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RIASSUNTO

Lo studio “Lotta biologica &usarium solani f.sp. cucurbitaesu
zucchino” si colloca nellambito della difesa intata delle colture
orticole dalle fitopatie fungine, in particolareeijie causate da patogeni ad
habitat terricolo nei confronti dei quali € sempre piugiuente il ricorso a
mezzi di lotta diversi dai prodotti chimici.
Interessante e innovativa appare la prospettivilizzare microrganismi
adatti a svilupparsi nel suolo, competenti peidagfera delle piante e con
spiccate caratteristiche d’antagonismo verso i geio tellurici e di
stimolazione delle difese sistemiche della pianta.
Il marciume del colletto delle cucurbitacee, caostd diversi patogeni tra
cui Fusarium solanif.sp. cucurbitag rappresenta la principale malattia
fungina di tipo tellurica che colpisce lo zucchied il melone nella
Pianura Padana e che puo portare a consistenttgoprdduttive. Indagini
condotte dal 2004 da parte del Diproval nellareat#ognese, hanno
evidenziato un’elevata frequenza del patogeno stchmo coltivato
soprattutto in tunnel.
Considerata la carenza di conoscenze locdh. diolanif.sp.cucurbitaece
di mezzi chimici di lotta efficaci, la ricerca st@lha inteso approfondire la
diagnosi della malattia e le caratteristiche biabg degli isolati locali, e
valutare la possibilita di utilizzare metodi bioloigdi lotta contro questo
patogeno, nonché di studiare alcune delle possimialita d’azione di
microrganismi antagonisti.
Sono state pertanto prelevate, da zone diversBalegnese, campioni di
piante di zucchino che presentavano sintomi di mare del colletto ed é
stato isolato il patogeno, che in base alle carstighe morfologiche
macro e microscopiche, alle prove di patogenicitadiversi ospiti e a
saggi biomolecolari, e stato identificato corResarium solanif. sp.

cucurbitaeW.C. Snyder & H.N. Hansen razza 1.



Dagli isolati di campo sono state realizzate untinamo di colture
monosporiche venti delle quali sono state utiliezpér la prosecuzione
delle prove.

| venti ceppi sono stati saggiati per la loro patagita inoculandoli in
terriccio sterile e con trapianto di giovani piauiiezucchino. E’ risultata
un’elevata variabilita del livello di virulenza traceppi, stimata da 39% a
83% riguardo la gravita della malattia e da 61 29&er la frequenza di
malattia. Sono state condotte prove di accrescimemteliare che hanno
evidenziato differenze tra i ceppi e tra gli espemti condotti a tre diverse
temperature (17, 23 e 28°C) alla luce ed al bum.ctescita maggiore
complessivamente é stata ottenuta a 23°C. | we&=gpi hanno anche
mostrato di produrrein vitro, vari livelli di enzimi di patogenesi quali
cellulasi, poligalatturonasi, pectin liasi e praieaE’ stata evidenziata
unan correlazione significativa tra attivita cedisica e pectin liasica con
frequenza e gravita della malattia dei venti cejgbipatogeno.

Le prove relative al contenimento della malattimesstate condotte in
cella climatica. Sono stati considerati prodottmeoerciali (Remedier,
Rootshield, Cedomon, Mycostop, Proradix, Clonotryg base
rispettivamente dei seguenti microrganisniirichoderma harzianum
ICC012 + T. viride ICC080, T. harzianum T22, Pseudomonas
chlororaphis MA342, Streptomyces griseoviridi&61, P. fluorescens
proradix DSM13134 eT. harzianum+ Clonostachys rosgal prodotti
sono stati somministrati sul seme, al terreno e ssme+terreno
(esperimenti 1 e 2) e in vivaio, al trapianto eaudttrapianto (esperimenti
3 e 4), riproducendo situazioni di pratico impieddnoculazione del
patogeno (un ceppo ad elevata patogenicita, Fs7ureal a bassa
patogenicita, Fs37) e stata effettuata nel tercestoibuendo uno sfarinato
secco di semi di miglio e cereali colonizzati datqgeno. La malattia e
stata valutata come intensita e gravita. | prodattio stati impiegati in
situazioni di particolare stress, avendo favorigmtisolarmente la crescita

del patogeno. Complessivamente i risultati hannidlemziato effetti di



contenimento maggiore della malattia nel caso @gpo Fs37, meno
virulento. La malattia & stata ridotta quasi sengaetutti i formulati e
guello che I'ha ridotta maggiormente é stato Cedmmbcontenimento
della malattia somministrando i prodotti solo nedréno di semina o di
trapianto e stato in generale quello piu basswmrtenimento piu elevato e
stato ottenuto con la combinazione di due tipolodie trattamento,
seme-+terreno e vivaio+trapianto. Le differenze peodotti sono risultate
piu evidenti nel caso del ceppo Fs7.

Per quanto riguarda lo studio di alcune delle mtwad’'azione dei
microrganismi contenuti nei formulati piu efficad, stato verificato che
tutti sono stati in grado di inibire, se pur in ivamodo, la crescita del
patogenoin vitro. Gli antagonisti piu efficaci sono stédi. griseoviridis
K61 (Mycostop) eP. fluorescens proradixoSM13134). | ceppi di
Trichoderma ed in particolareT.harzianum T22 (Rootshield), sono
risultati i piu attivi colonizzatori del substratoRiguardo il fenomeno
dell’antibiosi, il batterioP. fluorescens proradi®oSM13134 ha mostrato
di produrre i metaboliti non volatili piu efficacel ridurre lo sviluppo del
patogeno. Nelle condizioni sperimentali adottatehani due ceppi df.
viride ICC080 eT. harzianumICCO012 hanno dimostrato di produrre
metaboliti efficaci. Tali risultati, anche se ré&laa provein vitro, possono
contribuire alla comprensione dei meccanismi decranganismi sul
contenimento dell’infezione relativamente al rappaliretto sul patogeno.
E’ stato inoltre verificato che tutti i microrgams saggiati sono dotati di
competenza rizosferica e solo i batteri di endsfit.

Si conclude che, nonostante I'elevata pressioredtind del patogeno che
ha certamente influito negativamente sull'efficacdai microrganismi
studiati, i microrganismi antagonisti possono aveneruolo nel ridurre

l'infezione diF. solanif.sp.cucurbitaerazza 1.
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1.1 LE CUCURBITACEE

Alla famiglia delle Cucurbitaceaeappartengono circa 760 specie, diffuse
sia nel Vecchio che nel Nuovo Continente. Un’impoté caratteristica
anatomica e rappresentata dai fasci fibrovascadlarifusto che sono di
tipo bicollaterale, provvisti cioe di 2 zone floetiche, I'una interna e
I'altra esterna al legno. Le foglie sono prive tipsle e mostrano una
disposizione alterna o spiralata; all'ascella détiglie sono frequenti i
cirri, che consentono un saldo ancoraggio ai tigpesso impiegati ad es.
per cetriolo. | fiori, generalmente sono unisessei@ttinomorfi, per lo piu
tetraciclici e pentameri ed hanno un calice di patie saldati alla base, e
una corolla normalmente simpetala, di 5 elemerniassi da 5 profondi
lobi. | fiori maschili possiedono 5 stami che atealisultano saldati per i
filamenti e perfino per le antere. Il fiore masehipud conservare i
rudimenti del gineceo. Quest'ultimo, nel fiore femite, & formato da 3
carpelli saldati in un ovario triloculare incluselrricettacolo e pertanto
nettamente infero.

Il frutto € una particolare bacca detta peponidémpollinazione e
entomofila.

Le Cucurbitacee piu importanti dal punto di vistaomico sono:

- cocomero Citrullus lanatug

- cetriolo Cucumissativug

- melone Cucumis melp

- zucchino Cucurbitapep9

- zucca Cucurbita maximg



1.2 LO ZUCCHINO

1.2.1 Caratteristiche botaniche

Lo zucchino é una pianta erbacea annuale con dppaicale fittonante
che puod raggiungere anche un metro e mezzo di nuitdo Ha
portamento eretto, cespuglioso oppure striscidotatelo € robusto con
ramificazioni pit 0 meno numerose ed allungatejctipli sono cavi,
pungenti e fragili e le foglie hanno lamina ampia &-7 lobi arrotondati.
Lo zucchino é una pianta monoica con fiori sitaditascella delle foglie. |
fiori presentano un calice a cupola, gamosepalao, aenti allungati e
sottili e una corolla campanulata imbutiforme.apporto tra fiori maschili
e femminili € un carattere varietale, pur essendfluenzato dalle
condizioni ambientali e di coltivazione: ad esemi@mperature elevate e
giorno lungo aumentano la produzione dei fiori nhdgcal contrario,
temperature basse e giorno corto shilanciano podp a favore dei fiori
femminili. Lo zucchino é una specie allogama a illipazione entomofila.
Il frutto € un peponide variabile secondo la caltivper forma, colore,
maculato o striato. L’epicarpo é sottile piu o méioio; la polpa €& bianca

senza cavita centrale.

1.2.2 Caratteristiche colturali

Lo zucchino, originario del’America centro setteomale, ha elevate
esigenze termiche che nei nostri ambienti si &ifo nel periodo

primaverile-estivo. Anche la disponibilita idricauin fattore produttivo

fondamentale, infatti nei periodi piu caldi risulta indispensabili

interventi irrigui.

La coltura, pur adattandosi a molti tipi di terrepoedilige quelli a medio

impasto, profondi, freschi, fertili, ricchi di sesiza organica, senza

ristagni idrici, con pH compreso tra 5,8 e 7 eai@lscarsamente la salinita.



Lo zucchino é una tipica coltura da rinnovo cheedprrotazione, spesso
succede a orticole con raccolta autunnale e puéreesltivata anche
come coltura intercalare estiva, dopo la raccaltanctereale.

E’ sconsigliabile ripetere la coltura sullo stegsweno prima di 3-4 anni o
coltivarla dopo Solanacee o altre specie apparteaka famiglia delle
Cucurbitacee, perché sarebbero facilitati gli attadi patogeni fungini,
nematodi e insetti.

Lo zucchino puo essere coltivato sia in pieno castmoin coltura protetta
a seconda delle aree climatiche di produzione espdicializzazione
colturale. La coltivazione in tunnel o serra € igah per ottenere |l
prodotto anche fuori stagione. Sia in pieno camip® in coltura protetta,
e diffusa la pratica della pacciamatura, eseguitesso sulla fila con
'impiego di film pacciamante in polietiiene dellarghezza di circa
centodieci-centoventi centimetri; questi film plestn genere possono
essere di tre tipi: trasparenti, fume e neri. mfiheri non permettono |l
passaggio della luce impedendo cosi lo svilupple @ebe infestanti.

Lo zucchino puo essere seminato direttamente irpoama e consigliabile
il trapianto. | vantaggi della semina diretta cetmno in uno sviluppo piu
profondo dell'apparato radicale ottenendo cosi tgigniu resistenti ad
esempio, ad interventi meccanici, alla siccita,. eckt trapianto, invece,
permette di ottenere una buona produzione dellotzno anche in terreni
tendenzialmente sciolti, consente di avere piu tempr preparare il
terreno per la messa a dimora delle piante e threvil diradamento.

La semina diretta si effettua quando le temperastabilizzano sui 15°C
(all'incirca alla fine di aprile per quanto concertha regione Emilia-
Romagna). Si dispongono circa 2-3 semi a circac3abdi profondita.
Dopo I'emergenza, quando la pianta ha 2-3 foglre & procede al dirado
in modo tale da lasciare una pianta per buca.

Per il trapianto si utilizzano piantine con 2-3 liegvere cresciute in

alveolari normalmente da 40-60 fori.
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Per quanto riguarda i sesti dimpianto, in pienompa si adotta
generalmente la semina a file singole distantidra circa 1 metro, con
densita di circa una pianta per metro quadratosersinato circa 2-3 kg
seme/ha (le densita e i sesti d'impianto varianase alle cultivar).

In coltura protetta lo zucchino viene spesso imjai@na fila binata che ha
il vantaggio di agevolare le operazioni colturaklld raccolta e di
permettere una maggiore densita d’'impianto per igliore sfruttamento
dellappezzamento. Adottando file binate con diséadi 0,6-0,7 metri tra
le file della bina e 1,0-1,3 metri tra le bineysalizzano investimenti che
possono arrivare fino a 2 piante a mewadrato. L’aumento della densita
favorisce lo sviluppo in altezza della pianta edeespesso indispensabile
'adozione di tutori.

Nelle colture in serra o tunnel & importante ariagg I'ambiente nei
periodi piu caldi per evitare un’eccessiva umiditee potrebbe ostacolare
'impollinazione e favorire l'insorgenza di malatfiin coltura protetta
talvolta sono necessari trattamenti brachizzangstayuire nelle prime fasi

di sviluppo per ridurre la crescita vegetativa aglianta.

1.2.3 Investimenti e produzione

Le tabelle successive riportano dati ISTAT, aggadiral 2007, relativi alla

superficie investita a zucchino e produzioni neliie regioni italiane

complessivamente in pieno campo e serra (Tab.€lsbjo in serra (Tab.
1.2).

Per quanto riguarda poi la provincia di Bologna, particolare, la

superficie investita e di 4.500 are , la produeiger ara di 4,4 quintali e

guella totale di 19.800 quintali.
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Tab. 1.1 - Coltivazione e produzione totali di Zuoa in Italia.

--- IN PIENO CAMPO E SERRA ---

Province e regioni Superficie Produzione in Produzione
totale (are) | quintali per ara totale in
quintali

PIEMONTE 1.504,52 206,8 311.104
LOMBARDIA 458,98 289,9 133.081
Trento 17,5 254,3 4.450
TRENTINO ALTO
ADIGE 17,5 2543 4.450
VENETO 1.239,90 306,9 380.584
FRIULI-VENEZIA
GIULIA 71,5 204,5 14.620
LIGURIA 1415 357,5 50.582
EMILIA-ROMAGNA 1.294,30 2319 300.170
TOSCANA 558,42 2245 125.355
UMBRIA 49 320,4 1.570
MARCHE 368,55 272,7 100.518
LAZIO 2.781,50 536,7 1.492.898
ABRUZZO 310,8 303,2 94.246
CAMPANIA 1.068,50 272,8 291.449
PUGLIA 1.702,00 207,6 353.400
BASILICATA 150 1154 17.316
CALABRIA 1.429,60 275,3 393.561
SICILIA 3.096,48 399,6 1.237.474
SARDEGNA 335,46 203,2 68.161
ITALIA 16.534,41 324.8 5.370.539
Nord 4.728,20 252,7 1.194.591
Centro 3.713,37 463,3 1.720.341
Meridione 8.092,84 303,4 2.455.607




Tab. 1.2 — Coltivazione e produzione di zucchintaha, in serra.

--- IN SERRA---
Province e regioni Superficie Produzione in| Produzione
totale (are) | quintali per arg totale in
quintali
PIEMONTE 9.452 4,8 45.811
LOMBARDIA 2.798 7,6 21.273
Trento 150 3 450
TRENTINO ALTO
ADIGE 150 3 450
VENETO 25.090 4 100.074
FRIULI-VENEZIA
GIULIA 1.350 2,5 3.330
LIGURIA 1.750 7,4 13.000
EMILIA-ROMAGNA 7.330 4,3 31.770
TOSCANA 5.842 2,9 17.167
UMBRIA 90 5 450
MARCHE 555 3,2 1.766
LAZIO 144.350 7 1.009.673
ABRUZZO 980 4,1 4.046
CAMPANIA 27.750 3 83.780
PUGLIA 5.200 3,3 17.400
CALABRIA 6.860 2,5 17.465
SICILIA 32.348 16,5 534.240
SARDEGNA 2.246 9,8 21.972
ITALIA 274.141 7 1.923.667
Nord 47.920 4,5 215.708
Centro 150.837 6,8 1.029.056
Meridione 75.384 9 678.903
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1.3 LE MALATTIE FUNGINE DELLO ZUCCHINO

Le principali malattie fungine che colpiscono lacehino, come tra I'altro
tutte le cucurbitacee, sono peronospora, oidioritbptsclerotinia e
marciumi basali a varia eziologia.

Peronosporé&Pseudoperonospora cubensis

Si presenta con sintomi sulle foglie ove compaimimialmente delle aree
traslucide e oleose ampie circa uno o due centin@etontorni angolosi,
che vanno rapidamente incontro a ingiallimento edisseccamento,
assumendo un colore brunastro. La compromissiolfagarato fogliare
comporta conseguenze dello sviluppo dei frutti.tlaeco di peronospora
puo provocare aborto fiorale e arresto dello syitupegetativo.

Questa malattia compare solitamente durante il oderi estivo
caratterizzato da periodi molto umidi con tempatomprese tra i 10° e
i 30° C. In queste condizioni, ottimali per lo sNyapo della malattia, gli
sporangi del patogeno producono le zoospore chgyresenza di un
sottile velo di acqua, sono in grado di muoversitngnare e penetrare
rapidamente nelle foglie attraverso le aperturenatiche. Il periodo di
incubazione dura 4-5 giorni, al termine dei qualro la loro comparsa
nella pagina inferiore della foglia i nuovi sporaniga conservazione nei
periodi sfavorevoli € assicurata dalle oospore.

Oidio o mal biancdErysiphe cichoracearura Sphaerotheca fuliginga

Puo interessare tutte le parti verdi della pianigtifcompresi. | primi
sintomi compaiono di norma sulla pagina inferioedlelfoglie sottoforma

di chiazze biancastre, polverulente, che in sedaitdono ad allargarsi e
ad interessare gran parte della superficie fogliareaso di forte attacco

le foglie colpite ingialliscono e disseccano.

Sverna nei residui di vegetali infetti o sulla vieggone spontanea come
foma miceliale o sessuata. Le condizioni ottingialcrescita sono il 70%
di umidita e 26°C. In pieno campo le infezioni gilgppano per lo piu da

giugno a ottobre.

14



Botrite 0 muffa grigiagBotrytis cinere

L'infezione riguarda i frutti che vengono ricopeda un soffice feltro
miceliale grigiastro, mentre i sottostanti tessaisumono un colore
brunastro e vanno incontro a marciume molle. Leziwni si verificano
soprattutto in serra dove sono favorite da un ebcags umidita
dellambiente (90%), e da temperature compresei t2D°-25°C. La
diffusione sui frutti € favorita dalla presenzardsidui fiorali infetti. La
conservazione durante il periodo invernale puo aveecome micelio o
sclerozi.

Sclerotinia(Sclerotinia sclerotiorum

La malattia interessa soprattutto fusti e frutpu® comparire anche dopo
la raccolta su frutti conservati in ambienti umidi poco areati. Si
manifesta con una certa frequenza nelle serre mbeEguatamente
arieggiate allorquando la temperatura rimane iaferiai 20°C per alcuni
giorni consecutivi.

Il patogeno responsabile della malattia vive nereteo dove puod
conservarsi allo stato latente anche per diversi sottoforma di sclerozi.

Collasso delle cucurbitacee

Si tratta di una sindrome causata da un complessmictorganismi
presenti singolarmente e talvolta simultaneamehta. questi quelli che
ultimamente sono stati ritrovati piu frequentemesw@o Monosporascus
cannonballus, Rhizopycnis vagum e Acremonium citagdarum. La
sintomatologia non e specifica, infatti i sintonaisgono essere confusi con
quelli causati da altri patogeni, ed & pertantoesgario avvalersi di
strumenti di laboratorio per una diagnosi corrdt&ntomi si manifestano
circa 2-3 settimane prima della raccolta, in cpoisdenza di temperature
elevate. Le piante mostrano un anticipato ingiahto delle foglie,
seguito da un rapido collasso. Tali sintomi sonoctmseguenza di
alterazioni dell'apparto radicale che appare di afisioni ridotte, con
capillizio marcescente, mentre le radici piu gramdostrano zone

necrotiche bruno-nerastre intervallate a zonesidium® sano.
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Il precoce collasso delle piante impedisce unaet@rmaturazione dei

frutti.
Marciume pedale o del collet(Gusarium solani
Essendo argomento di tesi il patogeno e la malatiaesso causata

verranno di seguito illustrati piu dettagliatamente

16



1.4FUSARIUM SOLANI

1.4.1 Descrizione del fungo

Fusarium solaniSnyd. & Hans. € la forma anamorfa del fungo ascetai
Nectria haematococcBerk. & Br. Appartiene ala sezione 12. Martiella-
Ventricosum delle specie #Husariumsecondo la chiave di Nelsat al.
(1983). Sono state descritte una ventina di divéssme speciali tra cui
guella oggetto delle presente tdsusariumsolanif. sp.cucurbitaeW.C.
Snyder & H.N. Hansen (Booth, 1971).

Aspetti microscopici

F. solani produce macro- e microconidi. | microconidi, prEseiu o
meno abbondantemente, sono in genere unicelluidorcha da ovale a
reniforme, molto simili morfologicamente a quelli B. oxysporum ma
piu larghi e con parete cellulare piu spessa. Iro@midi sono abbondanti,
con parete spessa e generalmente cilindrici cosufgerfici dorsali e
ventrali parallele per la maggior parte della ldwoghezza. La cellula
apicale é smussata e la cellula basale arrotoedateolte a forma di piede
o incavata.

| conidiofori sono formati da monofialidi ramifieato non ramificate. Le
monofialidi che sorreggono i micro conidi sono lhegse paragonate a
qguelle diF. oxysporumLe clamidospore sono presenti singolarmente o in
coppia.

La forma ascofora di questo fungo, rappresentdi®deomicete Nectria

haematococcaar.cucurbitae € assai rara in natura.

Morfologia colonia

su PDA la crescita € rapida, spesso con abbondaitelio aereo. La
superficie si copre velocemente di sporodochi c@miti che conferiscono
alla colonia vari colori, crema, beige, grigio verd blu. Alcuni ceppi
presentano la superficie color porpora scuro. Satsuperficie il substrato
e generalmente incolore, ma alcuni ceppi produgngmenti color viola

SCuro.
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F. solani & stabile in coltura su PDA, anche se talvoltanitelio puo

mutare presentandosi incolore, con abbondante imiaeteo e assenza di

sporodochi.

Foto 1.1 - Colonia di un isolato &usarium solanisu PDA, macro e micro
conidi al microscopio ottico 300x. (Foto R. RoberiC. Sigala)

Distribuzione e diffusione

F. solani e diffuso in tutto il mondo ed é stato isolato wlaa grande
varietd di piante ed anche da tessuti animali enumaa principale
diffusione del patogeno avviene attraverso il t@ranfetto, anche se puo

essere trasmesso attraverso il seme.

1.4.2 Sintomi e ciclo della malattia

Il marciume pedale delle cucurbitacee & causatd-asdrium solanif.sp.
cucurbitae(W.C. Snyder & H. N. Hansen) che, in natura, és@née con
due differenti razze patogeniche che aggrediscanovario modo le
diverse parti delle cucurbitacee sensibili (zucohizucca, melone e
cocomero). Nel caso di infezioni prodotte dallazeazl i danni si
evidenziano prevalentemente nella zona del colkegalle radici ed in rari
casi il frutto, mentre la razza 2 colpisce solauiti. Le piante attaccate da

F. solani f.sp. cucurbitae razza 1 mostrano progressivi fenomeni di
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marcescenza delle radici e della base del fusto préano ad una
completa degradazione dell'apparato radicale edngilllimento e
avvizzimento dell’apparato aereo.

