C), conidiofori e 

conidi di Stachybotrys sp. (D e E) e conidiofori e conidi di Clonostachys sp. (F) da terreno 

argilloso. 

F 

26.43 µµµµm 

B 

23.5 µµµµm 26.43 µµµµm 

A 

C D 

6.57 µµµµm 

E 

13.30 µµµµm 
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Tavola II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peritecio di Chaetomium sp (A); oogonio spinoso di Pythium sp.(B); conidiofori di 

Clonostachys sp. di tipo pennicillato (C) e verticillato (D); conidiofori e conidi di 

Trichoderma sp. (E, F e G): 

 

A 

47 µµµµm 10.58 µµµµm 

B 

10.68 µµµµm 14.46 µµµµm 

C D 

E 

18.5 µµµµm 

F 

18.5 µµµµm 

G 

18.5 µµµµm 
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Conidi e conidiofori di Fusarium sezione Liseola (A e B); sporodochio e macroconidi di F. 

culmorum (C, D, E e F); sporodochio, conidioforo e conidi di F. graminearum (G, H e I).

A 

14.77 µµµµm 

B 

14.77 µµµµm 

16.9 µµµµm 

32.9 µµµµm 

D 

E F 

18.45 µµµµm 

G H 

22.03 µµµµm 
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