La malattia & stata descritta per la prima volt&id Africa nel 1932 ed
ora e diffusa in vari Paesi(Zittet al. 1996) ed anche in Italia (Vannacci e
Gambogi, 1980; Fantinet al, 1989; Stravato e Cappelli, 1996; Vitale et
al.,, 2007). | primi sintomi della malattia in cammonsistono in un
avvizzimento delle foglie ed un collasso velocepachi giorni, dell'intera
pianta, che poi muore. Rimuovendo il terreno dalate basale della
pianta appare evidente un’area necrotica e mansesck marciume si
presenta inizialmente come un’area decolorata ereavit che
progressivamente si imbrunisce. Con il procedetk aealattia i tessuti

del colletto tendono a lacerarsi e a distaccarsha in profondita senza

pero interessare le fibre vascolari.

. # 4 w X Y I/ o g

s

Foto 1.2 — Sintomi di marciume pedale dello zucohtausato d&usarium solani
in una serra oggetto dello studio, in provinciaBdilogna. Sono ben evidenti gli
awvizzimenti delle piante. (Foto R. Roberti)

Le piante infette si rompono facilmente a 2-4 crttosta superficie del
terreno. Il fungo & generalmente limitato all’adsd colletto della pianta e
alla parte superiore della radice, mentre la panfieriore del fittone va
soggetta all'infezione solo nei casi di elevataditai Sulle piante infette

si sviluppano numerosi macroconidi ammassati inragpachi che danno

19



colorazioni tendenti dal bianco e al rosa al magresente sul fusto,
vicino alla superficie del suolo. | frutti subisapmttacchi a livello della
superficie di contatto col suolo e la gravita di tafezioni dipende dal

tipo di terreno (Zitter, 1996).

La conservazione diusarium solani.sp.cucurbitaeavviene sia nel suolo
che nei semi; su questi ultimi puo svilupparsi stip@almente oppure

all'interno e conservarsi vitale per oltre due arrinfezione del seme

pud avvenire per penetrazione diretta del patogamt@verso il frutto

malato o per contaminazione del frutto stesso darknfasi di raccolta e
lavorazione. Una volta posto a germinare il seme daigine ad una
plantula che pud venire aggredita dal patogeno eren@ncor prima

dellemergenza, soprattutto se le temperature basse (Sherf e Macnab,
1986).

Misure di prevenzione e di difesa

Per evitare l'insorgenza di questa grave malattisascomanda di non
reimpiantare cucurbitacee per almeno 2-3 anni itetreno contaminato e
di scegliere varieta poco suscettibili. Per quacboacerne la difesa da
guesta malattia € fondamentale I'impiego di sem® sa accuratamente
conciato con fungicidi efficaci, quali prochlorazearbossimidici (Ponti

e Laffi, 2001).

In ambiente protetto in particolare, dove la cealtivne e ripetuta a brevi
intervalli di tempo sullo stesso terreno, € indisgabile adottare misure di
disinfezione del terreno con mezzi chimici, biolgio fisici come la

solarizzazione (Sherf e Macnab, 1986).

| trattamenti con fumiganti chimici al terreno abero da evitare in
guanto, essendo dotati di scarsa selettivita, passg@usare un vero e
proprio vuoto biologico nel terreno che in un setmriempo potrebbe
essere nuovamente e piu diffusamente colonizzatondauovo patogeno

al cui sviluppo non si opporrebbero i naturali cetmori biologici.
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1.5 LOTTA ALLE MALATTIE DELLE PIANTE

La lotta contro le malattie delle piante, in pastaze quelle causate da
microrganismi fungini, & basata soprattutto su mdeznatura chimica in
quanto dotati di elevata efficacia, facilita di apgzione e costi in genere
contenuti. E’ noto tuttavia che un uso eccessivoreregolamentato di tali
prodotti ha avuto ripercussioni negative sull'anmibéee sul’'uomo. Alcuni
fungicidi, inoltre, comprese nuove molecole sizaite dall'industria,
sono dotati di meccanismi d’azione specifici e quisuscettibili di
causare linsorgenza di fenomeni di resistenzaanelbpolazione del
patogeno, che cosi puo diventare in poco tempmsilsée all’azione di
un determinato fungicida prima efficace.

Motivazioni di ordine igienico-ambientale hanno rmqlii portato ad una
revisione europea di tutte le molecole chimiche pegricoltura e le
crescenti restrizioni al loro impiego hanno gifistito in questi ultimi
anni la ricerca di mezzi di lotta innovativi e attativi a quelli chimici
tradizionali. Un settore che attualmente risulteente di prodotti efficaci &
guello della difesa dalle malattie causate da patoglel terreno. Ad
esempio un prodotto estremamente efficace conirpaegeni, nonché su
fitofagi ed erbe infestanti, ma non piu autorizzatbimpiego in quanto
implicato nella distruzione dell’'ozono della strsfera, € il bromuro di
metile.

Oggigiorno si aspira ad un’agricoltura sostenibdssia alla salvaguardia
della salute e dell’economia di una nazione netgmée e nel futuro. Con
tale concetto si intende la capacita del sistemmgag di fornire prodotti
alimentari di elevata qualita, sicuri, diversificah prezzo moderato e
socialmente accettabili, adatti sia alla popolagiah una nazione che
all’esportazione, quali fonti di crescita economidale capacita, inoltre
deve persistere negli anni a vantaggio delle ger@mrasuccessive (Cook,

2000b). La lotta biologica e estremamente coereote il concetto di
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agricoltura sostenibile, in quanto sfrutta al massil verificarsi di eventi
naturali ad impatto ambientale nullo o comunquetta(Cook, 2000Db).

La lotta biologica contro le malattie delle piam@stituisce pertanto uno
strumento alternativo che in ltalia, pur con grardlificolta, sta
cominciando ad avere un certo ruolo sia in piardiffisa integrata che in

agricoltura biologica.
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1.6 LOTTA BIOLOGICA ALLE MALATTIE DELLE PIANTE

In Patologia vegetale, per lotta biologica si imterfla riduzione della
densita di inoculo o delle attivita patogeniche pllogeno o del parassita
nel suo stato attivo o dormiente, ottenuta attrswé&mpiego di uno o piu
organismi, sia naturalmente che attraverso margmoia dell’ambiente,
dell'ospite o dell’antagonista od attraverso l'oduzione massale di uno o
piu organismi” (Baker e Cook, 1974). Nel 1983 gliessi autori
ridefinirono la lotta biologica come “la riduziondell’inoculo del
patogeno o della sua attivita per mezzo di uno o grganismi diversi
dalluomo”. In questa definizione vengono incluseppi avirulenti o
ipovirulenti dello stesso patogeno, l'ospite rescenm suscettibile
attraverso il miglioramento genetico, le tecniclggoaomiche e I'attivita
di microrganismi associati.

Le tecniche di lotta biologica vengono elaborate partire
dallosservazione degli ambienti naturali, attra&eeun accurato studio e
'analisi delle interazioni tra i vari componenti parametri di un
ecosistema e lindividuazione di quei fattori chegelano il naturale
contenimento dei patogeni e quindi della malattéa e$si provocata Il
contenimento dei patogeni, infatti, € di per séawento naturale che
sfrutta I'azione degli “antagonisti”, ossia di noeganismi in grado di
instaurare rapporti biunivoci con i tre elementhdamentali dell’evento

malattia, patogeno, pianta ospite e ambiente (M2888).
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Figura 1.1 - Collocazione degli antagonisti (AN) nell'ambito el
rappresentazione schematica del concetto di nalatticui interagiscono
patogeno (P), pianta ospite (O) e ambiente (A).

Nella figura 1.1 & schematizzato il concetto di attéd con il classico
triangolo equilatero ai cui vertici sono posiziankt pianta ospite, il
patogeno e I'ambiente. Secondo alcuni autori, uartqucomponente
sarebbe rappresentato dagli antagonisti naturalkentm per altri,
consisterebbe nel fattore tempo in quanto gli ariag farebbero parte
integrante dell’ambiente (Matta, 1996). Modificantdmo o I'altro di tali
elementi e possibile modificare I'esito della mtdat

Tra le varie strategie indicate da diversi aut@i pdurre una malattia in
maniera naturale, la diffusione di microrganismi texreno, sul seme,
sulla fillossera, sulla radice, nonché sul prodotéppresenta sicuramente
quella piu interessante e di facile applicazione.ricerche condotte nei
decenni passati hanno infatti ripetutamente dimatstche microrganismi
diversi tra loro filogeneticamente possono agirmeantagonisti naturali
di vari patogeni delle piante (Cook, 2000 a).

Tra i microrganismi antagonisti piu noti in lettena si ricordano ad
esempio Trichoderma Gliocladium (syn. Clonostachys Pythium
oligandrum Coniothyrium minitans tra i funghi, e Bacillus subtilis
Pseudomonaspp. e Bacillus spp., tra i batteri (Butet al, 2001; Chet,
1987).
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1.6.1 Meccanismi d’azione degli antagonisti

In lotta biologica il contenimento delle malattielle piante pud essere
spiegato con le complesse interazioni tra il mgaoismo antagonista, il
patogeno e la pianta. Si parla di effetti di tipeetlo, quando é il patogeno
a subire l'azione diretta dell'antagonista, e dietf indiretti, quando
'antagonista induce una risposta fisiologica dgilanta che si difende
dall’attacco del patogeno.

Meccanismi diretti

| principali meccanismi di tipo diretto, che sorltadase delle interazioni
antagonistiche, comprendono fenomeni di antibiaxmpetizione e
parassitismo.

Antibiosi

L’antibiosi consiste nella produzione di metaboliti secondeniatili e
non, che inibiscono lo sviluppo del patogeno, cadeae una ridotta o
assente germinazione dei propaguli e ritardo ostordella crescita dei
miceli. Cio si verifica anche in assenza di un atiot fisico tra i due
microrganismi. Dennis e Webster (1971a) furonoitpsimi studiosi ad
interessarsi del ruolo dei metaboliti nel procedsb controllo biologico
dei patogeni fungini ed individuarono composti nvatatili nell’estratto di
colture cellulari diTrichodermaspp.; in particolare identificarono un
metabolita denominato “tricodermina”. Gli stessitaiy in seguito,
rilevarono che alcuni isolati dirichodermaerano in grado di produrre
anche sostanze volatili caratterizzate da propmetdbiotiche e con un
caratteristico odore di cocco (Dennis e Webster1b).

Le sostanze ad effetto antibiotico prodotte dagtagonisti sono di varia
natura chimica e sono suddivise in diversi gruplpicui i principali per
Trichoderma e Gliocladium sono: Alchilpironi, Isonitrili, Polichetidi,
Peptaiboli, Dichetopiperazine, Sesquiterpeni edglerMolti autori hanno
dimostrato che i metaboliti purificati hanno esera |'effetto tossico sul

patogeno (Howell, 1998).
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In alcuni casi € accertato che la produzione diigdari metaboliti e
determinante per I'azione biologica: ad esempioamitiitdi T. viride, che
sovraesprimono gliovirina, somministrati al semeatione, proteggono le
piantine dagli attacchi dPythium ultimumal pari del ceppo selvaggio,
mentre quelli che non producono il metabolita namcsin grado di
esercitare alcun effetto di biocontrollo (Howedlal, 1993).

| batteri del gener&treptomycesono noti fin dal 1956 (Andersaat al)
come forti produttori di metaboliti quali etamicinairidogriseina e
griseoviridina.S. lydicusWYEC108 produce metaboliti in grado di inibire
la crescita dRhizoctonia solane Pythium ultimunsia in vitro chein vivo
(Yuan e Crawford, 1995). Analisi chimiche dettatgiabasate sul
fingerprinting metabolico diS. griseoviridisceppo FH-S 1832, hanno
evidenziato nuovi metaboliti di cineromicina deddiB, -lattoni e i loro
derivati ad anello aperto denominati musacina A€hfeideet al, 1996).
Sostanze ad azione antibiotica sono prodotte adaheatteri del genere
Pseudomonasche hanno interesse nella lotta ai fitopatogeRi.
chlororaphis produce 2,3-deepoxy-2,3-didehydro-rhizoxin (DDRh u
antibiotico che agisce contro i patogeni impedeladdivisione cellulare
(Linser et al, 2006). Haas et al. (1990) hanno evidenziato Ehe
fluorescensCHAO produce importanti metaboliti secondari caittivnella
riduzione di marciumi radicali del tabacco causatiielaviopsis basicola
Infatti, mutanti incapaci di produrre acido ciamidr non avevano effetto
sulla malattia. L'efficacia di isolati dP. fluoresecengsontroR. solanie
Pythiumsp. su riso e peperone rispettivamente é stataamesrelazione
con la produzione di siderofori, acido salicilico aido cianidrico
(Muthukumar e Bhaskaran, 2007).

Competizione
Per competizione si intende la capacita di unaispicescludere un’altra

attraverso la sua maggior rapidita e/o efficienebonsfruttamento di una

risorsa come ad esempio i nutrienti, 'ossigeno edazio. Si tratta di un
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fenomeno considerato molto importante negli eguilimicrobiologici,
fondamentale nel determinare la densita di popofeezdi un organismo.
Trichoderma ad esempio, essendo un efficiente saprofita sciteemolto
rapida, e in grado di colonizzare velocemente divigpi di substrati e di
competere fortemente con diversi patogeni. | femordecompetizione fra
antagonista e patogeno si realizzano soprattutiteedo della fillosfera
dove le quantita di nutrienti e di spazio sono mgdtu limitate che nel
terreno. Ad esempio, nel caso di applicazioni dppceselezionati di
Trichodermasui grappoli d'uva durante la fioritura, € stasservato che
'antagonista, colonizzando i tessuti fiorali chéveshtano man mano
senescenti, impedisce al patogenBptrytis cinereg di insediarsi
successivamente sui frutti e di causare la maléitidbos, 1987; Harman
et al, 1996).

La competizione si pu0 realizzare anche sul senmgiv@mente agli
essudati prodotti abbondantemente da semi di cptoras, lattuga,
cipolla, pisello e carota Nelson (1981). L’autoosteene che la riduzione
della germinazione degli sporangi &. ultimum & da attribuire alla
competizione per gli essudati seminali da partesalati di Gliocladium
Spp. somministrati sui semi.

Diverse forme di competizione sono state osservake piante in
corrispondenza delle ferite, che sono facilmentacaate dai patogeni.
Trattamenti a livello dei tagli di potatura con agnisti fungini hanno
permesso di controllare efficacemente alcuni patogeme Armillaria
luteobubalina (Nelson et al, 1995) eBotrytis (Koning e Koéhl, 1995;
O’Neill etal., 1996).

Anche la competizione per spazio a livello del piamo svolge un ruolo
determinante quandBusariumspp. saprofiti occupano i siti d’'infezione
utilizzati dalle forme patogene vascolari Busarium quali le forme
speciali diF. oxysporumsu melone, pomodoro e garofano come é stato
verificato in terreni repressivi in ltalia e in F@a (Alabouvette, 1986;
Garibaldiet al, 1989).
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Alla competizione per il ferro viene poi attribuitteffetto di batteri
Pseudomonad?GP a livello radicale; tali batteri, infatti, ghacono i
siderofori, dei metaboliti secondari con un’elevatiinita per il F&"
(Kloepperet al, 1980).

Micoparassitismo

Con il termine parassitismo si intende un rappaltocdanneggiamento
esercitato da un organismo su un altro ed il micgstismo € quel
fenomeno che si instaura quando un fungo arrecacdad un altro fungo.
Se l'ospite € un parassita il fenomeno si definipi@ propriamente
iperparassitismo. Gli antagonisti fungini micopartissi distinguono in
necrotrofi e biotrofi: si parla di parassiti bidirquando questi si nutrono
di cellule vive dell'ospite, penetrandole tramiteaystori. Si parla invece
di parassiti necrotrofi quando essi si nutronoedetllule dell'ospite solo
dopo averle uccise come ad dsichodermaharzianum T. viride, T.
koningii. Questi antagonisti avvolgono con le loro ife tpielel patogeno,
determinano la lisi delle pareti cellulari dell'dsp e poi penetrano
all'interno (Baker, 1987; Chet, 1987). | micopaiispossono attaccare
sia le ife sia gli organi di resistenza quali rizmfe, clamidospore e
sclerozi e, in taluni casi anche i conidi degliipidome avviene per
Ampelomyces quisqualis

Chet (1990) ha distinto nel processo di iperpatiassd, quattro fasi
principali:

1. chemiotropismo ossia la crescita orientata dell’antagonista in

direzione del patogeno in risposta a messaggi chiremessi da
guest’ultimo;

2. riconoscimentoche avviene su base molecolare mediante sostanze

presenti sulla parete cellulare dei due microrganis

3. attacco e avvolgimentdelle ife dell’antagonista intorno a quelle del

patogeno;
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4. secrezione di enzimi liticche intervengono nella degradazione della

parete cellulare.

Secondo Chett al. (1981), il chemiotropismo e parzialmente dovuta al
conseguente espressione di enzimi degradanti lategarellulare. La
diffusione di un’endochitinasi extracellulare c&zh il rilascio di
oligomeri provenienti dalla parete cellulare deadghi bersaglio, e questo
fenomeno subito dopo induce I'espressione di eritinaki fungitossiche
(Brunneret al, 2003) che vengono diffuse e inizia cosi I'attaat fungo
bersaglio, prima che si sia verificato un vero eppio contatto fisico
(Zeilingeret al, 1999; Viterbcet al, 2002).

| meccanismi di riconoscimento specifico sono neaesnel processo di
micoparassitismo per tradurre il potenziale enzioatiell’antagonista in
un efficace contenimento del patogeno parassitiz4atvirens applicato

in trattamenti di semi di cotone, € in grado ditemere gli attacchili R.
solanie diP. ultimum ma si comporta da micoparassita solo nei corifront
di R. solani

Molti autori hanno riportato che gli antagonistinso in grado di
riconoscere in modo specifico diversi patogeniritbnoscimento puod
avvenire in relazione a stimoli di tipo fisico oiico. A livello chimico,
sono coinvolte le lectine, glicoproteine presemlan parete cellulare dei
microrganismi patogeni, implicate nelle interazitnai i componenti della
superficie cellulare e 'ambiente extracellularea(@des, 1981). Elaeit

al. (1983), ha studiato il ruolo delle lectine neitérazione traT.
harzianume Rhizoctoniasolani ed ha osservato, in particolare, che sulla
parete cellulare dirichoderma sono presenti dei siti di legame per le

lectine prodotte dall&®hizoctonia

Avvenuto il riconoscimento antagonista-patogenguseil contatto tra i
due funghi: le specie dirichodermaattaccano il fungo ospite e puod
seguire la produzione, da parte dell’antagonistastadutture simili ad
uncini, pinze, appressori ed avvolgimenti sulledé patogeno (Elaet al

1983; Harmaret al, 1981). L'iperparassitismo € stato riscontratchan
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direttamente nel terreno, anche se in misura metemsa rispetto al vitro
(Inbar et al, 1996). Cido e stato spiegato dagli autori condigersa
concentrazione di nutrienti che supportano la d@siell’'antagonista, che

sarebbero minori nel terreno rispettosito.

La formazione degli avvolgimenti e degli appressqiido anche
rappresentare la fase che precede l'inizio deli&t degli enzimi litici.
Diverse specie dirichodermasono note per la loro abilita a degradare la
parete cellulare dei funghi (Baker, 1987; Chet, 7)9&8el processo di
degradazione, sono principalmente coinvolti enzigquali chitinasi,
glucanasi e proteasi (Elagt al 1982). Nei siti dove si sono formati gli
appressori, possono formarsi dei buchi sulla superdlelle ife del fungo
bersaglio, e puo avvenire la penetrazione direttke dfe di Trichoderma

nel lume della cellula del fungo bersaglio.

Le chitinasi sono gli enzimi deputati alla degradazione dell&-{3&N-
acetyl-D-glucosammina, ossia della chitina che @ delle principali
componenti della parete cellulare dei funghi. Stidguono endochitinasi
ed esochitinasi in relazione alle loro modalitaattacco della molecola
della chitina e ai prodotti liberati (Kubicek e HHaan, 1998).
Recentemente il sistema chitinolitico Tiichodermaé stato studiato in
maniera approfondita e alcuni enzimi sono statattarzzati a livello
biomolecolare (Harart al, 1996; Harmaret al, 1993b; Loritoet al,
1993a, 1994a, e 1996). E’ stato osservato chestiérsia chitinolitico di
Trichoderma e Clonostachys agisce spesso in associazione con la
produzione di altri enzimi litici e di diversi méxaliti tra cui antibiotici e
sostanze di autoprotezione. Queste ultime, in qudatie, sono state
identificate inTrichoderma e si tratta di proteine della parete cellulare,
chiamate Quid3, che vengono indotte contemporanetno®n gli enzimi
chitinolitici allo scopo di proteggere la paretdl’daione di degradazione
degli enzimi stessi (Lorat al, 1994).

Tra gli enzimi implicati nella degradazione dellargte cellulare di molti

funghi patogeni sono importanti anche e glucanake idrolizzano i
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glucani, ossia polimeri del D-glucosio con legamconfigurazionea e/o

3. 1l sistema glucanolitico dirichodermae Clonostachysin particolare,
€ piuttosto complesso, e consiste di eso e endaghst di tipoa 0 b, 1,2-,
1,3-, 1,4- 0 1,6- a seconda del legame specificdizzato.

Altri enzimi idrolitici coinvolti nel processo dehicoparassitismo, anche
se in minor misura dei precedenti, sono ad eserppibeasi, amilasi,
pectinasi, mannanasi, lipasi e fosfatasi (Bergteal, 1998).

Tutti i sopra citati meccanismi d’azione direttigtieantagonisti non si
escludono a vicenda, ma spesso agiscono insienm@opEziarne I'azione
nociva nei confronti dei patogeni. E’ infatti staisservato nel processo di
antagonismo che sia I'antibiosi che l'iperparaseitv possono intervenire
congiuntamente attraverso la contemporanea prodeizai metaboliti
tossici e di enzimi idrolitici che agiscono in modimergico (Di Pietrcet
al., 1993; Schirmbdclet al, 1994). In ogni caso il tipo di meccanismo
impiegato dagli antagonisti pud risultare estremamevariabile in
relazione alla specie, al tipo di patogeno coruglg interagiscono e alle
condizioni ambientali.

Meccanismi indiretti

| microrganismi antagonisti sono in grado di intgra con la pianta a
livello fisiologico-biochimico in quanto possonocrementare la crescita
della pianta, migliorando il suo stato generalesalute e la produttivita

(promozione della crescjta attivare la produzione di molecole che sono

coinvolte nella reazione di difesa della piantdedatalattie(induzione di

resistenza

Promozione della crescita delle piante

Molti funghi saprofiti, qualiTrichodermae batteri, hanno la capacita di
incrementare la crescita della pianta e la suayttioda (Whipps, 2001). |
rizobatteri induttori di resistenza sono noti coprtemotori della crescita
della pianta e per questo chiamati PGPR ossia tRIaawth Promoting

Rhizobacteria (Kloeppeet al, 1993). Da qualche anno, ormai, € stata
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avanzata l'ipotesi che alcuni funghi antagonissgano comportarsi come
i rizobatteri (Benhamowt al, 1997; Yedidiaet al, 1999). Anche molti
ceppi diTrichodermahanno dimostrato di avere questa capacita (Lindsey
e Baker, 1967; Chanegt al, 1986) e gli effetti di efficacia piu prolungati
nel tempo, riguardano probabilmente i ceppi defindgppunto
“rhizosphere-competent”. Il ceppo T-22 @i harzianum22 ampiamente
studiato negli Stati Uniti & utilizzato per il coolfo delle malattie fungine
del terreno in sostituzione dei fungicidi chimi€ltre al contenimento
delle malattie, esso stimola la crescita dellagediatto che non si verifica
se si utlizzano i fungicidi chimici (Harman, 2000{seneralmente
'aumento di resa della coltura € particolarmentielente in condizioni di
stress; nel caso in cui la coltura si sviluppi @mdizioni che si avvicinano
a quelle ottimali c’e una possibilita marginaleadimentare la resa. Questo
ceppo, come probabilmente altre specie e cepplraihoderma pud
solubilizzare diversi nutrienti delle piante, cofiesfati minerale di F¥,
CU*, Mn**, e zf, che possono essere non disponibili in alcuniisuol
(Altomareet al, 1999).T. harzianum22 ha anche la capacita di ridurre
ioni metallici ossidati per aumentare la loro sditdboe anche per produrre
composti siderofori che chelano il ferro (Altomateal, 1999).

Induzione di resistenza

Van Loonet al. 1998 definiscono I'induzione di resistenza come stato
fisiologico della pianta di “aumentata capacitaeddiva” elicitato da
specifici stimoli ambientali che potenziano le d#einnate della pianta

contro successivi attacchi biotici.

Durante tutta la loro coevoluzione, le piante e @iganismi patogeni
hanno sviluppato relazioni complesse risultantiuda scambio costante
d’informazioni molecolari. Gli organismi patogermrimo sviluppato tutta
una serie di strategie offensive per parassitiziam@ante e, viceversa, i
vegetali hanno sviluppato un arsenale difensivo idckide sia barriere
fisiche e biochimiche preformate (resistenza pfezionali o passiva), sia

meccanismi di difesa indotti (resistenza post-ifieali o attiva), come il
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rafforzamento delle pareti cellulari e la produsodi molecole relative
alla difesa che pud ricordare i meccanismi immuniteegli animali
(Benhamou e Picard, 2000).

Meccanismi di difesa indotta

La difesa indotta € il meccanismo piu coinvolto I'apblicazione di
microrganismi antagonisti qualirichodermae batteri colonizzatori della
rizosfera. Tali microrganismi, infatti, instaurano rapporto con la pianta
che & molto simile, dal punto di vista biochimieocio che si verifica in
seguito all'aggressione da parte di un patogendtii Meenti metabolici
sono gli stessi.

Le difese post-infezionali di tipo biochimico corepdono I'attivazione da
parte della pianta di meccanismi quali la rispogtarsensibile, la
resistenza locale o sistemica e la secrezionesiaspe assenti o presenti
in quantita ridotte prima dell’infezione, con aitévantimicrobica come le
proteine correlate alla patogenesi PR (pathogenmetased proteins), le
fitoalessine, i composti fenolici (attivi nella foa ossidata dalle fenolasi,
fenolossidasi, perossidasi e polifenolossidasi)cemposti ROS (specie
reattive dell’ossigeno). Questi ultimi si accumwadurante le reazioni
incompatibili, possono distruggere le membraneutal, producendo
pareti cellulari. Hanno un ruolo diretto come molecantimicrobiche e
come molecole segnale per attivare la resisterstansica indotta e la

reazione di ipersensibilita.

Resistenza locale e sistemica

La resistenza della pianta ai patogeni puo esseralistipo locale se

espressa nel sito d’infezione o nelle sue immedizieanze ed é definita
con l'acronimo LAR (“Local Acquired Resistance”hedi tipo sistemico,

guando e espressa anche in parti della piantanierda quelle che hanno

subito 'attacco del patogeno (Kessmatral, 1994).
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La resistenza sistemica e definita principalmerime SAR e ISR. La
SAR (“Systemic Acquired Resistance”) o resistengtesiica acquisita, Si
verifica quando é scatenata da patogeni necrotizzarmolecola segnale
e rappresentata principalmente dall’acido saligile dai suoi analoghi
(benzol,2,3 tiadiazole-7-carbotioico acido S-mestere BTH o e acido
2,6 dicloro isonicotinico INA) e vi € un accumulopoteine relative alla
patogenesi (PR proteine) nei tessuti lontano datgu’infezione del
patogeno. La ISR (“Induced Systemic Resistgnceinduzione sistemica
di resistenza si verifica quando € attivata daebiattolonizzatori delle
radici, le molecole segnale sono l'etilene e I'acjdsmonico e non vi €
accumulo di proteine PR.

Per molto tempo i termini SAR e ISR sono statiizgati come sinonimi a
seconda della tradizione del ricercatore e del gugpo di ricerca.
Successivamente, a seguito di studi condotti deeiRie e van Loon nel
1999, che misero in luce la capacita di alcunidrattolonizzatori delle
radici (PGPR: plant growth-promoting rhizobactedajndurre resistenza
nella pianta, & stato utilizzato il termine ISR paescrivere questo
fenomeno e per differenziarlo dalla resistenzaesigta acquisita indotta
dall'inoculazione con un patogeno (SAR). Il termit®R €& stato poi
ridefinito (Harmanet. al, 2004) come RISR per indicare l'induzione di
resistenza da rizobatteri, (rizobatteri induttoii rdsistenza sistemica)
lasciando invece inalterato quello di SAR. Va cogqum precisato che i
batteri possono anche attivare entrambe le vie bubthe come é stato

dimostrato peP. fluorescens proradi®/on Rad, 2005).

Nellambito dei microrganismi piu studiati per ibrb impiego in lotta
biologica sono comprese varie specie di funghi #ebaappartenenti ai
generi Trichoderma e PseudomonasUn interesse crescente riguarda

anche il gruppo batterico degli Attinomiceti (Yai€eawford, 1995).
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Di seguito vengono descritti i generi di microrgami piu rappresentati

contenuti nei formulati biologici utilizzati nellaresente tesi.

1.6.2Trichoderma

La letteratura internazionale concernente gli agentlotta biologica
contro i patogeni fungini comprende in gran paiterche che descrivono
I'attivita antagonistica di specie dirichodermanei confrontidi diversi
patogeni che attaccano i vari organi della piasg¢ane, radici, fusto, foglie,
fiori, stelo e frutto. Isolati diTrichodermaspp., sono risultati infatti,
efficaci, contro un ampio spettro di patogeni, msempio Pythium
Phytophthora Rhizoctonia Sclerotinia Sclerotium spp. Botrytis,
Verticillium, Armilalria mellea e Fusarium su differenti colture quali,
cotone, vite, mais, lattuga, cipolla, aglio, pisgttarota, pomodoro, patata,
fruttiferi, barbabietola, leguminose (Dennis e Wehs1971a, b; Innocenti,
1989; Nelson, 1991, Howedlt al, 1993; Harman e Kubicek, 1998). Da
studi condotti in serra ed in campo sono emershareffetti positivi di
Trichoderma spp. nei confronti di varie specie patogene dehege
Fusarium responsabili del mal del piede del frumento. Taltagonisti,
infatti, applicati sui semi di frumento hanno mastr una significativa
riduzione della malattia sia del germinello che pielde ( Roberti, 1998;
Robertiet al, 1996; Robertet al,1997).

La capacita di utilizzare una vasta gamma di fdntarbonio e di azoto,
insieme alla crescita rapida, all'abbondante pramhe di conidi e
all'adattabilita a diverse condizioni ambientali,onferiscono a
Trichodermaun’alta competitivita rispetto alla restante mftoma specie
nel terreno. Una volta che il substrato colturai@ stato interamente
colonizzato da esso, la diffusione di altri micrmgsmi fungini patogeni
risulta difficile (Papavizas, 1985).

Trichoderma non solo €& in grado di competere a lungo col@ridp
anche i possibili siti d’infezione dei patogeniigello radicale, ma puo

parassitizzare sia i patogeni gia presenti, sidliqtiee possono infettare la
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pianta successivamente alla loro applicazione. Cgime stato trattato nel
capitolo dei meccanismi, sono noti anche un’azidnstimolazione della
crescita della pianta e un effetto induttore distesiza sistemica, nonché
di produzione di metaboliti antifungini. Si trap@rtanto di un antagonista
con un potenziale “completo” di biocontrollo.

Trichodermaé un microrganismo principalmente hdbitat terricolo ed
infatti il suo impiego piu noto é riferito al suglalle radici oppure al seme,
anche se sono note applicazioni contro malattidiaiog come Botrytis
cinereae Colletotrichum acutatunfElad, 1994; Freemagt al, 2004). In
Italia esistono gia alcuni formulati a base di detipersi di Trichoderma
come riportato nella tabella 1.3.

Si segnala che da circa tre anni non € piu in @gtalin prodotto a base di
Trichoderma harzianumT-39, il Trichodex, da somministrare come
trattamento fogliare su vite e fragola contro laffangrigia B. cinered, in
guanto non e stato ritenuto opportuno difendetigedlo europeo e quindi

non e stato incluso nell'allegato 1 della Dirett®&BE 91/414.

1.6.3Pseudomonas

Molte specie di Pseudomonasfluorescenti presenti nel suolo sono
coinvolte nel fenomeno della soppressione di melathusate da vari
patogeni (Weller et al., 2002; Haas e Defago, 20Q3¢sempio piu noto
da tempo in lotta biologica, riguarda la represaidl mal del piede del
frumento attribuito &@seudomonaspp. fluorescenti (Cook e Rovira, 1976;
Weller e Cook, 1983). Per tali batteri € stata ditraia anche la loro
capacita di colonizzare la rizosfera e di stimolarerescita delle piante e
per questo chiamati batteri rizogeni PGP (Plant w@no Promoting)
(Kloepperet al., 1980) e di esercitare un’azione diretta co@aggraminis
var. tritici attraverso la produzione di antibiotici (ThomashewVeller,
1988). Questi autori, studiando il metabolita adieloazina-1-carbossilico
(PCA), ne dimostrarono per la prima volta la sintes terreno da parte di

P. fluorescens ceppo 2-79. Successivamente furono identifiedtti
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metaboliti prodotti da diversi ceppi del batteriguali acido 2-
idrossifenazina-carbossilico e 2-idrossi-fenaziRegerson e Thomashow,
1992) e 2,4-diacetilfluoroglucinolo (PHL) (Bangeed al, 1996) che
hanno fornito la spiegazione, sotto il profilo nabiologico,
dell'accresciuta produttivita di un suolo come ameenza di
cambiamenti delle tecniche colturali adottate. Lmersnentazioni di
campo che prevedevano l'applicazione del ceppo 8. fluorescens
produttore di PCA, come conciante del seme, hannwmsirato la sua
potenziale capacita nel migliorare la crescita prtaduzione di grano nei
terreni dove il mal del piede risultava il prindgdattore limitante, ad
esclusione di terreni ricchi di argilla montmoriidca (Ownley et al.,
1992). Si ritiene, comunque che i metaboliti pttidabbiano una certa
specificita nei confronti dei patogeni, in quantbesempio, il ceppo Q8R1
di P. fluorescensproduttore di PHL, pur essendo altamente competen
per la rizosfera di frumento (Raijmakers et al.921%), non riesce a
contrastare efficacemente gli attacchiRhizoctoniae di Pythium spp.
(Cook, 2000b). Un batterio che ha gia un impiegatipo per la lotta a
diversi patogeni fungini dei cereali 2 chlororaphisceppo MA342 da
utilizzare come conciante del seme. E’ il primofbrgicida autorizzato in
Europa per lo specifico impiego sul seme ed ancahdtdlia ne é
autorizzata la vendita con il nome di Cedomon &ingeret al, 2006).

| ceppi di Pseudomonas PGP, come gia specificato degli induttori di
resistenza sistemica, attivando talvolta la SARptt la ISR o entrambe,
come succede pé&. fluorescens proradiger il quale é stato dimostrato |l
suo ruolo nell'attivazione di entrambe le vie metaihe (von Rackt al,
2005). Piu recentemente, der aureofaciensttivo nel contenere attacchi
di R. solanisu soia, & stata dimostrata la induzione di pmet&R, noti
marcatori molecolari della SAR (Juegal.,2007).
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1.6.4Streptomyces

| batteriStreptomyceappartengono al gruppgactinomycetesben noto per
gli effetti fungi tossici che si esplicano attrasediversi meccanismi quali
la produzione di metaboliti, ed enzimi litici cheegtadano la parete
cellulare dei patogeni fungini (Goodfellow e Wiliis, 1983). Diversi
studi sugli effetti biologici diStreptomycespp. sono stati condotti per
anni in Finlandia, dove il microrganismo € statolaso da torbe. Diverse
specie di Streptomyceshanno contenuto diverse malattie causate da
patogeni seminali e del terreno su piante ortieoleereali (Tahvonen,
1982; Tahvonen e Avikainen, 1987). Lo stesso cepygl di S.
griseoviridis contenuto nel biofungicida Mycostop® registrato molti
Paesi europei, e stato isolato da torb&mhagnumWhite et al, 1991). Il
formulato e registrato anche in Italia (registragia.10506 del 31 maggio
2000, del Ministero della Sanita) per I'impiego @ticole, ornamentali e
fiori contro diversi patogeni fungini del terrenRecentemente e stata
dimostrata l'efficacia di un ceppo dbtreptomycessp., isolato dalla
rizosfera di pomodoro cresciuto in pieno campo, wehtenere il
marciume causato d& solaniin giovani piantine di pomodoro trapiantate
in serra (Sabaratnam e Traquair, 2002). Sempreswgoro coltivato in
serra, € stata dimostrata, pur con una certa \idabegli anni e nelle
diverse prove, l'efficacia db. griseoviridisK61 nei confronti di patogeni,
inoculati artificialmente nel terreno, quakPyrenochaetalycopersici
Fusariumoxysporunt.sp. lycopersicie Verticillium dahliae Al contrario,

il biofungicida somministrato da solo non ha comtenl'attacco di
Fusarium oxysporumf.sp. radicis-lycopersici La combinazione con la
tecnica della solarizzazione del terreno non hdionago il contenimento
delle malattie (Minutcet al., 2006). In substrati utilizzati per le colture di
serra trattati cor®. griseoviridis é stata evidenziata, in assenza di coltura,
un’azione diretta nei confronti di patogeni terticmaturalmente presenti

comeF. solani(Surviliene, 2002).
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Tab. 1.3 - Prodotti biofungicidi commercializzatiltalia.

Formulati Specie Patogeni controllati Colture
(ditta distributrice) antagonista
Oidi appartenenti | Vite, orticole e
AQ10 (Intrchem) Ampeloyces |alla famiglia fragola,
quisqualis Erysiphacee ornamentali
Pseudomonas| EImintosporiosi, Cereali
Cedomon chlororaphis | Carie, Carboni, mal
(Kwizda Italia) MA 342 del piede, Septoriosi
e Bipolaris
Sclerotinia Applicabile su

Contans (Intrachem)

Coniothyrium

sclerotiorum,

tutte le colture

minitans Sclerotinia minor | suscettibili alla
Sclerotinia
Streptomyces | Fusarium Pomodoro,
griseoviridis | oxysporum, melanzana,
K61 Phytophtora capsici,peperone,
Mycostop Pythium ultimum, | cucurbitacee,
(Bioplanet) Pyrenocheta basilico,
lycopersicie ciclamino, gerbera
Verticillium dahliae | e garofano
Trichoderma | Rhizoctonia solani, | Frutticole,
harzianum Sclerotiniaspp., orticole, floricole
ICC012 Thirlaviopsis in vaso e
Remedier (Isagro) | Trichoderma |basicola, Phytium |ornamentali,
viride ICC012 | spp.,Phytophtora | floricole in pieno

capsici, Armillaria
mellea, Fusarium

campo, tappeti
erbosi

Rootshield granules
(Intrachem)

oxysporum

Trichoderma | Phythiumspp., Piantine e

harzianumT22 | Rhizoctoniaspp., semenzai di
Fusariumspp., orticole e

Cylindrocladium
spp.,Thielaviopsis
spp.,Myrothecium
spp. eArmillaria
mellea

ornamentali, coltre
orticole, tappeti
erbosi, basilico e
altre officinali,
piante arboree

Serenade
(Intrachem)

Bacillus
subtilisQST13

Botrytis cinerea,

Venturia inequalis,
erwinia amylovora,
Xantomonaspp. e

Pseudomonaspp.

Melo, pero e vite
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1.7 FORMULATI BIOLOGICI

Per quanto riguarda i formulati impiegati nellaitesi ritiene utile
riportarne le caratteristiche, in quanto si trait@arodotti non ancora molto

conosciuti

Cedomon

Cedomon € un formulato a base del batt@®se@udomonas chlororaphis
MA 342 un microrganismo naturale, isolato dallaosiera di frumento e
orzo, dotato di una spiccata attivita fungicida. iEprimo biofungicida
autorizzato in Europa specifico per la concia demiento e dell’'orzo e la
sua attivita € rivolta nei confronti di elmintosjumi, carie e altre malattie
dei cereali che si trasmettono attraverso il terréhab. 1.3) Una volta
applicato al seme il batterio si moltiplica assamdo una protezione
prolungata dovuta a meccanismi che agiscono irrgeequali antibiosi,
competizione, biostimolazione e induzione di resigh della pianta.

P. chlororaphisappartiene alla classe dei batteri PGPR ed € guiathto
di una funzione biostimolante sulla germinazionsudlo sviluppo della
pianta. Oltre a tale capacita, il batterio & indgrali produrre sostanze
siderofore che competono per il ferro a livello laerizosfera. |l
meccanismo principale attraverso il questo batt@gisce nei confronti dei
patogeni e I'antibiosi, dovuta ad una sostanzaifasgica detta DDR, che
lega la proteina tubulina, impedendo cosi la fororaz del tubo mitotico
e quindi la divisione cellulare. La produzione dDR comincia durante la
fase di crescita esponenziale della colonia battequando questo si trova
nel suolo. La molecola ha una emivita di sole 25 dlel tempo la colonia
di P. chlororaphisMA342 presente sulla radice viene incorporataanell
microflora del suolo. Il formulato commerciale Cetan non contiene
DDR ma solo batteri in fase di stasi, una voltasprge sul seme il batterio

sopravvive grazie agli essudati prodotti dall'erobg.
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Mycostop

Mycostop € un bioungicida che contiene un ceppczssiato di
Streptomyces griseoviridiseppo K61), un batterio attinomicete capace di
colonizzare rapidamente le radici della pianta tesg@ di esercitare
un’azione di antagonismo contro funghi patogeni eofFusarium
oxysporum, Phytophtora capsici, Pythium ultimeiNferticillium dahliae.
L’attivita di Mycostop e legata a diverse modatiicazione.Streptomyces
grisoviridis, colonizza rapidamente I'apparato radicale, sotttaespazio
vitale e nutrienti ai funghi patogeni. In alcuniscaggredisce anche il
micelio dei funghi patogeni, grazie alla produziodieenzimi come le
chitinasi. Lo sviluppo dei patogeni € anche diregtate inibito dalla
produzione di composti ad alta attivita antifungiiycostop promuove
anche la crescita delle piante ospiti, essendo raday di controllare
patogeni minori, e per la produzione di auxine aheterminano un
maggiore sviluppo dell’apparato radicale.

E’ utilizzato su pomodoro, melanzana, peperone,om®ro, zucca,
basilico e alcune piante ornamentali.

L'effetto del prodotto € preventivo, pertanto ilipo trattamento deve
essere effettuato nel vivaio oppure subito al tmaja. Il trattamento deve
essere ripetuto ogni 3-6 settimane a seconda pedssione infettiva del

patogeno.

Proradix

Proradix € un formulato a baseReudomonas fluorescens proradix,
batterio appartenente al gruppo dei PGPR (Plantw@mnoPromoting
Rhizobacteria). Tale batterio & stato isolato dadturale microflora della
rizosfera della patata.

Oltre alla produzione di sostanze ad effetto bhmstante su radici e parte
aerea, il batterio e dotato di un notevole effelitinduzione di resistenza

sistemica. Esso agisce principalmente sulla SARug@ione di resistenza
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sistemica acquisita) mediata dall’acido salicili€b.fluorescens proradix
ha un notevole effetto anche sull’acido jasmoniadiatore dell’altra via
di induzione di resistenza sistemica: ISR (indueidnresistenza sistemica
indotta).

La presenza di questo batterio nella rizosferdedmlture ha garantito
buoni risultati in termini di aumenti produttivi, ighoramento delle
caratteristiche qualitative e riduzione dei danerivhti da fitopatie e
fisiopatie.

Proradix € utilizzato principalmente su patata deie@e applicato durante
la semina per rinvigorire la pianta e stimolarnélifese, inoltre & usato su

insalata e altre orticole.

Remedier

Remedier & un fungicida biologico a base di unaetsdiTrichoderma

viride 1CC080 e Trichoderma harzianumICC012, dotati della
caratteristica di svilupparsi a 30°C e a 25°C fispemente. Agiscono
contro attacchi di Rizoctonia solani, Phytophtora capsici, Pythismp.

ed di alcuni ceppi virulenti dFusarium oxysporumnattraverso diversi
meccanismi d’azione quali competizione per i nutiiee lo spazio
necessari ai patogeni per il loro sviluppo e patiass. Quest'ultimo € un
meccanismo altamente specifico, fondato su unatine chimica e un
sistema di riconoscimento, che portano I'antaganiat sviluppare il
proprio micelio su quello del patogeno che danregagitraverso la
produzione di enzimi litici della parete cellulare.

Questo prodotto, oltre a garantire una protezioae phtogeni svolge
anche un’azione fitostimolante, migliorando la dsiilita e

'assorbimento degli elementi nutritivi e stimoland’emissione del
capillizio radicale.

L’'azione di Remedier e essenzialmente preventieaiapto € opportuno
effettuare i trattamenti alla preparazione delemor o subito dopo la

semina/trapianto e comunque prima del manifestdedia malattia. |
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risultati migliori si ottengono comunque su terrepieventivamente
sterilizzati o disinfettati, dove I'introduzione llantagonista impedisce o
ostacola la ricolonizzazione del terreno da pagtgdtogeno.

L’applicazione non va eseguita a temperature iofem 10°C , fattore
limite per lo sviluppo dei microrganismi antagonish terreni con basso
tenore di sostanza organica e consigliato integfamattamento con un

fertilizzate organico.

Rootshield

Rootshield € un biofungicida, a base del ceppo @RZlrichodema
harzianum,ottenuto dai laboratori della Cornell university New York
tramite un processo di ricombinazione naturale gOMunemente
conosciuto come fusione ifale. Agisce preventivaimen € indicato per il
contenimento dei patogeni tellurici e delle madattel'apparato radicale.
Va applicato come inoculo nel terreno o nel subste si moltiplica
velocemente seguendo I'accrescimento radicale, n&aandolo.
Contiene diversi patogeni tellurici conk®/thium spp., Rhizoctoniaspp.,
Fusariumspp.,Cylindrocladiumspp. eArmillaria mellea

Oltre a colonizzare le radict. harzianume in grado di attaccare,
parassitizzare e sfruttare come fonte di cibo ifi dunghi tellurici. Dal
momento che il ceppo T22 si sviluppa meglio in prea di un
abbondante apparato radicale, ha sviluppato mokiccanismi per
attaccare i funghi e stimolare la crescita dellanta e delle sue radici
come micoparassitismo con produzione di enzimiaeetiulari litici della
parete cellulare del patogeno, competizione peutrienti e lo spazio,
induzione tolleranza agli stress come consegueelta stimolazione dello
sviluppo radicale e vegetativo, solubilizzazionalduni nutrienti organici,
induzione di resistenza della pianta agli attadtipatogeni e inattivazione
di enzimi del patogendl. harzianumnon penetra nei tessuti vegetali e

agisce solo dall’esterno della pianta.
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Rootshield deve essere applicato come preventil® S0 piante sane,
incorporandolo nel terreno o nel substrato di d¢tasdella pianta. E’
inoltre preferibile applicarlo prima della compaxdala radichetta e della
completa formazione dell’apparato radicale; en#ooPe T. harzianumsi
accresce e forma una specie di scudo intorno althce. La rapida
copertura della superficie radicale sta alla basgli ceffetti di questo
biofungicida, perché in questo modo si impedise¢tdcco dei patogeni
del terreno. In presenza di infezioni in atto snsglia di trattare con
prodotti chimici e solo in seguito somministrareoishield .

Rootshield e utilizzato su: pomodoro, peperone, angdna, patata,
cetriolo, zucchina, melone, cavolo, lattuga, eealirticole in generale,

cerealicole e alcune colture arboree.
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1.8 SCOPO DELLA TESI

Il marciume pedale delle cucurbitacee € una malatiia da tempo come
sporadica, ma che in tempi recenti si & diffusdaenebne di coltivazioni
orticole in Emilia-Romagna. Lo zucchino, coltivasta in serra che in
pieno campo nel comprensorio bolognese, risultaars@nsibile a questa
malattia causata deusarium solanf.sp.cucurbitae

Considerato che poche sono le indicazioni sullattaizzazione del
patogeno in Italia e nella regione Emilia-Romagrche la malattia risulta
di difficile contenimento per gli scarsi mezzi difesa attualmente
disponibili, gli obiettivi di ricerca di questa tesono stati di a) identificare
il patogeno, b) caratterizzare morfologicamentesielbgicamente i ceppi
isolati, c) individuare prodotti biologici a basemdicrorganismi fungini e
batterici per contenere la malattia e d) studidcere delle possibili
modalita d’azione dei microrganismi antagonisti teowti nei formulati
biologici utilizzati nelle prove su piante di zuaoh, quali inibizione

crescita, competizione, antibiosi, competenza fezasa ed endofitismo.
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Capitolo 2

MATERIALI E METODI
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2.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICAZIONE DEL PATOGENO

Sono state visitate cinque aziende dislocate nelpcensorio bolognese,
specializzate nella coltivazione di zucchino inn@eampo e sotto tunnel,
che presentavano problematiche fitopatologiche iaBitr al collasso
delle cucurbitacee. Le piante mostravano sintomi whalattia
prevalentemente nei mesi di maggio e giugno e gumdtato di piena
produzione.

Porzioni rappresentativi della radice e del cafleti quattro piante con
sintomi di avvizzimento sono stati prelevati in f@ndiversi da ciascuna
delle cinque aziende e portati in laboratorio geopportune analisi. Ogni
azienda € stata etichettata diversamente per dneogcimento degli
eventuali isolati di patogeno. In laboratorio, lartp di pianta sono state
accuratamente pulite sotto acqua corrente, peroireme i residui di terra,
€ poi sono state sezionate per prelevate porzidasduto di circa 1 cm, in
parte necrotizzato e in parte sano. | frammentenoiti sono stati
disinfettati in ipoclorito di sodio (2% di clorotato) per 2 minuti in
agitazione, poi risciacquati tre volte in acquatilleda sterile ed infine
lasciati asciugare su carta da filtro sterile sotippa biologica. Parte dei
tessuti sezionati, ma non sterilizzati, sono giasti in camera umida su
carta da filtro spruzzata con acqua, in una vaszluiplastica, all’interno
di un sacchetto di nylon, per alcuni giorni.

| frammenti disinfettati, invece, sono stati posti piastre di Petri di
polistirolo da 90 mm di diametro contenenti un $rdie di crescita
composto da agar patata destrosio (PDA, 3,9%) mhdito con
I'antibiotico streptomicina solfato (3/ml). Le piastre sono state incubate
a temperatura ambientale in condizioni di lumiréosiaturale.
Giornalmente sono state effettuate osservaziono@thio nudo ed al
microscopio, per individuare i microrganismi svibgiisi dal tessuto

vegetale. Le colonie fungine appena formate scate girelevate, trasferite
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su PDA in piastre Petri e incubate a temperaturaiemale per 3 giorni al
buio e per successivi 7 giorni in condizioni di inosita naturale.

Le colonie ottenute in purezza sono state quindenate per le
caratteristiche morfologiche ad occhio nudo ed mr@scopio ottico per
guanto riguarda colore e aspetto del micelio, faiora riproduttive quali
conidi, ramificazioni conidiofore e presenza dinsidospore, allo scopo di
individuare sommariamente la specie di appartenebeacolonie che
presumibilmente potevano essere classificate demsarium solani sono
state trasferite in coltura pura in nuove scata&iRtontenenti agar con
estratto di foglie di garofano (CLA: carnation leadar; 2% agar, 2%
estratto foglie di garofano), essendo questo ustsatio adatto a stimolare
la produzione di macroconidi, importanti per il amoscimento del
patogeno. Le colonie identificate quindi cor@sarium solani f. sp.
cucurbitaeW.C. Snyder & H.N. Hansen.
sono infine state trasferite in tubi contenenti Clparte dei quali, dopo la
sommersione della superficie con olio di paraffiterile, e stata riposta in
micoteca a 4°C.

Ciascuno dei cinque isolati di presunto patogentendendo per isolato
un rappresentante proveniente da ogni aziendaetieyo, € stato quindi
utilizzato per dimostrare contemporaneamente:

a) la patogenicita del fungo,

b) l'appartenenza alla forma speciateicurbitag specifica per la

famiglia delle Cucurbitacee.

Per tali dimostrazioni, ciascun isolato e statmculato artificialmente su
piante di diverse specie vegetali quali cetriol@lone, zucca e zucchino,
della famiglia delle Cucurbitacee, e fagiolo e amelana appartenenti alle
famiglie botaniche delle Leguminose e Solanaceeetitvamente.
Per ciascuna specie vegetale €& stato allestito agsow alveolare di
polistirolo da 104 fori del diametro di 35 mm, ripito con terriccio
universale per piante verdi miscelato con sabbi@%(4in peso),

precedentemente sterilizzato in autoclave a 1248€25 minuti, due
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volte a distanza di 24 ore. | semi, non conciati peodotti chimici, sono
stati disinfettati in ipoclorito di sodio al 2% pBrminuti, risciacquati in
acqua distillata sterile, asciugati, posti a dimanao per foro, nei vassoi
alveolari, annaffiati e posizionati in cella clinta a 25+1°C, umidita
relativa del 84-88 %, con cicli giornalieri di 12eadi luce. Le semine sono
state effettuate scalarmente, data la diversa waldc germinazione e di
crescita delle diverse specie vegetali, in modottnere in circa un mese
tutte le piante omogenee con 3-4 foglie vere, @qEr essere inoculate
artificialmente. Novanta piantine di ciascuna spesono state quindi
trapiantate in vaschette di plastica contenenti 8@0di terriccio sterile
(sabbia, terriccio universale, perlite, 1:5:1 idwnoe); per ogni isolato di
patogeno sono state trapiantate, 15 piantine sisgdiv tre vaschette
(ripetizioni) con dimensioni di 20x7x5 cm; 75 pisn@® sono servite per
I'inoculazione e 15 per il testimone non inoculdte. piantine sono state
lasciate nella stessa cella climatica servita lpgwvaio, a 25+1°C, umidita
relativa del 84-88 %, con cicli giornalieri di 12eodi luce. Dopo una
settimana si & proceduto all'inoculazione, depopend cilindretto di
colonia (4 mm di diametro e spessore 2 mm) suéttolldi ogni piantina a
1 cm dal terreno, avendo cura di far aderire penfieénte la superficie
della colonia con quella del vegetale. | cilindrstino stati prelevati con
un foratappi dai margini in attiva crescita deltdonie di ciascun isolato
cresciute per 10 giorni su CLA a 25°C. Sul collettdle piante testimone
(15 per ciascuna specie vegetale) € stato depostdindretto di agar di
uguali dimensioni dei precedenti. Giornalmente sipvveduto a
mantenere una buona situazione di umidita delcwainella zona del
colletto delle piante, attraverso nebulizzazioneadgua, in modo da
favorire I'evolversi dell'infezione.

Trascorsi 14 giorni dall'inoculazione, e stato vdéo il numero di piante
che presentavano sintomi di marcescenza dei tedsutolletto, attorno

alla zona di inoculazione.
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Campioni dei tessuti necrotizzati sono stati prafievdisinfettati con
ipoclorito di sodio (2% cloro attivo), risciacquaibn acqua, asciugati su
carta sterile e deposti su PDA e CLA, per vericém sviluppo dello
stesso microrganismo inoculato (postulati di Koekquindi dimostrare la
patogenicita degli isolati.

L'ulteriore conferma della identificazione del pgémo € stata condotta
con metodo biomolecolare su tre ceppi Fs7, Fsl7 Fe87 che
presentavano i fenotipi piu diversi. A tale scopcstata prelevata per
ciascun ceppo una piccola porzione di micelio, @tegs per circa 4 giorni
a 25°C su cellophane appoggiato su agar acqua )1)&6#oporzione di
micelio & stata subito posta in tubo da PCR assiaineseguenti
componenti: HO 20 ul, Tag 0,3 ul, Buffer (10x) 5 pl, DNTPS 4, pul
primer efl 2ul, primer ef2 2 ul, BSA 2 ul, H20,731l.

E’ stata utilizzata una reazione di polimerasi gm@plificare la regione

TEF (translation elongation factor)del gene (efl forward primer; 5'-
ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3) e ( ef2 reverse primeb’-
GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3)).

ef1

intron 1 intron 2 intron 3
exon 1 ( f

~ 100 bp ef22 ef2

La reazione PCR e stata eseguita utilizzando unpéasatura di annealing
di 53°C., ottenendo un prodotto di circa 700 pb.

Il programma usato per amplificare la regione T&Btato il sequente:

95° ©

94° 45"

53° 30" 34 cicli
72° 1207

72° 10

4° raffreddamento
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2.2 CARATTERIZZAZIONE MORFO-FISIOLOGICA DEGLI
ISOLATI DEL PATOGENO

2.2.1 Ottenimento colture monosporiche (ceppi) dglatogeno

Allo scopo di studiare gli isolati dt. solanisono state allestite, in totale,
un centinaio di colture monosporiche (ceppi) su GL25°C in condizioni

di illuminazione naturale. Da prove precedenti ativersi substrati,
risultato che CLA accelera la sporificazione, sttptgo dei macroconidi,

rispetto al PDA (in media 4 giorni contro 7) e cente una maggiore
differenziazione morfologica delle colonie del pgoo. Le colture

monosporiche sono state ottenute attraverso diiiziielle sospensioni
conidiche del fungo. Tali sospensioni composte @rme micro conidi,

sono state preparate lavando la superficie di ol@n@ di ciascun isolato
con 10 ml di acqua distillata sterilizzata e fittd® con garza sterile. La
presenza e la concentrazione dei conidi nel fitetstata determinata al
microscopio su cella Thoma. Con opportune diluizianconcentrazione

del filtrato e stata portata a circa 10 conidi/maleuote di 0,5 ml sono
state disperse uniformemente sulla superificiegdiraacqua (WA, water
agar 2%) in scatole Petri da 90 mm e incubate & 2bbuio.

La germinazione di singoli conidi € stata conttallgiornalmente con un
microscopio stereoscopico (40x) sotto cappa biokogisterile e

all’'occorrenza ciascun conidio germinato e statelguato con un ago,
trasferito su CLA in una piastra Petri da 90 mmaubato a 25°C al buio.

Le 100 colonie monosporiche ottenute sono stateepaminate in base
all'aspetto morfologico e riunite in classi. Traegte ne sono state
selezionate 20 (Fsl, Fs3, Fs4 Fs5, Fs6, Fs7, B88,As10, Fs11, Fsl17,
Fs18, Fs19, Fs26, Fs27, Fs28, Fs37, Fs40, Fsddicgia rappresentative
delle suddette classi, allo scopo di proseguire gtudi sulla

caratterizzazione fisiologica riguardo 1) la cressu PDA e CLPDA a
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diverse temperature, in condizioni di luce e buio2k il grado di

patogenicita su zucchino.

2.2.2 Crescita su PDA

Ciascuno dei venti ceppi selezionatiFdisolanj e stato inoculato, in tre
ripetizioni, su PDA (20 ml/piastra) al centro dagire Petri di 90 mm di
diametro, deponendo un cilindretto (4 mm diamettiofolonia in attiva
crescita su PDA, prelevato dalla periferia. Somdbesallestite tre gruppi di
60 piastre I'uno da ripartire in funzione della f@matura, a 17, 23 e 28°C
in condizioni di alternanza di 12 ore di luce e 42 di buio. Con
regolarita nel tempo € stato misurato I'accrescimelh ciascuna colonia,
attraverso la media di due diametri perpendicgiassanti per il centro
dellinoculo. Le misurazioni sono state interrotié raggiungimento di
circa 80 mm di diametro, in quanto non risultana pittendibili nel
momento in cui il margine della colonia tocca ilrtb@ della piastra (90

mm).

2.2.3 Crescita su CLPDA

Ciascuno dei venti ceppi selezionatiFdisolanj e stato inoculato, in tre
ripetizioni, su 20 ml di CL-PDA (CL: carnation leabssia foglie di
garofano) al centro di piastre Petri di 90 mm dindketro, deponendo un
cilindretto (4 mm diametro) di colonia in attivaescita prelevato dalla
periferia. Per la preparazione del substrato CL-PBAtato utilizzato il
filtrato di bollitura delle foglie in acqua distlita (1% foglie essiccate), pH
7,0 al quale é stato addizionato il PDA (3,9%). Gatate allestite sei
gruppi di 60 piastre I'uno da ripartire in funziodella temperatura, a 17,
23 e 28°C sia in condizioni di luce che di buionCegolarita nel tempo &
stato misurato I'accrescimento di ciascuna coloataaverso la media di
due diametri perpendicolari passanti per il centtell'inoculo. Le
misurazioni sono state interrotte al raggiungimediocirca 80 mm di

diametro, come sopra specificato.
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2.2.4 Patogenicita dei venti ceppi su zucchino

Poiché le venti colonie monosporiche mostravano digereta variabilita
morfologica e di velocita di crescita, si € dectiovalutarne anche la
patogenicita su zucchino utilizzando una delle ataripiu diffuse nel
comprensorio bolognese, lo “zucchino chiaro di Bol@’. La prova e
stata allestita in cella climatica a 25+1°C, undidi¢lativa 84-88 %.

Preparazione dell'inoculo

Per I'inoculazione del patogeno si e cercato diodprre le condizioni di
un’infezione naturale, proveniente dal terrenostato pertanto preparato
uno sfarinato organico inoculato con ciascun cepj,distribuire nel
terreno in prossimita del colletto delle piantirfe.tale scopo, semi di
miglio e di frumento (1:2 in volume) sono statidedi immersi in acqua
distillata per 20 ore, quindi filtrati, lavati sothcqua corrente e ripartiti in
aliquote da 100 g in beute da 300 ml. Le beute poeparate sono state
chiuse con cotone idrofobo e sterilizzate in aateel per 20 minuti a
121°C. Una volta raffreddate, si & proceduto adcutere ciascun
patogeno versando 5 ml di sospensione conidicax2,6° conidi/ml di
ciascun patogeno proveniente da una colonia dii@#higcresciuta su
CLA. Le beute sono state agitate energicamentedigétibuire in modo
uniforme la sospensione conidica all’interno dddttato e poi sono state
poste ad incubare per 14 giorni al buio a 24°Csdweso tale periodo il
contenuto delle beute € stato fatto essiccare gegidrni in ambiente
scuro e asciutto, al riparo dalla polvere, ed &dtiturato con un mulino
manuale fino ad ottenere uno sfarinato fine e #sciuo sfarinato & stato
conservato in barattoli sterili a temperatura amig¢ino al momento dell
utilizzo. Le unita formanti colonia (UFC) per mg sfiarinato sono state
determinate, prima dé&lnpiego, attraverso sospensione in acqua distillata
sterile e 8 diluizioni seriali (da 1mg/ml a 0,1nd)naliquote da 0,5 ml di
tali diluizioni sono state distribuite, in 5 regiie, su piastre di Petri da 90
mm contenenti PDA addizionato di 3/ml di streptomicina e 1g/ml di

ampicillina. Le piastre cosi preparate sono stgeste in incubazione al
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buio a 24°C e giornalmente sono state contatenigok colonie di neo
formazione alle varie diluizioni.

Preparazione delle piante

Le piante sono state ottenute deponendo semi @attatirchimicamente,
disinfettati con ipoclorito di sodio (2% cloro a&ti) e risciacquati, in
vassoi alveolati riempiti con terriccio universahéscelato a sabbia, come
precedentemente descritto per la verifica di patmif@ dei cinque isolati.
Dopo circa 15 giorni le piantine sono state trafatan in vaschette di
plastica dal volume di circa 280 &(@0x7x5 cm) contenenti uno strato di
argilla espansa coperta di terriccio sterile mes&abbia. Parte delle radici
ed il colletto sono state ricoperte di terricciognlato con lo sfarinato del
patogeno (100 cfu/g terriccio). Per ogni colonianmsporica, e per il
testimone non inoculato (“sano”), sono state tnaai® 28 piante
suddivise in 4 vaschette (ripetizioni) da 7 piacisescuna.

Giornalmente si € provveduto a mantenere una busiazione di
umidita del terriccio soprattutto nella zona dellatto delle piante,
attraverso nebulizzazione di acqua, in modo da rievol’evolversi
dellinfezione. E stato effettuato un rilievo visiv25 giorni dopo
I'inoculazione.

Valutazione della malattia

Per quanto riguarda la valutazione dei sintont.diolanif.sp.cucurbitae,

sono state determinate le percentuali della frezendella gravita della
malattia: la frequenza e stata calcolata in basapgorto percentualizzato
tra il numero delle piante ammalate rispetto aletelle piante inoculate,
mentre la gravita della malattia & stata stimataatrso I'applicazione di
un indice % di danno. Questo é stato ottenuto sudkhdo le piante in
classi numeriche d’infezione in base alla percdatuh superficie del

colletto e parte superiore delle radici con lesioecrotiche dovute al
patogeno inoculato. Nel dettaglio sono state cemaied 4 classi di
infezione, O equivalente allo 0% di tessuto colp@,25 = 5% di tessuto

necrotizzato, 0,5 = 50%, 1 = 100% (pianta morta).
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La gravita dellinfezione e stata calcolata comdice di Towsend

Heuberger (1943) modificato, con la seguente foamul

n
ni v 10C
=1

N V

n; = numero piante in ogni classe
v; = ogni classe d’infezione

N = totale delle piante esaminate
V = classe d'infezione piu alta

n = numero delle classi

Foto 2.2 — Pianta adulta di zucchino gravement@aeiggiata a livello del
colletto daF. solanif.sp.cucurbitae (Foto C. Sigala)

2.2.5 Enzimi di patogenesi

Allo scopo di valutare alcuni degli eventuali enzimhi patogenesi
(poligalatturonasi, pectin liasi, cellulasi e padg, i 20 ceppi dF. solani
f. sp. cucurbiatesono stati coltivati in terreno liquido poveroalementi
nutritivi (Pratt's Medium modificato), addizionatdi pareti cellulari
vegetali estratte dal colletto di piante di melone.

Estrazione della pareti cellulari

L’estrazione delle pareti cellulare e stata ottarsgguendo un metodo gia
noto (Roseet al, 1998; Huysameet al, 1997; Brummellet al, 1997),
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modificato. Porzioni di colletto di piante di me®rprecedentemente
sminuzzate sono stata bollite in 100 ml di etar{®s$6) per 30-45 minuti,
applicando sul bollitore una colonna di raffreddatoe per la
condensazione e il recupero dei vapori di etanbltessuto vegetale e
stato poi raffreddato, omogeneizzato e filtrato pompa a vuoto e filtro
poroso in vetro (Nuclepore) ricoperto in superfican una membrana di
carta (Whatman 1001 055). E’ stato cosi recupdtatmteriale vegetale
insolubile che e stato poi sottoposto a tre cicladaggio e di filtrazione.
Il primo lavaggio é stato eseguito usando 100 mktdinolo (95%), il
secondo con 100 ml di cloroformio: metanolo (1:%)yvil terzo con 100
ml di acetone. Dopo ogni lavaggio il campione éostasto in agitazione
per 5 minuti e filtrato. Il materiale e stato pscaigato in stufa a 30°C per
una notte, posto in un contenitore ermetico e camgeSono state ottenuti
3,5 g di parete cellulare da 128 g di materialectag fresco.

Estrazione deqli enzimi del patogeno

Per ognuna delle 20 colonie monosporiche e stagpagpata una beuta
contenente 20 ml di un substrato liquido di cresBitatt’s, in accordo con
Quadiret d. (1997) cosi composto: RO, 13,6 g/L; NHNO3, 4,0 g/L;
MgSOx7H,0, 1,25 g/L; CuSEx 5H,0, 0,001 g/L; ZnSEx7H,0, 0,002
g/L; (NHg),M00O,, 0,0013 g/L; MmMSEXH,0, 0,016 g/L; HBO;, 0,028
g/L; FeSQx7H,0, 0,02 g/L; estratto di lievito, 1,0 g/L; paretliclari
vegetale, 3,0 g/L; §D, 1,0 L; pH 4,5. Il substrato € stato quindi inato
con un plug di 4 mm di diametro di micelio di ciasaceppo del patogeno
e posto ad agitare alla temperatura di 26°C, pejidhi.

Dopo l'incubazione di 14 giorni ogni beuta e stfiiteata con triplo strato
di garza sterile, centrifugata per 10 minuti a 40Pt a 15°C e filtrata
nuovamente con filtri sterili di 0,45 pum. | filtiabttenuti sono stati
dializzati immergendo una membrana selettiva Sp4dbr Membrane
MWCO: 6-8,000 (Spectrum; Reorder n° 132 650), coemée ciascun
filtrato in un tampone composto da 3,6 L di acqisdilthta sterile apH 7 e
0,4 L di sodio acetato 1M a pH 5 e posto in agiiagia 4°C per 16 ore. |
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filtrati colturali dializzati sono stati trasferitm Falcon sterili € conservati a
-20°C fino al loro utilizzo per i test di attivitanzimatica su substrato

solido (Cup Plate).

Determinazione dell’attivita enzimatica

E’ stato utilizzato il metodo del Cup Plate chempette di evidenziare
I'attivita di un enzima con la formazione di un dotrasparente su gel
colorato. Le caratteristiche dei gel e dei coldraatriano in funzione
dell’enzima ricercato. | substrati solidi sono stateparati seguendo |l
protocollo modificato di Hankin e Anagnostakis T53. Per stabilire lo
standard di riferimento quantitativo sono statigese i test utilizzando
enzimi noti di provenienza commerciale, da questiosstate ottenute le

curve di taratura.

Attivita poligalatturonasica (PG)

Le poligalatturonasi & stata determinate in accardo Tamuraet al.
(2004), Stotzet al (1993), Hankinet al (1975) e Chattrjee (1995) e
opportune modifiche.

Una soluzione contenente 2 g agarosio, 20 mg goidigalatturonico e
200 ml acetato di sodio 0,1 M pH 5 e 0,744 g di BDI stata portata ad
ebollizione e versata ancora calda in una piasaéigsparente in grado di
contenere, una volta raffreddato, un gel alto ciZcanm. Una volta
solidificato il gel e stato forato con foratappil diametro di 6 mm
creando cosi dei pozzetti equidistanti che son riganpiti con 40 pl del
campione da analizzare. La piastra e stata incub8@ C per 16 ore e |l
gel é stato poi colorato con Ruthenium Red (0,05 @/2g/400ml acqua
distillata) per 30 minuti in agitazione avendo cahe la superficie del gel
fosse bagnata omogeneamente dalla soluzione ctdoraitermine della
colorazione il gel € stato lavato per circa 20 rinan acqua distillata. Un
gel analogo é stato fatto per determinare l'atiivitello standard di
riferimento utilizzando la Pectinasi despergillusniger (Sigma P2736,
Ferment Depectinization Unit — FDU — 3,093 FDU/mbDifferenti
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concentrazioni dell'enzima, da 0 a 10 %, sono staticati in triplice
coppia, ponendo sempre 40 pL per foro.
La presenza di enzimi pectolitici nei campioni atatevidenziata da un

alone trasparente su sfondo rossastro.

Attivita pectin liasica (PL)

Le pectin liasi sono state determinate in accomo ldankinet al. (1975)
e Chattrjee (1995), con modifiche. Il procedimerddottato nella
preparazione del gel é lo stesso di quello usata@penzimi pectolitici,
con l'unica differenza nel pH dell’acetato che ineqto caso e stato
portato a 7. La composizione del gel pertanto tadeaseguente: 2 g di
agarosio, 20 mg di acido poligalatturonico e 20Qndcetato di sodio 0,1
M pH 7. Un gel analogo é stato preparato per detem®a lo standard di
riferimento utilizzando la pectato liasi daCellvibrio japonicus
(Megazyme E-PLYCJ). Differenti concentrazioni dedandard ( da 0,68
a 18,04 U/ml) sono stati caricati in triplice cogppponendo 40L per
foro.

La quantita di campione caricato, il tempo di ingzibne e il tipo di

colorazione é stato lo stesso di quello usatoifeyare la pectinasi.

Attivita cellulasica (CMC)

La cellulasi & stata determinate in accordo conaBowvaet al(1991),con
modifiche. La composizione del gel utilizzato paggiare l'attivita delle
cellulasi e stato il seguente: 2 g di agarosio, 0 di
carboxymethilcellulase (CMC) e 200 ml di fosfatosddio 0,1 M pH 5,5.
Una volta caricati i campioni, il gel é stato inatth per 16 ore a 37°C.
Successivamente e stato colorato con una soluzio@engo Red (0.1 %
w/v) per 30 minuti. La superficie del gel e stata lavata per due volte
con una soluzione di cloruro di sodio 1 M. Per @mentare il contrasto il
gel é stato lavato con acido acetico (5%) per 3uthina presenza di

enzimi cellulosolitici, nei campioni e stata evidena dalla presenza di un
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alone trasparente su sfondo scuro. Un gel analogtate allestito per
determinare lo standard di riferimento utlizzand® cellulasi da
Aspergillussp. (Sigma C2605

Differenti concentrazioni dell’enzima, da 0 a 10 8no stati caricati in
triplice coppia, ponendo sempre 40 per foro. Il caricamento dei

campioni e l'incubazione sono stati i medesimiaélectinasi.

Attivita proteasica (PR)

La cellulasi é stata determinate seguendo il metlhd&regoriet al. (2003)
modificato. | campioni di estratto enzimatico prosti dai 20 ceppi
sono stati caricati come nei precedenti saggi $icgmposto da: 2 g di
agarosio, 2 g di gelatina o caseina, 200 ml disceati sodio 0,1 M pH 5,
incubato per 16 ore a 37°C. Il gel é stato poi@tmcon una soluzione di
Comassie Brilliant Blue per 3 ore. Tale soluzioma eomposta da:
Comassie Brilliant Blue, 0,5 g; acqua distillata pHO0 ml; metanolo, 90
ml; acido acetico glaciale, 20 ml. La superficid gel e stata decolorata
con acqua per circa un’ora, per tre volte. La preaali enzimi proteolitici
nei campioni, & stata evidenziata dalla presenzm @dilone trasparente nel
gel su sfondo scuro. Un gel analogo € stato fa#o geterminare lo

standard di riferimento utilizzando la pepsina @ep\ Sigma P7000).
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2.3 ATTIVITA DI PRODOTTI BIOLOGICI SULLA
MALATTIA

Lo scopo principale della tesi € quello di valutdee possibilita di
contenimento della malattia causata Flasolani f. sp. cucurbitae con
formulati biologici commerciali, a base di funghbatteri. La tabella 2.1
riporta I'elenco dei formulati impiegati, le lorca@tteristiche e le dosi
impiegate nelle prove. Si sottolinea che tra i amdormulati, quattro
(Cedomon, Mycostop, Remedier e Rootshield) sonastragj in Italia
come biofungicidi, mentre due sono ammendanti.anigolare Clonotry e
una formulazione dei funghi T. harzianum e Cloncsya rosea, mentre
Proradix € a base di un microrganismo batterifsgeudomonassp.
proradix ceppo DSM13134, definito PGPR (plant growth prangpt
rhizobacteria) ossia dotato della capacita di pravere la crescita delle
piante e nel contempo di stimolarne le difese sigtke. Tra i biofungicidi
ne sono stati scelti due a base di batteri e cagesa di funghi antagonisti:
tra i primi, Cedomon e Mycostop contenenti rispettente P.
chlororaphisceppo MA342 &treptomyces griseoviridiseppo K61; tra i
secondi, Remedier conteneiftechodermaharzianumceppo ICC012 .
viride ceppo ICC080 e Rootschield compostoldaarzianunceppo T-22.
Ciascun prodotto é stato utilizzato per verificafativita nei confronti di
F. solanif. sp.cucurbitaerazza 1. Per queste prove sono stati considerati
due ceppi di patogeno Fs7 ed Fs37, selezionae gative precedenti in
guanto dotati di elevata e bassa patogenicitattispmente.

Sono stati allestiti quattro esperimenti.

Gli esperimenti 1 e 2 sono relativi ai trattamesggieguiti sul seme, nel
terreno e su seme + terreno nei confronti dei cEpjdi (pil patogeno) ed
Fs37 (meno patogeno), rispettivamente. Gli esperiindee 4 sono relativi
ai trattamenti eseguiti nel terreno nella fase igaw, di trapianto e in

vivaio + trapianto nei confronti dei ceppi Fs7 (gatogeno) ed Fs37
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(meno patogeno), rispettivamente. L'inoculaziontieiale del patogeno

e stata effettuata nel terreno.

Tab. 2.1 — Prodotti saggiati negli esperimeimti vivo ed in vitro, loro
composizione, campo e dosi d’impiego suggerite dalla ditta disidbut dosi
impiegate nelle provim vivo.

UFClg

Prodotto Composizione Campo e dosi diimpiego  Dosi impieg
commerciale
(formulazione)
Remedier Tricoderma harzianum) 0,25 kg/nfi colture in vasqg Trattamento a
(Polvere ICC012 0 vivaio terreno
bagnabile) Tricoderma viride 0,25mg/cr
ICC080 2,5 kg/ha serra o pieno | 1,25 gr in 200
(2% + 2% in peso, |campo ml d’acqua
corrispondenti a 5x10 | frutticole: 3/10 kg/ha
UFC/g + 5x10 UFC
l9)
Rootshield Tricoderma harzianum) 750 g/ni in semenzaio | 0,75 mg/cr
(Polvere T22 (1,15 g;1x10 pieno campo 6/12 kg/ha| 3,75 g in 5000
bagnabile) UFC/g peso secco) |arboree 4/6 kg/ha cmP di terreno
Mycostop Streptomyces Semenzali 2-10 g/100m| 0,1 g/nf
(Polvere griseoviridis K 61 Concia sementi 8 g/kg
bagnabile) (33%) 16 UFC/g Su terreno5-10g/100m |24 mg cassa
Su lana di roccia
5/10g/100rf
In vaso 0,5/1g/100 vasi
Cedomon Pseudomonas 500-750 ml/100g di Diluizione 1/10
(Liquido) clororaphis Sceppo MA semente somministrati 5-
342) 10-10"° UFC/m 10 ml/pianta
(8,7 g/
Proradix (Polvere) Pseudomonas Pretrapianto 0,4 g/l 0,44/l
fluorescens 5x10 Post-trapianto 0,2 g/l |5ml di

soluzione per
pianta

trattamento
terreno 20g in
100 litri

Clonotry
(Liquido)

Trichoderma
harzianum
Clonostachys rosea
Totale 18 UFCl/g

Concia semi 10 mi/kg
seme

Radici per immersione 0
irrorazione vassoi in
vivaio

Trapianto 200 ml/1000
m? in serra o0 1L/ha in
pieno canpo

0,1ml/10 g
seme
0,2 mlinf
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2.3.1 Esperimenti 1 e 2

Gli esperimenti 1 e 2 hanno riguardato i trattameséguiti sul seme, nel
terreno e su seme + terreno nei confronti dei cépjgi (pil patogeno) ed
Fs37 (meno patogeno), rispettivamente. | prodotiosstati somministrati
secondo tre modalita: sul seme, nel terreno e aodlorb combinazione
(seme + terreno). Prima dei trattamenti tutti i sel@stinati alle prove
sono stati disinfettati per immersione in una siole di sodio ipoclorito
(1% di cloro attivo) per 10 minuti, risciacquati acqua sterile e asciugati
su carta da filtro sterile. 1 semi sono stati quisdddivisi in 3 gruppi,
ciascuno corrispondente ad una tipologia di tragt@ot su seme, nel
terreno e su seme + terreno.

| semi trattati e non sono stati seminati in teorerostituito da torba,
sabbia e vermiculite (1:2:1 in volume), che é stiiartito in vaschette di
alluminio (8 x 22cm) contenenti 260 g. Il terremmima dell'utilizzo, é
stato sterilizzato in autoclave, ad una pression®,tkg/cnf e ad una
temperatura di 106°C, mentre le vaschette sone statilizzate in stufa a
secco per 2 giorni a 100°C. Per ogni tesi sona sthinati 40 semi
suddivisi in quattro vaschette da 35 semi ciascied.ogni esperimento
sono stati utilizzati 280 semi.

Per il trattamento del semesemi sono stati immersi per 30 min in una

soluzione di 20ml di acqua sterile e prodotto dllualla dose indicata
dalla ditta produttrice (Tab. 2.1) e con gli oppait accorgimenti,
consigliati dalla ditta distributrice, quando il galotto non era
specificatamente indicato per il seme. In ogni dassomministrazioni sul
seme sono state tali da garantire una concent@zlbdFC di circa 1 X
10° conidi/ml nella soluzione di immersione.

Per il trattamento del terrersono stati somministrati 100ml di soluzione

di ciascun prodotto in ogni vaschetta, alle dodidate nella tabella 2.1;
100ml di sola acqua sterile sono stati distribnélle vaschette dove non

era previsto il trattamento, ma solo lI'inoculaziaa il patogeno.
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Per il trattamento combinato seme + terreno si eceqmuto alla
combinazione dei trattamenti sopra esposti.

L'inoculazione con il patogene stata effettuata in tutto il terreno

destinato alla semina. Sono stati inoculati il @epg7 (esperimento 1) ed
il ceppo Fs37 (esperimento 2) sotto forma di s#drirottenuti come
specificato precedentemente (8 2.2.4). Lo sfarirdit@iascun ceppo e
stato miscelato al terreno gia suddiviso in 7 gorziuna per ciascuna tesi
e gia trattata con ciascun prodotto biologico condescritto
precedentemente (82.3). La quantita di sfarinastriduita € stata di 20 g
per tesi tale da consentire una concentraziondefitiacirca 60 UFC/g di
terreno.

Le vaschette sono state incubate in cella climatica5+1°C, umidita

relativa 84-88 %, con cicli giornalieri di 12 oreldce.

2.3.2 Esperimenti3 e 4

Preparazione delle piante

Per entrambi gli esperimenti e stato allestito waie in 6 vassoi alveolari
(uno per trattamento + uno per i testimoni) riemmbn terriccio
universale per piante verdi miscelato con sablf&o(8 peso), sterilizzato
in autoclave a 121°C per 60 minuti; sono stati saii in eccedenza per
ogni esperimento, 400 semi (non trattati con prioddtimici), uno per
alveolo, previamente disinfettati con ipocloritosgidio (2% di cloro attivo)
per 5 minuti, risciacquati accuratamente con acdiséillata sterile e
asciugati. |1 vassoi sono stati incubati in celimatica a 25+1°C, umidita
relativa 84-88 %, con cicli giornalieri di 12 oreldce. Regolarmente si &
provveduto a bagnare il terreno con acqua per dftagiorni, fino al
momento del primo trattamento.

Trattamenti con i formulati

| formulati biologici sono stati somministrati aérteno in vivaio, al
terreno destinato al trapianto e con entrambe ldafité. Le dosi utilizzate

per ciascun trattamento sono state quelle ripontaila tabella 2.2.
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Per il primo trattamento ciascun prodotto é staliatd in 200 ml di acqua
distillata sterilizzata e sono stati distribuitindl di sospensione ad ogni
piantina, facendo percolare il liquido nel terrevicino al colletto, in
modo che il prodotto rimanesse localizzato il passibile a livello delle
radici. Le piantine testimone sono state bagnate Soml di acqua

distillata sterile.

Tab. 2.2 — Protocollo sperimentale delle prove di attiitéivo dei formulati
biologici nei confronti dei ceppi Fs7 ed Fs37.

Trattament(® Dose trattamento trattamento nel | Inoculazione (dose
in vivaio terreno da trapiantg in 5 litri terreno)
(dose/piantdy (dose in 5 litri

terrenof)
Rootshield 750 g/m 90 mg 3,759 30¢g
Mycostop 0,1 g/if 0,6 mg 24 mg 30 g
Cedomon 5 ml/g seme 0,5 ml 20 mi 309
Proradix 0,4 g/l 2 mg 80 mg 3049
Remedier 0,25 kg/in 30 mg 1,25 g 30 g
H,O (test non 5 ml 200 ml
inoculato)
H,O (test 5 ml 200 ml 30g
inoculato)

@ per ogni trattamento sono state utilizzate 40 piante suddivisgpetizioni.
@ | prodotti sono stati sospesi in acqua distillata per un vofimat di 200 ml,
distribuendo in vivaio 5 ml per pianta e al trapianto nigrisdi terreno.

Trapianto
Per il trattamento da eseguire al trapianto 5 ditierreno sterile per tesi,

costituito da sabbia a media granulosita e tewieniiversale per piante
verdi (1:6 in volume), e stato trattato con ciaspumdotto con le dosi e le
guantita indicate nella tabella 2.2.

Le piantine cresciute in vivaio sono state tra@msntdue giorni dopo il
primo trattamento, prelevandole con il panettoedia aderente alle radici
e posizionandole in vasche delle dimensioni 15xZ0¢dL per tesi) nelle
qguali era stato predisposto un substrato drenante cdn di spessore

costituito da argilla espansa sterile, ricoperta 2ocm di terreno sterile
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(1:6 in peso di sabbia a media granulosita e t@aigniversale per piante
verdi)

Le piantine sono state trapiantate nel terrenocdssoni con l'accortezza
di lasciare emergere la panetta 1 cm al di soptdildedel terreno, in
modo da poter ricoprire con il terreno precedenteméattato e inoculato
anche parte (circa 1 cm) del colletto.

Inoculazione con il patogeno

Sono stati inoculati il ceppo Fs7 (esperimento d) ileceppo Fs37
(esperimento 4) sotto forma di sfarinati ottenubme specificato
precedentemente (8 2.2.4), al momento del trapialto sfarinato di

ciascun ceppo e stato miscelato al terreno giaigsddn 6 porzioni, una
per ciascuna tesi e gia trattata con ciascun pdoiblogico come

descritto precedentemente (82.3). La quantitaadiredto distribuita e stata
di 30 g per tesi tale da consentire una concetnaziinale di 100 UFC/g

di terreno.

Valutazione della malattia

Le valutazioni della malattia hanno riguardato dagtienza (numero di
piante ammalate rispetto al totale delle piantecutete) e la gravita
(calcolata con l'indice di Towsend Heuberger madifo, § 2.3), a 14 e a

19 giorni dall'inoculazione con il patogeno.
Tutte le prove sono state ripetute almeno due \aaterisultati simili tra

di loro. | risultati che verranno in seguito ripatitsono relativi ad una

delle due prove.
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2.4 MODALITA D’AZIONE DI MICRORGANISMI
CONTENUTI IN FORMULATI BIOLOGICI

Per lo studio delle modalita d’azione dei microrigam contenuti nei
formulati biologici utilizzati per le prove di atita in vivo, si & proceduto
al loro isolamento in coltura pura. A tale scopo grammo di ogni
formulato e stato sospeso in 20 ml di acqua disdilisterile e tenuto in
agitazione per 30 minuti. Ciascuna sospensioneata gioi diluita in
maniera seriale (1:10) per otto volte. Aliquote @b ml dell’'ultima
diluizione sono state infine spatolate sulla supierfdi PDA addizionato
di streptomicina solfato (3)/ml) per quanto riguarda l'isolamento dei
microrganismi funginiTrichodermaspp. e sulla superficie di KB solido
( peptone 20 g, glicerolo 10 mI,KPO, 1,5 g, MgSQ7H,0 1,5 g, Bacto
agar 15 g, acqua distillata 1000 ml, pH 7,2) peplamento dei batteri. Le
piastre sono state incubate a 10°C Peviride ICC080, a 25-30°C per.
harzianum T-22 e ICC012, a 28°C per i batteri. Dopo due pggs
successivi nei medesimi substrati, i ceppi dei anganismi sono stati
utilizzati per lo studio delle loro modalita d’am®in vitro nei confronti
dei ceppi di Fs7, Fs37 e Fs17. Sono state considkranodalita relative
all'inibizione della crescita micelica del patogemdla competizione per il

substrato e all’antibiosi.

2.4.1 Inibizione della crescita del patogeno e colzzazione del

substrato da parte dell’antagonista

In piastre Petri di 90 mm di diametro, contenestim! di PDA sono stati
appoggiati due dischetti uno del patogeno ed urbad&&agonista, di 4
mm di diametro, distanti tra loro 40 mm, prelev@di margini di colonie
giovani di ciascun ceppo di microrganismo e di patm. Sono state
considerate tutte le combinazioni tra i sei micamigmi ed i tre ceppi di

patogeno, ripetute cinque volte. Le piastre somdesinoculate tutte lo
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stesso giorno e sono state incubate in cella teatada a 25°C in
condizioni di oscurita.

Giornalmente sono stati valutati gli accrescimesi del patogeno che
dell’'antagonista e sono stati calcolati la inibieopercentuale di crescita
radiale del patogeno (IPCR) secondo il metodo dndhahar et al. (1987)
e la colonizzazione del substrato da parte deligomista secondo
Camporota (1985).

La IPCR rappresenta lintensitda di antagonismo tatiredi un
microrganismo nei confronti di un altro ed e stécolata con la formula
seguente:

IPCR = (R-R, /R;) 100

dove R rappresenta il raggio maggiore di crescita debgato e Rl
raggio minore del patogeno, quello verso la dinezidell'antagonista.

La colonizzazione del substrato € considerata dapGeota (1985) come
la capacita competitiva di un antagonista, valutatala formula:

C = (DT 100)/DE

dove DT rappresenta la distanza percorsa dall'aniata sull’asse che

unisce i due inoculi e DE la distanza che sepdteiinoculi.

2.4.2. Antibiosi

L’'antibiosi & stata studiata relativamente all'@ffedi metaboliti non
volatili rilasciati nel substrato da parte deglitagonisti, utilizzando la
tecnica di Dennis e Webster (1971) per i tre cefpgdirichoderma(T-22,
ICC080 e ICCO012) ed il ceppo K61 . griseoviridis un batterio
attinomicete caratterizzato dalla produzione di Tfale tecnica prevede la
deposizione di un disco di cellophane sulla supierfdi PDA in piastre
Petri, sul quale viene inoculato, al centro, urclkdto di giovane colonia
di antagonista. Il cellophane consente il passadgiometaboliti prodotti
nell’agar sottostante, ma non di ife e spore deronganismo. Dopo 48
ore d’incubazione a 25°C, il cellophane e statoosso assieme al

microrganismo e, sempre al centro della piastraettdmente sulla
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superficie di PDA e stato inoculato un dischettb mogeno di 4 mm di
diametro. Le piastre sono state nuovamente incudaé&°C al buio e,
giornalmente, e stato misurato il diametro di ascireento del patogeno.
Sono state considerate tutte le combinazioni $ea microrganismi ed i tre
ceppi di patogeno, ripetute cinque volte. Le p&astestimone erano
costituite da ciascun ceppo di patogeno inoculat®®BA sul quale non
era stato posto I'antagonista.

Relativamente ai batteR. fluorescenssp. proradix €. chlororaphisil
meccanismo dell’antibiosi e stato studiato utilizda il loro filtrato
colturale di crescita, aggiunto, in proporzioneldl in volume, a PDA
(4% finale) utilizzando il protocollo modificato éosaleet al (1995) . A
tale scopo le colture batteriche sono state imeate incubate in
agitazione a 30° C per 48 ore su brodo KB, quirahtifugate per 30
minuti a 4200 rpm alla temperatura di 10° C. llnedante é stato rimosso
ed il pellet e stato sospeso nel substrato ligdiderescita PPM (Pigment
Production Media) che, secondo Rosakds al (1995) favorisce la
produzione di metaboliti di Pseudomonas spp. Talbstrato & cosi
costituito: peptone 20 g, glicerolo 20 g, NaCl 5 KNOs;1 g, agar
tecnicol5 g, acqua distillata 1 L, pH 7,2.

Le colture liquide allestite su PPM sono state @@strescere per 4 giorni
a 30° C su un agitatore orbitale, quindi centritegaer 30 minuti a 4200
rom e 10° C ed il surnatante e stato prelevatotenliga e filtrato con
membrane sterili monouso con porosita di 0. Il filtrato colturale
cosi ottenuto e stato aggiunto in proporzione 1RO (4% finali) e
quindi versato in piastre Petri da 90 mm di diameBono state previste 6
tesi da 5 repliche ciascuna relative a ciascun argemismo e 3 tesi
testimone con i tre ceppi del patogeno.

Al centro di ogni piastra e stato deposto un digohgi 4 mm di diametro,
ottenuto da giovani colonie di ciascun ceppo diogaho, cresciuto su
PDA a temperatura ambiente per 10 giorni. Le pgagstimone erano

costituite da ciascun ceppo di patogeno inoculatBBA addizionato con
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il 50% del substrato PPM filtrato, nel quale nomarer stati inoculati i
batteri antagonisti.
| rilievi di crescita sono stati effettuati misudamil diametro della colonia

fungina con cadenza giornaliera.

2.4.3 Competenza rizosferica ed endofitismo

La competenza rizosferica é I'abilita di un micramgsmo, di colonizzare e
proliferare sopra e nelle vicinanze della supezfielle radici, utilizzando
come substrato i nutrienti rilasciati dalle radiii antagonisti competono
efficacemente con la microflora del terreno persteidonti di nutrimento
(Harman e Bjérkman 1998).

L’endofitismo € la capacita di un microrganismoctescere e svilupparsi
all'interno dei tessuti di un vegetale, instaurarmisi un rapporto piu
intimo.

La competenza rizosferica e I'endofitismo sonoi statificati per tutti gli
antagonisti dei formulati biologici di cui € statestata [I'attivita
antifungina.

Per ogni antagonista sono stati somministrati 50dméospensione di
spore a 10 piantine di zucchino di 9 giorni d’et&sciute su terreno
sterilizzato, alle dosi di 100x1QP. chlororaphisMA342), 79,5x10 (P.
fluorescensssp.proradix DSM13134), 91,5x10(S. griseoviridis), 10x10
(T. harzianumT22), 15x10 (T.harzianumiCCO012 +T.viride ICC080).

La prova € servita per rilevare sia l'eventualeonazazione della
rizosfera che la presenza degli isolati all'inted® tessuti delle piante.
Per avere una buona stima della rizosfexaero prelevare un quantitativo
di terreno adeguato ben aderente alle radici, isite¥rotto l'irrigazione
delle piante 2 giorni prima del termine della prolza piantine sono state
estratte delicatamente facendo attenzione a nonedgrare I'apparato
radicale e che del terreno rimanesse aderenteadli@.

L’apparato radicale con le radici avvolte dalloastr di terreno é stato

posto in becker sterili contenenti 10 ml di acqustilthta sterilizzata,
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cercando di distaccare il piu possibile il terrefadle radici. Dopo leggera
agitazione, aliquote di 100 ul di questa sospemsamguosa che sono stati
piastrati su Petri da 90 mm contenenti PDA penghi e KB per i batteri.
Dopo opportuna incubazione é stata valuta la pessdei microrganismi.
La presenza dei batteri fluorescenti € stata ‘eaiidi con luce UV, mentre
guella dei funghi con osservazioni a occhio nu@b microscopio ottico.
L’endofitismo € stato valutato ponendo sui subbstsgecifici (vedi
competenza rizosferica) porzioni di radici oppodnnente lavate dai
residui terrosi e sterilizzate superficialmente mkre minuti con una
soluzione di sodio ipoclorito (1% di cloro attiva) etanolo (50%) e
risciacquate piu volte. Le osservazioni sono seseguite come sopra
descritto per la competenza rizosfera.

Tutte le prove sono state ripetute almeno due \aaterisultati simili tra
di loro. I risultati che verranno in seguito ripatritsono relativi ad una

delle due prove.

2.4.4 Elaborazioni statistiche dei dati

| risultati ottenuti da tutte le prove sono staittgposti ad elaborazione
statistica. In relazione all'impostazione delle yap € stato effettuata
un’analisi della varianza (ANOVA) a 1 o a 2 vieseconda della necessita
e le medie sono state confrontate con il test DMBigher con livello di
significativita dello 0,05, oppure con la SEM (sdard error of the mean)
nel caso dellANOVA a 2 vie dove l'interazione tfattori era risultata
significativa. In alcuni casi si € fatto ricorsdaatleviazione standard della
media oppure alla correlazione.

| dati percentualizzati, prima dell'elaborazioneatsstica, sono stati
trasformati nel corrispondente valore angolare dgeno) utilizzando le
tavole di Bliss. Per le elaborazioni statistichsta&o utilizzato il software
StatGraphics Plus, 1996.
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RISULTATI
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3.1 ISOLAMENTO ED IDENTIFICAZIONE DEL PATOGENO

Le cinque aziende di zucchino visitate presentavamoblematiche

fitopatologiche ascrivibili al collasso delle cubitacee. Le piante, infatti,
mostravano avvizzimenti dell’apparato fogliare cdiverso grado di

intensita ed il colletto evidenziava aree necr@itdlvolta con fuoriuscita di
essudato dal colore ambrato. Le piante piu colga#la malattia erano
completamente avvizzite e con i tessuti del callettarcescenti. Nessun

sintomo é stato riscontrato sul frutto.

Foto 3.1 — Immagine di coltivazione di zucchino in una delleeseggetto di
studio. Sono evidenti ingiallimenti e avvizzimenti di alcurenge attaccate da
solanif.sp.cucurbitae (Foto C. Sigala)
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Dal materiale ammalato prelevato, e stato ossefeasviluppo di micelio
sui tessuti infetti incubati in camera umida a temapura ambientale. Da
tutte le porzioni di colletto e radice infette imate su PDA, si sono
sviluppate colonie fungine morfologicamente molimik tra di loro e
presumibilmente responsabili della malattia osdarvdali colonie sono
state successivamente isolate in coltura pura peocedere
all'identificazione del microrganismo ed alle sussige prove di
patogenicita e reisolamento per confermare i pastdi Koch.

Allo scopo di identificare il microrganismo respabsge della malattia, sono
state condotte inizialmente osservazioni macro ierascopiche. Le
osservazioni macroscopiche hanno evidenziato a®lonn micelio aereo
fitto e di colore bianco panna, tendente al grigidalvolta al marrone
chiaro, a rapido accrescimento. Le osservazionpalizioni di colonia
effettuate al microscopio ottico a luce trasme888-500%x) hanno mostrato
la presenza di macro- e microconidi. | macrocorsti presentavano
affusolati con la parte centrale piu larga, plutee (3, 5 setti), con
dimensioni di 35-55 um x 4,5-6 um, talvolta coriude apicali e basali
evidenti, queste ultime smussate. | microconidinerali forma ovale,
dimensioni 8-16 x 2-4 um, talvolta con un settodmtti da monofialidi
laterali o da conidiofori ramificati, emergenti daicelio aereo. Sono state
osservate anche clamidospore globose, prodottelamgente o a coppia 9-
12 x 8-10 um su corte ramificazioni laterali o netdari. In base alle
caratteristiche osservate ed alle chiavi identifiea delle specie di
Fusarium (Booth, 1977, Nelson et al., 198B)fungo € stato identificato
comeFusariumsolani Snyd. & Hans.

In relazione alla matrice vegetale di proveniemzalire, si e ipotizzato che
il microrganismo appartenesse alla forma speciateirbitae

Per dimostrare sia la patogenicita del fungo chppartenenza alla forma
speciale cucurbitag sono state condotte successive prove, inoculando
artificialmente con il presunto patogeno piantedidierse specie vegetali,

qguali cetriolo, melone, zucca e zucchino, apparterala famiglia delle
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Cucurbitacee e fagiolo e melanzana appartenené fmiglie delle
Leguminose e Solanacee rispettivamente.

Nella tabella 3.1 e riportata I'incidenza percettudi malattia sulle varie
specie prese in esame. Si evince che le piantagihldb e melanzana sono
risultate tutte sane non presentando sintomi datnial Al contrario valori
di incidenza della malattia significativi sono statevati per le quattro
specie di Cucurbitacee considerate e con tuttisglati di patogeni testati.
In generale zucca e zucchino hanno presentatoi hlocidenza di malattia
piu elevati. L'inoculazione su zucca e zucchino gtirisolati I-3 ed 1-4 ha
provocato un’incidenza di malattia significativartepiu elevata rispetto a
cetriolo e melone. Questi ultimi hanno mostrato wescettibilita al
patogeno significativamente uguale tra di loro’aglbito di ciascun isolato
fungino.

Tab. 3.1 - Patogenicita dei cinque isolatFdisolanisu diverse specie vegetali,
valutata dopo dieci giorni dall'inoculazione artificiale.

Specie vegetale
Frequenza malattia (%)

| -1? | -2 -3 | -4 -5
Cetriolo 768 790D 80 b 75 b 72 b
Melone 85 bc 86 bc 78 b 75 b 80 bc
Zucca 92 ¢ 98 c 95 ¢ 97 c 100 |c
Zucchino 100 ¢ 98 c 97 @ 99 ¢ 98 c
Fagiolo 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a
Melanzana 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a

@) percentuale di piante ammalate rispetto a quelle inoculate.

@) |solati provenienti dal campo.

® | valore seguiti da lettere diverse, nella stessa calonsono
significativamente diversi per P0,05, secondo il test DMS.

L’inoculazione del patogeno e stata eseguita deponendo un cilindiretitonia
in attiva crescita sul colletto di piantine allo stadio2 foglie vere pienamente
sviluppate.
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Da campioni di tessuti prelevati dalle piante camosni di malattia si e
sempre sviluppato lo stesso patogeno che eraistatolato artificialmente.
Da tali risultati si deduce, pertanto, che i cingselati esaminati sono i
patogeni responsabili della malattia osservataampo e che si tratta di
Fusariumsolanif. sp.cucurbitae

In base all’'osservazione dei sintomi in campo, liazati esclusivamente a
livello del colletto e della radice, si € anche aléaol che il patogeno potesse
essere ascrivibile alla razza 1. Un'ulteriore ider#zione per
'accertamento della razza e stata effettuata cetodo biomolecolare su tre
colture monosporiche del fungo (Fs7, Fs17 e Fs8lte tra i fenotipi piu
diversi come descritto nei paragrafi successivianilificazione ed |l
sequenziamento della regione genica TEF (transl&iongation factor) dei
tre ceppi e l'utilizzo del database FUSARIUM-ID Wi(David M Geiser,
Dept of Plant Pathology, Penn State), ha consedititiscontrare il 100% di
omologia di un frammento di 720 bp di ciascunded&k monosporiche
con la sequenza df. solani f. sp. cucurbitae MPI TEF 1- (numero
d’accesso 22098), facendo concludere che il pagolato &€ da ritenere
Fusariumsolanif. sp.cucurbitaeW.C. Snyder & H.N. Hansen, razza 1.

Di seguito viene riportato l'allineamento di unargone nucleotidica della
regione genica TEF, dove sono posti a confronte fenotipi Fs7, Fs17 e

Fs37. In rosso sono riportate le identita ed imhedifferenze.
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10 20 30 40 50 60

I I I
ceppo? ACGTCGTCGTCATCGGCC ACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCCCA
ceppo37 ACGTCGTCGTCATCGGCC ACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCCCA
ceppol7?  ----mmmmmmmmeeee- ACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCCCA
Fsolani_MPI ---TCGTCGTCATCGGCC ACGTCGACTCTGGCAAGTCGACCACCGTAAGTCAAACCCCCA

Fkkkkkkkok

Prim.cons. ACGTCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGGCAAGTBACCACCGTAAGTCAAACCCCCA

70 80 90 100 110 120

I I I I I I
ceppo? TCGCGATCTGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTBGGGTEEA
ceppo37 TCGCGATCTGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTUGGGTEEA
ceppol? TCGCGATCTGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTBGGGTEEA
Fsolani_MPI TCGCGATCTGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCTGGCATCTUGGGTEEA

KkkkkkkKK

Prim.cons. TCGCGATCTGCTTATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCGIGCATCTTGGGCGGGGGGTTTCA

130 140 150 160 170 180
I I I
ceppo? TCAGCCACTTCATGCTAACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATETBCGATGG
ceppo37 TCAGCCACTTCATGCTAACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATETBCGSTGG
ceppol? TCAGCCACTTCATGCTAACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATETBCGSTGG
Fsolani_MPI TCAGCCACTTCATGCTAACAATCATCTACAGACCGGTCACTTGATETBCGSTGG

KkkkkkkKk

Prim.cons. TCAGCCACTTCATGCTAACAATCATCTACAGACCGGTACTTGATCTACCAGTGCGGTGG

190 200 210 220 230 240
I I I I I I
ceppo? TATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATGATCGCGC
ceppo37 TATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATGATCGCGC
ceppol? TATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATGATCGCGC
Fsolani_MPI TATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGACATGATCGCGC

KkkkkkkKK

Prim.cons. TATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTAGTGACATCTCCCCCGATCGCGC

250 260 270 280 290 300
I I
ceppo7 CTTGCTATCCCACATCGAATTCCCCGTCGAACTCCCTCCCTCGCGBTACGCCC
ceppo37 CTTGCTATCCCACATCGAATTCCCCGTCGAACTCCCTCCCTCGCGBTACGCCC
ceppol? CTTGCTATCCCACATCGAATTCCCCGTCGAACTCCCTCCCTCGCGBTACGCCC
Fsolani_MPI CTTGCTATCCCACATCGAATTCCCCGTCGAACTCCCTCCCTCGCGBTACGCCC

Fkkkkkkkk

Prim.cons. CTTGCTATCCCACATCGAATTCCCCGTCGAACTCCCTCCTCGCGACACGCTCTGCGCCC

310 320 330 340 350 360
I [ I I I I
ceppo? GCGTCTCCCGAGTCACAAAATTTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTIGGB&ERTTT
ceppo37 GCGTCTCCCGAGTCACAAAATTTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTIGGB&ERTTT
ceppol7 GCGTCTCCCGAGTCACAAAATTTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTIGGB&ERTTT
Fsolani_MPI GCGTCTCCCGAGTCACAAAATTTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTIGGB&ERTTT

Fkkokdkkkok

Prim.cons. GCGTCTCCCGAGTCACAAAATTTTTGCGGTCCGACCRAATTTTTTTTGGTGGGGCATTT

370 380 390 400 410 420
I I [ I I I
ceppo? ACCCCGCCGCTCGGGTGACGTTGGACAAAGCCCTGATCCCTGCACACSAAAC
ceppo37 ACCCCGCCGCTCGGGTGACGTTGGACAAAGCCCTGATCCCTGCACACSAAAC
ceppol? ACCCCGCCGCTCGGGTGACGTTGGACAAAGCCCTGATCCCTGCACACSAAAC
Fsolani_MPI ACCCCGCCGCTCGGGTGACGTTGGACAAAGCCCTGATCCCTGCACACSAAAC

KkkkkkkKk

Prim.cons. ACCCCGCCGCTCGGGTGACGTTGGACAAAGCCCTGAICTGCACACAAAAACACGAAAC

430 440 450 460 470 480
I I I I I I
ceppo? CCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTTCACATAAGAAGCTRRKIIGEAATAGGAA
ceppo37 CCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTTCACATAAGAAGCTRRKIIGEAATAGGAA
ceppol? CCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTTCACATAAGAAGCTORKIIGEAATAGGAA
Fsolani_MPI CCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTTCACATAAGAAGCTRRKIIGEAATAGGAA

Fkkk Fkkokkkkkk

Prim.cons. CCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTTCACATAAGABCTAACCGGTTCAACAATAGGAA

490 500 510 520 530 540
I [ I I I [
ceppo? GCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTITEAREAECC
ceppo37 GCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTIEMRAEAECC
ceppol? GCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTITEAAEAECC
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Fsolani_MPI GCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTIEMRAEARCC

KkkkkkkKK

Prim.cons. GCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCGGGTCCTTGACAAGCTCAAGGCC

550 560 570 580 590 600
I I I I I I
ceppo? GAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTUGABACTAC
ceppo37 GAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTOUGABACTAC
ceppol7 GAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTUGABACTAC
Fsolani_MPI GAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGABACTAC

Fkkkdkkkok

Prim.cons. GAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTGIGAAGTTCGAGACTCCCCGCTAC

610 620 630 640 650 660
I I I I I I
ceppo? TATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTCTCTCATCCGTCCCAATCARGTRTTAAC
ceppo37 TATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTCTCTCATCCGTCCCAATCARGTRTTAAC
ceppol? TATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTCTCTCATCCGTCCCAATCARGTRTTAAC
Fsolani_MPI TATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTCTCTCATCCGTCCCAATCARGTRTTAAC

KkkkkkkKK

Prim.cons. TATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTCTCTCATCCGTCCAATCACGTCTCACCACTAAC

670 680
I I
ceppo? AATCAACAGACGCTCCEG---
ceppo37 AATCAACAGACGCTCCEG---
ceppol? AATCAACAGACGCTCCEG---
Fsolani_MPI AATCAACAGACGCTCUETCACCGTG

FkkkkkkFhRIKFI*AAK

Prim.cons. AATCAACAGACGCTCCCGGCCACCGTG

Alignment data :

Alignment length : 687

Identity (*) : 659 is 95.92 %

Strongly similar (:) : 0 is 0.00 %

Weakly similar (.) : 0is 0.00 %

Different : 28 is 4.08 %

Sequence 0001 : ceppo7 ( 678 residues).
Sequence 0002 : ceppo37 ( 678 residues).
Sequence 0003 : ceppol7 ( 660 residues).
Sequence 0004 : Fsolani_MPI ( 684 residues).
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3.2 CARATTERIZZAZIONE MORFO-FISIOLOGICA DEGLI
ISOLATI DEL PATOGENO

Allo scopo di studiare gli isolati dt. solanif. sp.cucurbitaesono state

allestite un centinaio di colture monosporiche fgegu CLA a 25°C in

condizioni di illuminazione naturale. Da prove prdenti con diversi

substrati, e risultato che CLA consente una maggifacilita di

sporificazione dei ceppi in meno giorni rispettd&A (4 giorni contro 7)

e una maggiore differenziazione morfologica dei esauhi.

Tab 3.2 - Suddivisione dei ceppi i solanif.sp. cucurbitaein base alle loro
caratteristiche morfologiche su CLPDA.

Numero Caratteristiche micelio| Colore Caratteristiche conidi

ceppi diF.
solani
ISRV RSHGEN aderente al substrato d

iFulvo 12| Macroconidi: 3-5 setti,

YRRV colore marrone chiaro misura media 45 x 5 pum,
(Cinnamomo n.10) con prodotti in sporodochi.
zonature concentriche Microconidi: uni- o
bicellulari in media 12 x 3
pm,

prodotti su monofialidi

17, 18, 19 fioccoso di colore assente Macroconidi: 3-5 setti,
Bianco panna (n.4D) misura media 45 x 5 pum,
prodotti in sporodochi.
Microconidi: uni- o
bicellulari, in media 12 x 3
pum, prodotti su monofialidi

s vAaVL I aderente al substrato diassente Macroconidi: 3-5 setti,
C{ORCYAV (V'Y colore camoscio (n.52) misura media 45 x 5 pm,
portati da monofialidi,
sporodochi assenti.
Microconidi: uni- o
bicellulari, in media 12 x 3
pm,

prodotti su monofialidi

@) Colorazione secondo la tabella colorimetrica identificativ&oltur
identification chart” Flora of British Fungi, della Royalofnic Garden
Edinburgh, 1969.
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Le colture monosporiche sono state inizialmentedsige su base
morfologica, raggruppandole per omologia di colaspetto del micelio e
capacita di sporificare e di produrre clamidospdneparticolare si sono
notate le tipologie descritte nella tabella 3.2.

Tra tutti i ceppi ottenuti, ne sono stati sceltnhtreappartenenti alle tre
tipologie, per la prosecuzione della caratterizzagifisiologica riguardo 1)
la crescita su PDA e CLPDA a diverse temperaturenecondizioni di

luce e buio e 2) il grado di patogenicita su zuachi

3.2.1 Crescita di venti ceppi del patogeno su PDA

Inizialmente si € voluto esaminare I'accrescimetgdceppi su PDA a tre
temperature (17, 23 e 28°C) in condizioni di illmazione alternata 12 ore
luce e 12 di buio (Fig.3.2a, b, ¢ e Tab. 3.3).

Le figure 3.2 mostrano I'accrescimento dei cepla dlverse temperature
e per tutto il periodo dell’esperimento. Si notaech tempi degli
esperimenti non sono uguali tra di loro, in qualgamisurazioni della
crescita sono state interrotte quando le colomgifie piu veloci avevano

raggiunto gli 80 mm di diametro.
~ R
90 Fig. 3.2a-17°C
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Tab. 3.3 - Accrescimento giornaliero delle colonie deiiveeppi diF. solani
f.sp.cucurbitae su PDA a 17, 23 e 28°C, in condizione di alternanza luce buio
12/12.

Crescita giornaliera (mm)

Ceppi

17°C 23°C 28°C Medie
Fs1 3,27 7,07 9,00 6,44
Fs 3 3,67 6,93 7,87 6,16
Fs4 4,00 6,53 8,73 6,42
Fs5 3,47 6,87 8,00 6,11
Fs 6 3,40 6,20 7,73 5,78
Fs7 3,33 6,93 9,13 6,47
Fs 8 3,60 6,80 7,87 6,09
Fs9 3,73 6,80 9,00 6,51
Fs 10 3,07 6,73 9,00 6,27
Fs 11 3,60 6,47 9,20 6,42
Fs 17 3,40 5,00 6,80 5,07
Fs 18 3,47 2,80 5,20 3,82
Fs 19 3,20 3,47 7,27 4,64
Fs 26 3,20 7,07 9,00 6,42
Fs 27 3,40 7,27 9,07 6,58
Fs 28 3,33 7,20 10,20 6,91
Fs 37 3,60 7,40 9,87 6,96
Fs 38 4,00 7,07 8,13 6,4
Fs 40 3,93 7,13 10,27 7,11
Fs 41 3,67 6,87 9,33 6,62
Medie 3,52 6,43 8,53

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo p0,05.

Effetto della condizione di incubazione alle trmyperature sulla crescita:
significativo per P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa peiOFD5.

SEM (standard error of the interaction means): 8,32

All'esame della tabella 3.3 si nota che la cresgitanaliera di quasi tutti i
ceppi aumenta al crescere della temperatura d’agiabe, ad eccezione di
Fsl18 e Fs19. A 28°C, la temperatura piu elevatag videnti le maggiori
differenze tra i ceppi che mostrano una crescitaabde da 5,20 a 10,27

mm giornalieri.
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3.2.2 Crescita di venti ceppi del patogeno su CLPDA
Successivamente si € pensato di esaminare I'adti&sto dei venti ceppi
anche su CLPDA, considerato che questo substratmrifae la
contemporanea produzione di macroconidi e di momnali; si e inoltre
introdotto il fattore di variabilita luce e buio peiascuna delle diverse
temperature, 17, 23 e 28°C.

Nelle figura 3.3, relativa alla crescita dei 20 wep 17°C alla luce ed al
buio, si nota un andamento crescente nel temparamitile tra di essi.

La tabella 3.4 illustra la velocita di accrescintenkei ceppi a 17°C in
condizioni di luce e buio. La crescita giornalieitavata si € differenziata
in relazione sia al ceppo che alle condizioni @iscita luce-buio e tra
guesti due fattori € risultata significativa l'inkzione. Si osserva che 14
ceppi sono cresciuti piu velocemente al buio che late, mentre solo 3
hanno avuto comportamento inverso. Per i rimartestiFs 17, 26 e 37, le
condizioni di luce e buio non hanno influito sigogtivamente sulla

velocita di crescita.
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Tab. 3.4 - Accrescimento giornaliero delle colonie deiiveeppi diF. solani

f.sp.cucurbitae su CLPDA a 17°C in condizioni di luce ed al buio.

Crescita giornaliera (mm)
Ceppi
Medie

Fs1 3,88 4,89 4,36
Fs 3 3,56 4,78 4,18
Fs 4 3,44 511 4,32
Fs5 3,33 4,56 3,93
Fs 6 3,22 4,11 3,66
Fs 7 2,89 4,44 3,64
Fs 8 3,56 4,89 4,23
Fs9 3,80 4,56 4,18
Fs 10 3,56 4,22 3,89
Fs 11 3,78 4,00 3,91
Fs 17 3,78 3,78 3,80
Fs 18 3,22 3,67 3,47
Fs 19 4,00 3,56 3,78
Fs 26 3,89 3,89 3,84
Fs 27 3,78 3,44 3,61
Fs 28 3,11 4,00 3,53
Fs 37 3,67 3,67 3,69
Fs 38 3,67 3,89 3,81
Fs 40 3,44 3,22 3,33
Fs 41 3,56 3,89 3,72
Medie 3,56 4,13

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo per P<0,05

Effetto della condizione di crescita luce e buio sulla ctassignificativo per
P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa per P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 0,108.

L'accrescimento nel tempo di tutto I'esperimento denti ceppi a 23°C
alla luce ed al buio é illustrato nelle figure 3dd. In generale, risulta
evidente che i ceppi hanno raggiunto gli 80 mm idnrebtro in 9 giorni

alla luce ed in 14 giorni al buio, facendo preswsmama maggiore velocita
di crescita in condizioni di luce.
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Riguardo l'accrescimento giornaliero, a 23°C e astabttenuta

un’interazione significativa tra i ceppi e la caridne di crescita, dalla
guale risulta che lo sviluppo dei ceppi € statogenmaggiore in presenza
di luce rispetto al buio, confermando quanto eik@osbsservato nelle
figure 3.4 (Tab. 3.5).

Tab. 3.5 - Accrescimento giornaliero delle colonie deiivegppi diF. solanif.sp.
cucurbitae su CLPDA a 23°C in condizioni di luce ed al buio.

Crescita giornaliera (mm)

Ceppi

Medie
Fs1 8,44 5,07 6,76
Fs3 8,67 5,44 7,07
Fs 4 8,22 5,52 6,88
Fs5 7,89 4,81 6,35
Fs 6 9,00 4,93 6,96
Fs7 9,33 5,22 7,28
Fs 8 8,44 5,04 6,74
Fs9 8,67 4,81 6,74
Fs 10 8,56 5,07 6,80
Fs 11 9,33 5,00 7,15
Fs 17 8,00 4,52 6,26
Fs 18 8,78 3,78 6,28
Fs 19 9,00 4,07 6,54
Fs 26 8,44 5,33 6,89
Fs 27 8,67 5,37 7,02
Fs 28 9,33 5,81 7,57
Fs 37 9,00 5,67 7,36
Fs 38 9,22 5,04 7,13
Fs 40 8,67 5,56 7,11
Fs 41 9,00 5,48 7,26
Medie 8,74 5,08

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo per P<0,05

Effetto della condizione di crescita luce e buio sulla ctassignificativo per
P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa per P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 0,452.
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L’andamento generale dell’esperimento condottoossMiluppo dei venti
ceppi a 28°C alla luce ed al buio & presentaterigjure 3.5a e b dove si

nota una maggiore uniformita di crescita alla luce.
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condizione di crescita. Infatti si nota molta vaii#a tra i ceppi riguardo
il comportamento in presenza o assenza di lucdtrquaeppi (Fs 6, 8, 18
e 37) si sono sviluppati allo stesso modo alla kedel buio, otto (Fs3, 4,
5,9, 10, 17, e 38) sono cresciuti di piu alla ledgegimanenti 8 (FS1, 7, 11,
19, 27, 28, 40, e 41) di piu al buio.

Tab. 3.6 - Accrescimento giornaliero delle colonie deiiveppi diF. solanif.sp.
cucurbitae su CLPDA a 28°C in condizioni di luce ed al buio.

Crescita giornaliera (mm)
Fs1 7,41 7,89 7,65 Im
Fs 3 7,22 6,67 6,94 edfg
Fs 4 7,30 6,11 6,66 cde
Fs5 7,74 6,44 6,87 cdfg
Fs 6 7,19 7,33 7,20 fghi
Fs 7 6,85 8,00 7,43 il
Fs 8 6,96 7,11 7,04 efgh
Fs 9 7,22 6,56 6,89 cdef
Fs 10 7,48 5,56 6,52 cd
Fs 11 3,81 4,44 4,13 b
Fs 17 6,96 6,22 6,59 cd
Fs 18 3,52 3,56 354 a
Fs 19 3,15 3,78 3,46 a
Fs 26 7,41 6,11 6,76 cde
Fs 27 6,56 8,22 7,39 hil
Fs 28 6,67 8,11 7,39 hil
Fs 37 7,52 7,67 7,59 ilm
Fs 38 7,15 5,78 6,46 c
Fs 40 7,41 8,33 7,87 m
Fs 41 7,11 7,56 7,33 ghil
Medie 6,60 ns 6,57 ns

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo pet0,05.

Effetto della condizione di crescita luce e builasarescita: non significativo per
P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa peiOFD5.

SEM (standard error of the interaction means): @44
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3.2.3 Patogenicita dei venti ceppi su zucchino

La tabella 3.7 e la figura 3.6 illustrano la pradiapatogenicita dei 20
ceppi diF. solanif. sp.cucurbitaesu zucchino. Sono stati rilevati sia la
frequenza percentuale della malattia che la gra8tanota che tutti i
ceppi hanno causato sintomi di malattia con unguigaza superiore al

60% ed una gravita superiore al 39%.

Tab. 3.7 - Patogenicita su zucchino dei venti cepi. diolanif. sp. cucurbitae
inoculate nel suolo (100 UFC/g di suolo) al momento del trapidrgiotomi di
malattia sono stati rilevati 25 giorni dopo il trapianto.

Ceppi Frequenza malattia (%) Gravita di malattia (%9
Fs1 71,43 bt 54,76  cd
Fs3 75,00 bcd 54,76 cd
Fs 4 67,86 ab 52,38 cd
Fs5 60,71 a 39,29 a
Fs6 82,14 def 55,95 cd
Fs7 92,86 gh 83,00 g
Fs 8 85,71 efg 63,10 ef
Fs 9 96,43 h 80,95 g
Fs 10 96,43 h 80,95 g
Fs 11 92,86 gh 7738 g
Fs 17 89,29 fgh 66,67 f
Fs 18 82,14 def 63,10 ef
Fs 19 78,57 cde 64,29 ef
Fs 26 67,86 ab 50,00 bc
Fs 27 75,00 bcd 58,33 de
Fs 28 78,57 cde 58,33 de
Fs 37 78,57 cde 50,00 bc
Fs 38 67,86 ab 45,25 b
Fs 40 89,29 fgh 69,05 f
Fs 41 85,71 efg 65,48 f

@) percentuale di piante ammalate rispetto a quelle inoadaté patogeno.

@) Calcolata con I'indice di Towsend Heuberger (vedi maiegiatetodi).

®) A lettere uguali corrispondono, nella stessa colonna, valaifisigtivamente
non differenti secondo il metodo di confronto multiplo di Newman Kpals
P<0,05.

Correlazione tra frequenza e gravita della malattialyl92x-28,16;7= 0,8796;
p*** =0,0001.

Condizioni di crescita: 23-25°C, 12 ore di luce; 4 ripetizioni dp2fte ciascuna.
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| ceppi che hanno determinato la frequenza di mialaignificativamente
piu elevata sono stati Fs7, 9, 10, 11, 17 e 40,tmmaiguardo la gravita
della malattia i ceppi piu patogeni sono stati F8710 e 11. E’ stato
riscontrato inoltre che frequenza e gravita dellalattia sono correlate

positivamente tra di loro (Tab. 3.7).

100 Gravita malattia (%) Frequenza malattia (%)

90 -
80 -
70
60 -
50 -
40
30
20 A
10 -

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 17 18 19 26 27 28 37 38 40 41

Fig. 3.6 - Rappresentazione grafica della gravita e deltpienza della malattia
causata d&. solanif.sp.cucurbitaenella prova di patogenicita dei venti ceppi.
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3.2.4 Determinazione attivita di enzimi di patogens

| venti ceppi del patogeno sono stati studiati @hpkr quanto riguarda
l'attivita di alcuni enzimi presumibilmente cointolnel processo di
patogenesi. Sono state determinate le attivitagplalituronasica (PG),
pectin liasica (PL), cellulasica (CMC) e proteagie®).

Nella tabella 3.8 sono riportati i risultati relatialle cinque attivita

enzimatiche per ciascun ceppoHRisolanif.sp. cucurbitae Si nota che i

livelli di attivita sono molto variabili tra i ceppinfatti le cellulasi vanno

da 0,39 a 3,08 U/ul, le pectin liasi da 1,41 a TJ38l, le poligalatturonasi

da 0,0001 a 0,0063 FDU/ul e le proteasi da 6,44,282u9/l.

Tab. 3.8 - Attivita enzimatica di cellulasi (CMC), maiatturonasi (PG), pectin
liasi (PL) e proteasi (PR) rilevata nei filtrati degnti ceppi diF. solanif.sp.
cucurbitaecresciuti su Pratt's medium in presenza di pareti @llali fusto di
zucchino

CMC - PG PL PR

Ceppo u/ | DS FDU/ I | DS u/l | DS o | DS

Fs1 2.4038| 0,050 0.006¢ 0,050 2.890000] 9.54 | 0,000
Fs3 2.078 | 0,050 0.005p 0,100 2.54P4058| 14.09 | 0,00(
Fs 4 2.1245| 0,050 0.0056 0,050 1.40050f 7.4879 | 0,00(
Fs5 0.8336| 0,058 0.0037 0,050 2.898 0,0503911 | 0,00(¢
Fs 6 2.4736| 0,050 0.0068 0,100 7.388685 14.09 | 0,00C
Fs7 3.0773| 0,772 0.0023 0,058 10.50458| 10.6922| 0,816
Fs 8 2.0649| 0,100 0.0035 0,082 8.6836000f 6.4448 | 0,957
Fs9 2.67 | 0,289 0.0026 0,050 5.5284115| 11.5416| 0,500
Fs 10 2.0882| 0,346 0.0017 0,058 6.9163489| 7.719 | 0,629
Fs 11 2.1813| 0,346 0.0025 0,115 2.528,000| 8.9932 | 0,577
Fs 17 1.5304| 0,250 0.0018 0,100 5.55@%00| 24.2837| 0,000
Fs 18 1.0649| 0,000 0.0014 0,250 5.9108t00| 18.1675| 0,000
Fs 19 1.1649| 0,289 0.002 0,100 5.420%00| 16.8084| 0,000
Fs 26 0.1573| 0,000 0.0002 0,096 4.342D280| 12.3911| 0,577
Fs 27 0.39 | 0,000 0.0011 0,100 4.5%50D00| 6.4448 | 0,50(
Fs 28 0.7973| 0,250 0.0002 0,100 2.6Y0%00| 13.2406| 0,500
Fs 37 0.6111| 0,350 0.0005 0,100 2.4p@D0O0| 9.8427 | 0,957
Fs 38 0.6344| 0,320 0.0001 0,100 2.188,000| 9.8427 | 0,50(
Fs 40 1.0649| 0,300 0.0005 0,100 3.884 0,258.2406| 0,500
Fs 41 0.4366| 0,115 0.0062 0,050 2.890D00] 9.54 | 0,500

) Deviazione standard della media.

E’ stata riscontrata una correlazione significatiraaattivita pectin liasica
e cellulasica nei confronti della frequenza e delavita della malattia
(Figg. 3.7 e 3.8).
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3.3 ATTIVITA DI PRODOTTI BIOLOGICI SULLA
MALATTIA

L’effetto di formulati biologici a base di funghi batteri (Tab. 2.1 §

Materiali e Metodi) per il contenimento della mékicausata d&. solani

f. sp. cucurbitag e stato studiato su due ceppi, Fs7 e Fs37, eakdzi

dalle prove precedenti in quanto dotati di elevathassa patogenicita
rispettivamente.

Sono stati allestiti quattro esperimenti.

Gli esperimenti 1 e 2 sono relativi ai trattamesggieguiti sul seme, nel
terreno e su seme + terreno nei confronti dei cEpjgi (pil patogeno) ed
Fs37 (meno patogeno), rispettivamente.

Gli esperimenti 3 e 4 sono relativi ai trattameggeguiti nel terreno nella
fase di vivaio, di trapianto e in vivaio + trapiamei confronti dei ceppi

Fs7 (piu patogeno) ed Fs37 (meno patogeno), rigpatente.

Un primo saggian vivo con i prodotti biologici ha inteso verificare se i
trattamenti concianti potevano in qualche modo ueriizare la
geminazione dei semi di zucchino. | formulati n@nho né stimolato, né
inibito I'emergenza del seme di zucchino, che riatoente € gia dotato di
un’elevata germinazione e di rapida emergenza (uati mostrati). E’
stato solo notato che le piantine nate da sematraton Cedomon si
mostravano di un verde piu brillante rispetto allee.

Si precisa che l'inoculazione con il patogeno éastempre eseguita nel
terreno, i trattamenti come specificato nei quatasperimenti e le
valutazioni della malattia, sia della frequenza dbe#a gravita, sono state
effettuate a 14 giorni dall'inoculazione con il pgéno.

In generale si € osservato che l'effetto dei tra#éati sull’esito della
malattia, causata da inoculazioni artificiali dcebino con i due ceppi Fs7

e Fs37 dF. solanif.sp.cucurbitaerazza 1, € risultato spesso differenziato
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in funzione delle modalita di trattamento e debdggenicita dei due ceppi

come di seguito illustrato.

3.3.1 Esperimento 1

Relativamente agli effetti dei trattamenti su Fgd,sottolineato che tra i
fattori trattamento e tipo di trattamento non etsstattenuta alcuna
interazione nei riguardi della frequenza di madaffiab. 3.8). | trattamenti
del seme con Cedomon, Mycostop e Proradix hannotteid
significativamente la frequenza di malattia rispetll testimone non
trattato — inoculato. Non é stata rilevata nesdlifierenza tra i trattamenti
somministrati al terreno, mentre combinando i dipe di trattamento,
seme + terreno, tutti i formulati, ad eccezion€Hlinotry hanno ridotto la

malattia.

Tab. 3.8 - Effetto di diverse modalita di trattamentcseme, terreno e seme +
terreno sulla frequenza della malattia provocata artifi@ake con il ceppo Fs7
di Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente nel terreno.

Trattamento Frequenza di malattia ($4)

Seme Terrend Seme + terreng
Cedomon 30,0 @ 42,5 25,0 a
Clonotry 50,0 ¢ 55,0 525 b
Mycostop 32,5 ab 47,5 30,0 a
Proradix 35,0 ab 45,0 350 a
Remedier 45,0 bc 45,0 350 a
Rootshield 45,0 bc 42,5 30,0 a
Non trattato 54,0 c 55,0 520 b
inoculato

@ Calcolata con il rapporto percentualizzato del numero gilige ammalate
rispetto al totale delle piante.
@ A lettere diverse corrispondono valori significativamente cfié nella

stessa colonna, secondo il test LSD di Fisher pe6®5.

® Le medie non sono significativamente diverse tra di loro pe®,p5.
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Tab. 3.9 - Effetto di diverse modalita di trattamentcseme, terreno e seme +
terreno sulla gravita della malattia provocata artifioemte con il ceppo Fafi
Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente nel terreno.

Trattamento Gravita malattia (%Y Medie
Seme Terreno Seme +

terreno
Cedomon 25,35 38,41 22,87 28,87
Clonotry 40,53 39,00 39,02 39,52
Mycostop 29,75 38,41 27,90 32,02
Proradix 28,15 34,75 25,10 29,3
Remedier 34,48 34,12 29,12 32,57
Rootshield 31,63 29.75 29.75 30,38
Non trattato 39,73 38,45 40,12 39,43
inoculato
Medie 32,81 36,13 30,55

@ calcolata con Iindice di Towsend Heuberger (vedi maieziatetodi).
Elaborazione statistica: analisi della varianza a 2 vie.

Effetto del trattamento sulla gravita della malatsignificativo per P<0,05.
Effetto della modalita trattamento sulla gravita del@attia: significativo per
P<0,05.

Interazione trattamento x modalita trattamento: signifieapier P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 4,53.

Passando ad esaminare gli effetti dei trattameulia sgravita della
malattia, si sottolinea che l'interazione tra @atenti e tipo di trattamenti
e stata significativa (Tab. 3.9). In generale ganche nei trattamenti sul
seme e su seme + terreno, tutti i prodotti, adzcne di Clonotry, hanno
ridotto la gravita della malattia. Cedomon, Mycgs®® Proradix hanno
esercitato la stessa efficacia sul seme, menteesie + terreno Cedomon
e risultato migliore di Mycostop. Rootshield e stéiunico prodotto che
ha ridotto significativamente, e nella stessa naisia malattia in tutte le
tipologie di trattamento. L’efficacia di Remedierriultata migliore nel

trattamento combinato rispetto a quello su sementmaequella di
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Cedomon, Mycostop e Proradix € risultata simile wleie tipi di
trattamento.

3.3.2 Esperimento 2

Gli effetti dei trattamenti su seme e/o terrenoawifronti della frequenza
della malattia causata dal ceppo Fs37 sono ripantla tabella 3.10.

Come precedentemente osservato per il ceppo F$d fabuenza di

malattia, I'interazione tra i fattori trattamentatipo di trattamento non e
risultata significativa. Si nota che tutti i trattanti hanno determinato la
riduzione significativa della frequenza di malaitiaciascuna tipologia di

somministrazione e che Clonotry ha esercitatoi€atfia inferiore.

Tab. 3.10 - Effetto di diverse modalita di trattamentseme, terreno e seme +
terreno sulla frequenza della malattia provocata artificaber con il ceppo Fs37
di Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente nel terreno.

Trattamento Frequenza malattia (9b)
Seme Terreno Seme + terreno

Cedomon 12,5 & 20,0 a 10,0 a

Clonotry 30,0 b 30,0 b 30,0 c
Mycostop 15,0 a 20,5 a 15,5 ab
Proradix 17,5 a 25,0 ab 15,0 ab
Remedier 20,0 a 20,5 a 20,0 b
Rootshield 20,0 a 20,0 a 15,0 ab

Non trattato inoculato | 400 ¢ 39,5 ¢ 420 d

@ Calcolata con il rapporto percentualizzato del numero gilige ammalate
rispetto al totale delle piante.

@ A lettere diverse corrispondono valori significativamente tfié nella
stessa colonna, secondo il test LSD di Fisher pe6®5.

Nei riguardi della gravita della malattia (Tab. B),1tutti i trattamenti sono
risultati efficaci nelle tre tipologie di trattam@n anche se il contenimento

maggiore della malattia & stato ottenuto nel tmad¢tato combinato, ad
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eccezione di Clonotry. | formulati che hanno ridadi pit la gravita sono
stati Cedomod e Proradix. Il trattamento al terreha fornito
complessivamente un contenimento minore rispetjoedlo sul seme e a

guello combinato.

Tab. 3.11 - Effetto di diverse modalita di trattamentsesme, terreno e seme +
terreno sulla gravita della malattia provocata artifin@nte con il ceppo Fs3#
Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente nel terreno.

Trattamento Gravita malattia (%Y Medie
Seme Terreno Seme +

terreno
Cedomon 10,35 16,25 9,18 11,92
Clonotry 20,01 20,80 19,80 20,20
Mycostop 12,70 15,20 11,23 13,04
Proradix 11,23 14,91 9,05 11,73
Remedier 12,35 13,63 11,65 12,54
Rootshield 12,78 11,73 11,88 12,13
Non trattato 24,55 22,15 23,68 23,46
inoculato
Medie 14,85 16,38 13,78

@) Calcolata con Iindice di Towsend Heuberger (vedi maieziatetodi).
Elaborazione statistica: analisi della varianza a 2 vie.

Effetto del trattamento sulla gravita della malatsignificativo per P<0,05.
Effetto della modalita trattamento sulla gravita del@attia: significativo per
P<0,05.

Interazione trattamento x modalita trattamento: signifieaper P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 0,974.

3.3.3 Esperimento 3

Passando ad esaminare gli effetti dei trattamesggeiti in vivaio, al
trapianto e in vivaio + trapianto sulla frequenzanaalattia, si nota
un’elevata virulenza del ceppo F7 del patogenohzheausato l'infezione

di tutte le piante nel testimone (Tab.3.12). Tuformulati, ad eccezione
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di Rootshield hanno ridotto la malattia signifivatinente rispetto al

testimone e quello piu efficace e stato Cedomon.

Tab. 3.12 - Effetto di diverse modalita di trattamentovivaio, al trapianto e
vivaio + trapianto sulla frequenza della malattia provocetficealmente con il
ceppo Fsdi Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente
nel terreno.

Trattamento Frequenza malattia (9%) Medie

Vivaio Trapianto Vivaio +

trapianto

Cedomon 70,0 95,0 65,0 77,6
Mycostop 85,0 100 85,0 90,0
Proradix 80,0 92,5 85,0 85,8
Remedier 95,0 95.0 90,0 93,3
Rootshield 100 100 100 100
Non trattato 100 100 100 100
inoculato
Medie 88,33 97,08 87,5

@) Calcolata con il rapporto percentualizzato del numero giglete ammalate
rispetto al totale delle piante.

Elaborazione statistica: analisi della varianza a 2 vie.

Effetto del trattamento sulla frequenza della malasignificativo per P<0,05.
Effetto della modalita trattamento sulla frequenza debidattia: significativo
per P<0,05.

Interazione trattamento x modalita trattamento: signifieaper P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 0,620.

Nei riguardi della gravita della malattia (Tab. 3.1 stata rilevata una
percentuale particolarmente elevata nei testimotrattamenti sono stati
variamente efficaci, a parte Rootshield che no@ siai differenziato dai
testimoni. In generale si osserva che il trattamenbmbinato ha
consentito il contenimento piu elevato della maate quello al solo
trapianto quello inferiore. Le percentuali piu kashk gravita di malattia

sono state ottenute con Cedomon e Proradix.
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Tab. 3.13 - Effetto di diverse modalita di trattamentovivaio, al trapianto e
vivaio + trapianto sulla gravita della malattia provocattficialmente con il

ceppo Fsdi Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente
nel terreno.

Trattamento Gravita malattia (%Y Medie

Vivaio Trapianto Viv_aio +

trapianto

Cedomon 35,75 61,78 25,63 41,05
Mycostop 58,15 58,75 48,50 55,13
Proradix 47,50 62,78 35,50 48,59
Remedier 52,78 60,33 47,25 53,45
Rootshield 62,28 62,53 52,53 59,11
Non trattato 62,20 64,13 63,50 62,61
inoculato
Medie 52,77 61,71 45,48

@ calcolata con Iindice di Towsend Heuberger (vedi maieziatetodi).
Elaborazione statistica: analisi della varianza a 2 vie.

Effetto del trattamento sulla gravita della malatignificativo per P<0,05.
Effetto della modalita trattamento sulla gravita del@attia: significativo per
P<0,05.

Interazione trattamento x modalita trattamento: signifieapier P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 1,249.

3.3.4 Esperimento 4

L'esame relativo agli effetti dei trattamenti invaio e/o trapianto nei
confronti del ceppo Fs37 (Tab. 3.14), dotato diarenpatogenicita del
precedente ceppo Fs7, evidenzia una frequenzalditiaali circa la meta
di quanto osservato in precedenza nella tabelld. 3[tti i trattamenti
hanno ridotto la frequenza della malattia in tutee tipologie di
applicazione dei formulati. 1l doppio trattamentivaro + trapianto ha

ridotto maggiormente la malattia. Cedomon é risalta formulato piu
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efficace, seguito per attivita da Remedier, soptatt nel doppio

trattamento.

Tab. 3.14 - Effetto di diverse modalita di trattamentovivaio, al trapianto e
vivaio + trapianto sulla frequenza della malattia provocetficealmente con il
ceppo Fs3di Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente
nel terreno.

Trattamento Frequenza malattia (9%) Medie

Vivaio Trapianto Vivaio +

trapianto

Cedomon 35,0 55,0 27,5 39,2
Mycostop 42,5 52,5 45,0 46,6
Proradix 45.0 57,5 40,0 47,5
Remedier 47,5 55,0 35,0 45,8
Rootshield 47.5 52,5 42,5 475
Non trattato 55,5 58,0 57,5 57,0
inoculato
Medie 45,5 55,1 41,2

@) Calcolata con il rapporto percentualizzato del numero giglete ammalate
rispetto al totale delle piante.

Elaborazione statistica: analisi della varianza a 2 vie.

Effetto del trattamento sulla frequenza della malasignificativo per P<0,05.
Effetto della modalita trattamento sulla frequenza debidattia: significativo
per P<0,05.

Interazione trattamento x modalita trattamento: signifieaper P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 0,7485.

Tutti i trattamenti effettuati hanno ridotto effc@mente anche la gravita
della malattia, in particolar modo nel doppio tatento (Tab. 3.15). La
somministrazione al solo trapianto ha fornito cogsplvamente i risultati
meno soddisfacenti. | prodotti piu efficaci sonatis€Cedomon, Proradix e
Rootshield, gli ultimi due relativamente al tratemo in vivaio +

trapianto.
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Tab. 3.15 - Effetto di diverse modalita di trattamentovivaio, al trapianto e
vivaio + trapianto sulla gravita della malattia provocattficialmente con il

ceppo Fs3di Fusariumsolanif. sp.cucurbitaerazza 1 inoculato artificialmente
nel terreno.

Trattamento Gravita malattia (%Y Medie

Vivaio Trapianto Vivaio +

trapianto

Cedomon 20,13 34,40 13,12 22,55
Mycostop 25,60 38,12 15,52 26,41
Proradix 23,25 34,52 12,50 23,42
Remedier 30,43 33,01 21,75 28,39
Rootshield 23,20 33,75 13,50 23,48
Non trattato 37,20 40,20 38,28 38,56
inoculato
Medie 26,63 35,67 19.11

@ Calcolata con I'indice di Towsend Heuberger (vedi maieziatetodi).
Elaborazione statistica: analisi della varianza a 2 vie.

Effetto del trattamento sulla gravita della malatsignificativo per P<0,05.
Effetto della modalita trattamento sulla gravita ded@attia: significativo per
P<0,05.

Interazione trattamento x modalita trattamento: signifieapier P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 1,28.
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3.4 MODALITA D’'AZIONE DI MICRORGANISMI
CONTENUTI NEI FORMULATI BIOLOGICI

Allo scopo di interpretare i risultati ottenuti iegsperimenti di attivita
dei prodotti biologici sulla malattia, sono statincdotti saggin vitro per
studiare le modalita d’azione dei microrganismi teomti nei formulati
utilizzati in vivo contro il patogeno. Sono state studiate le madatlit
inibizione della crescita del patogeno, competigioper il substrato
(colonizzazione) e la produzione di metaboliti naylatili (antibiosi). |
microrganismi antagonisti utilizzati per questi gagono stati isolati in
purezza dai formulati per evidenziarne le singatém specifiche nei
confronti del patogeno, in assenza di interferat@earte dei coformulanti
contenuti nei prodotti commerciali di partenza. Reiesti esperimenti
sono stati presi in esame i due ceppi del patodeskatiin vivo, Fs7 e
Fs37, e un ulteriore ceppo, Fsl17, dotato di carstitthe fenotipiche e
fisiologiche diverse e di patogenicita intermedia.

| saggi condotti in coltura duale, patogeno/anta&ganhanno permesso di
evidenziare l'inibizione di crescita del patogendaecolonizzazione del

substrato da parte dell’antagonista.

3.4.1 Inibizione della crescita del patogeno

Nella tabella 3.12 sono riportati i risultati delibizione percentuale di
crescita radiale (IPCR) dei tre ceppi Fli solani f.sp. cucurbitag Fs7,

Fsl17 e Fs37, da parte dei sei microrganismi cotiterudiversi formulati.
L’analisi dei dati ha evidenziato che sia il fatoceppo che il fattore
trattamento hanno avuto un effetto significativd'dRCR e che la loro

interazione é risultata significativa. Si evidenzlze tutti gli antagonisti
hanno inibito, in misura pit 0 meno efficace, laswmita dei tre ceppi del
patogeno. Gli antagonisti che hanno maggiormenbatantutti i tre ceppi

sono stati i batteri SG-K61 e PP-DSM13134. Ciastugrorganismo ha

mostrato, in generale, livelli di inibizione divems relazione al ceppo.
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Tab. 3.12 - Inibizione percentuale di crescita radialeedcéppi di F. solanif.
sp.cucurbitaeper effetto degli antagonisti contenuti nei formulati.

Antagonista CeppoF. solanif. sp.cucurbitae Medie
F7 F17 F37
PC-MA342 59,52 58,89 55,96 58,12
SG-K61 77,59 79,62 69,72 75,64
PP-DSM13134 66,46 70,44 73,07 69,99
TV-ICC080 46,49 57,07 57,27 49,75
TH-ICC012 53,43 57,99 45,68 56,23
TH-T22 31,63 50,01 54,35 42,10
Medie 55,68 62,33 57,90

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo per P<0,05

Effetto della condizione di crescita luce e buio sulla ctassignificativo per
P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa per P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means):2,810.

PC-MA342:PseudomonasholoraphisMA342 (Cedomon)
SG-K61:Streptomyces griseoviridks61 (Mycostop)
PP-DSM13134Pseudomonas fluorescess.proradix DSM13134
TV-ICCO080: Trichoderma viridd CC080 (Remedier)
TH-ICC012:T. harzianumCC012 (Remedier)

TH-T22:T. harzianuml22 (Rootshield).

Foto 3.2 - Confronto a coppia tra T. viride (A) e T harara (C) con F. solani
su PDA. Al centro il testimone F. solani (B). (Foto R. Rabert
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Foto 3.3 - Confronto a coppia tia harzianumT-22 (Rootshield) (A) corf.
solani(B) su PDA. (Foto R. Roberti)

Foto 3.4 - Confronto a coppia t& griseoviridisKk61 (Mycostop) (A) corF.
solani(B) su PDA. (Foto R. Roberti)
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3.4.2 Colonizzazione del substrato da parte dell'aagonista
Riguardo la colonizzazione del substrato da paegli dantagonisti (Tab.
3.13) si evidenzia, come sopra, che il fattore oegpil fattore antagonista
hanno avuto un effetto significativo e che la lanterazione € risultata
significativa. In generale si nota che tutti gltagonisti sono stati in grado
di svilupparsi in varia misura sul substrato, eganticolare si evidenzia,
come prevedibile che le specie Tichoderma(TH-ICC012, TH-T22 e
TV-ICCO080) hanno colonizzato piu dei batteri, esikemlotati di ife ad
accrescimento molto rapido. TH-T22 e risultatauihdo piu attivo in tutte
le tre combinazioni di crescita duale con ciascejppo patogeno. Si nota,

inoltre, che tra i batteri, SG-K6 colonizza in misunaggiore.

Tab. 3.13 - Colonizzazione percentuale del substrato dea gagli antagonisti
cresciuti in coltura duale con gli isolati F7, 17 e 3F.dsolanif. sp.cucurbitae

Antagonisti CeppoF. solanif. sp.cucurbitae

F7 F17 F37 Medie
PC-MA342 10,0 5,0 5,0 6,67
SG-K61 18,0 19,0 18,0 18,33
PP-DSM13134 10,0 8,33 7,4 8,57
TV-ICC080 53,0 55,5 51,9 53,46
TH-ICC012 58,9 64,7 59,5 61,04
TH-T22 70,0 69,5 88,0 75,83
Medie 36,65 37,02 38,30

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo per P<0,05

Effetto della condizione di crescita luce e buio sulla ctassignificativo per
P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa per P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means): 2,335.

PC-MA342:PseudomonasholoraphisMA342 (Cedomon)
SG-K61:Streptomyces griseoviridks61 (Mycostop)
PP-DSM13134Pseudomonas fluorescess.proradix DSM13134
TV-ICCO080: Trichoderma viridd CC080 (Remedier)
TH-ICC012:T. harzianumCC012 (Remedier)

TH-T22:T. harzianumr22 (Rootshield).
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3.4.3 Antibiosi

Il meccanismo dell’antibiosi e stato studiato comautecnica che ha
previsto I'inoculazione di ciascun ceppo del patag€s7, Fs17 e Fs37 su
PDA, contenente i metaboliti non volatili di ognntagonista. | dati
ottenuti sono stati espressi come accrescimenialealab. 3.14). Sia il
fattore ceppo che il fattore trattamento, intendemer trattamento la
presenza di metaboliti non volatili di ciascun @aaista, hanno
influenzato significativamente la crescita e anthterazione tra i due
fattori e stata significativa. Tutti gli antagomisanno mostrato di produrre
metaboliti efficaci nel ridurre la crescita dei tweppi del patogeno. Le
crescite minori si sono avute per effetto di PP-O0SWB4 su Fs17 (23,8
mm), di TV-ICCO080 su tutti i ceppi (da 29,2 a 32p&) e di TH-ICC012
su F7 (32,4 mm).

Tab. 3.14 - Effetto di metaboliti non volatili rilasciatelnmezzo di coltura

sull’accrescimento radiale delle colonie Fli solanif.sp. cucurbitae ceppi F7,
F17 ed F37.

Antagonisti CeppoF. solanif.sp.cucurbitae
F7 F17 F37 Media

- 76,4 76,0 74,4 75,6 f

PC-MA342 53,6 39,1 52,8 48,5 d
PP-DSM13134 43,8 23,8 45,8 37,8 ¢
SG-K61 53,8 48,6 56,6 53,0 e
TH-ICC012 32,4 35,6 37,2 351 b
TH-T22 35,0 34,0 34,6 345 b
TV-ICC080 32,8 29,2 32,2 31,4 a
Medid" | 468 b | 409 a | 47,7 b |

Effetto del ceppo sulla crescita: significativo per P<0,05

Effetto della condizione di crescita luce e buio sulla ctassignificativo per
P<0,05.

Interazione ceppo x condizioni: significativa per P<0,05.

SEM (standard error of the interaction means):3,090.

PC-MA342:PseudomonasholoraphisMA342 (Cedomon)
SG-K61:Streptomyces griseoviridks61 (Mycostop)
PP-DSM13134Pseudomonas fluorescess.proradix DSM13134
TV-ICCO080: Trichoderma viriddCC080 (Remedier)
TH-ICCO012:T. harzianumlCC012 (Remedier)

TH-T22:T. harzianumr22 (Rootshield).
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3.4.4 Competenza rizosferica ed endofitismo

Le osservazioni relative alla competenza rizoséerisssia alla capacita dei
microrganismi di colonizzare la rizosfera dellempedi zucchino, hanno
evidenziato che tutti i microrganismi in prova hargato esito positivo,

come evidenziato delle foto 3.5 e 3.6

Fig. 3.5 - Colonizzazione della rizosfera di zucchino da pdirfe fluorescens
ssp.proradix DSM13134 (Proradix) (A)P. chlororaphis MA342 (Cedomon)
(B) e S. griseoviridisk61 (C) (Mycostop). A sinistra il testimone (D). (Foto R.
Roberti)

Fig. 3.6 — Colonizzazione della rizosfera di zucchino da mitelue ceppil.
viride ICC080 e T. harzianumICC012 (Remedier) (A) e dirrichoderma
harzianumT22 (Rootshield) (B). A destra il testimone dove si éupyghto del
micelio inquinante del terreno (CjFoto R. Roberti)
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All'interno dei tessuti radicali esaminati e stai@vata la presenza solo
dei batteri, P. fluorescensssp. proradix DSM13134 (Proradix),P.
chlororaphis MA342 (Cedomon) €S. griseoviridisK61 (Mycostop),

come mostra la foto 3.7.

Fig. 3.7 — Endofitismo radicale di zucchino da partePdifluorescensssp.
proradix DSM13134 (Proradix) (B)P. chlororaphis MA342 (Cedomon) (C) e
S. griseoviridisk61 (D) (Mycostop). A sinistra il testimone dal quale si é
sviluppato del micelio inquinante (A). (Foto R. Roberti)
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Capitolo 4

DISCUSSIONE
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Le ricerche intraprese per lo svolgimento di queassi hanno avuto
I'obiettivo di caratterizzare un patogeno respoiisablel collasso dello
zucchino osservato in aziende del comprensoriogngese e di esaminare
una forma alternativa di lotta alla malattia.

Gli studi hanno consentito di affermare che il gatwo che causava tali
sintomi eraFusarium solani f.sp. cucurbitae razza 1. Si tratta di un
microrganismo fungino che fino a pochi anni fa resa considerato una
problematica importante per le Cucurbitacee in gidag ed era stato
segnalato sporadicamente. Attualmente, I'impostbitli utilizzare |l
bromuro di metile, responsabile di danni ambierddivello mondiale, ha
determinato la diffusione di malattie provenierdl terreno, tra cui quelle
causate daF. solani f.sp. cucurbitae razza 1. E’ risultato pertanto
interessante valutare un diverso metodo per ilesontento della malattia,
utilizzando prodotti biologici a base di batteriftenghi antagonisti che,
com’e noto, vengono considerati a basso impattoiemtdde; I'utilizzo di
alcuni, infatti, € anche consentito in agricoltus@logica. Sono stati
considerati formulati gia presenti in commercidgiofungicidi Cedomon,
Mycostop, Remedier e Rootschield non specificataenagricati contro il
patogeno e gli ammendanti biologici Proradix e ©ton Si € inoltre
ritenuto importante discriminare I'attivita di tgbrodotti in funzione del
grado di patogenicita dt. solani | saggiin vitro hanno evidenziato che
gli isolati provenienti dalla campagna, erano dogtida diversi ceppi,
morfologicamente e fisiologicamente diversi tralolio. Questi hanno
dimostrato varie velocita di sviluppo in funzionelld condizioni di
crescita, quali substrato, temperatura e illumioreei In generale si e
osservato che i diversi ceppi prediligono tempeetai 23 ai 28°C in
presenza di luce su CLPDA e di 28°C su PDA, conéeho che si tratta
di ceppi di un patogeno che causa malattia nebgerprimaverile estivo.
Tali ceppi si sono differenziati anche per la patugita su zucchino e
qguesto ci ha consentito di scegliere due ceppid§837 con elevata e

ridotta patogenicita, allo scopo di valutare |@th dei sopracitati
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formulati. 1 ceppi hanno anche mostrato di produtireersi enzimi di
patogenesi, poligalatturonasi, cellulasi, pectasilie proteasi. L'attivita
cellulasica e pectin liasica € anche risultataetata alla malattia causata
dai venti ceppi del patogeno, anche se non € ptasibile relazionare la
patogenicita dei due ceppi scelti per le pravevivo con una differente
produzione enzimatica, tale da giustificarne laleinza.

Per quanto riguarda I'impiego dei formulati biologisi puo affermare che
I'attivita si e differenziata in relazione al digergrado di patogenicita del
ceppo e del microrganismo contenuto nei formulaiiti i prodotti hanno
contenuto la malattia in varia misura, ma nessutma limpedita
completamente, neppure il prodotto piu efficace,ddbeon. Cio é
giustificabile dal fatto che si & operato in comiz estremamente
favorevoli all'infezione e allo sviluppo del patoge e che i due ceppi
esaminati, avevano comunque un buon grado di paittitge

In generale, il contenimento della malattia da gakei formulati e stato
piu elevato sul ceppo meno patogeno, ed € stat@ioragnei primi due
esperimenti, giustificato pero dalla minore concaribne di patogeni
presenti nel terreno. Tra i prodotti, si distingtedomon per I'effetto sulla
riduzione della malattia causata sia da Fs7 ch&;FgB altri formulati,
Mycostop, Proradix, Remedier e Rootschield hannetrato un effetto di
contenimento della malattia in particolare sul @epgeno patogeno, Fs37.
Il formulato Clonotry ha mostrato un basso gradefticacia e per questo
motivo non e stato preso in considerazione negpemmenti che
prevedevano il trapianto, cercando di simulare tmodi di pratico
impiego.

L’'esame delle modalita d'azione dei microrganisnontenuti nei
formulati, ha evidenziato diversi aspetti correka# al microrganismo che
al ceppo del patogeno. In primo luogo tutti i miganismi sono stati in
grado di inibire la sviluppo del patogeno per éffeti metaboliti prodotti
durante la crescita. | produttori di metaboliti mificaci sono stati i tre

ceppi diTrichodermae le due specie ddsseudomonasul ceppo Fsl17. |
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due ceppi Fs7 e Fs37, che avevano mostrato un sdivgrado di
patogenicita, non si sono differenziati, invecguardo la loro sensibilita
ai metaboliti di tutti i microrganismi antagonistLio fa pensare che la
diversa efficacia osservaita vivo possa essere dovuta ad altri meccanismi
d’azione, anche se le condizioni sperimentali nmmosstate le medesime.
Sorprende pero che. chlororaphis(Cedomon), noto per agire per effetto
di un metabolita, nelle nostre condizioni speriméntin vitro ha
manifestato I'effetto atteso solo nella prova dahfconto diretto a coppia,
ma non nella prova specifica dell'antibiosi. Sitippa che nel confronto
diretto i metaboliti prodotti, anche se su un stdist non ottimale per i
batteri, fossero presenti e molto piu concentraé oella prova specifica
dell’antibiosi nella quale i metaboliti sono stdtiuiti nel substrato PDA
usato per inoculare i patogeni. Anche gli altri ¢hadteri P. fluorescensp.
proradix e S. griseoviridi hanno mostrato un comportamento simile.a
chlororaphis ossia quello di inibire efficacemente lo sviluppei tre
ceppi di patogeno soprattutto nel confronto diretto

Riguardo all'aspetto competitivo per la colonizoag del substrato, le
specie diTrichodermahanno evidenziato un’efficace azione, in quanto
notoriamente dotate di rapido accrescimento e sldfie nello spazio del
substrato a disposizione.

Un particolare aspetto che vale la pena di preeisguarda I'azione del
Proradix, 'ammendante che ha dimostrato buone ttegistiche di
efficacia. Le indicazioni di etichetta di questoogotto riportano che il
batterio contenuto nel formulato € un PGPR, ossianptore di crescita e
stimolatore delle difese sistemiche della piantanoktri studi hanno
dimostrato che il batterio possiede anche un’irdeatfivita diretta nei
confronti di tutti i ceppi del patogeno e tale \atd sembra essere
attribuibile alla produzione di metaboliti. L'ingree dei vari meccanismi
ha reso possibile un buon contenimento della nalatt

Si sottolinea inoltre che tutti i microrganismi lis dai formulati e

somministrati al terreno in prossimita della radideanno mostrato
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l'attitudine a colonizzare la rizosfera e, limitatante ai batteri, ad
instaurare un rapporto di endofitismo con le radiglle piantine,
contribuendo a chiarire meglio le motivazioni cheusgfficano il
contenimento della malattia.

Si conclude che i prodotti biologici testati pentenere la malattia causata
daF. solanif.sp.cucurbitaerazza 1, hanno dimostrato un certo grado di
efficacia, anche se non accettabile a livello paatBi evidenzia, pero, che
negli esperimenti condotti per questa tesi sonte steeate situazioni di
infezione particolarmente elevate rispetto a quelle si riscontrano nella
pratica agricola e pertanto i prodotti impiegathgatati sottoposti a dura
prova. Va inoltre considerato che i prodotti bisbbgraramente possono
avere un’efficacia simile a quella dei prodottigiintesi e quindi il loro
impiego va valutato in relazione alla possibilitdrdegrare diversi sistemi
di gestione agronomica e di lotta, per ottenere agmtenimento

soddisfacente della malattia.
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