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RIASSUNTC
E' stata esaminata l'attivitd antagonistica verso Botrytis
cinerea e la tossiecita di estrattl da colture di isolati di
Trichgderma spp. resistenti a fungicidi benzimidazolici e di-
carbossimidici. I dati dei saggi di tossicitd su Artemia sali-

na, semi di pomodoro e Geotrichum candidum, indicano la presen~

za, in alecuni degli estratti, di principi micotossici, fitotos-
sicl e con attivita antibiotica. Il confronto dei dati relativi
all'antagonismo degli isolati versoc B.cinerea in capsula e su
grappoli d'uva {cv Italia) e dei dati relativi alla tossicita
dei loro estratti, fornisce indicazioni utili nella selezione
di ceppi antagonisti non tossigeni.

SUMMARY
INVESTIGATIONS ON ANTAGONISTIC ACTIVITY AGAINST BOTRYTIS CINE-
REA AND TOXICITY OF SOME TRICHODERMA ISOLATES.
Toxicity of culture extracts of Trichoderma spp. isolates

* Lavoro condotto con un contributo del Ministeroc della Univer-
sitd e della Ricerca Scientifica (40%: Lotta biclogica e inte~
grata ai funghi fitopatogeni).
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antagonistic against Botrytis cinerea and resistant to

benzimidazole and dicarbossimide fungicides, was examined.
Results of toxicity tests with Artemia salina, tomato seedlings
and Geotrichum candidum show the presence of mycotoxic,

phytotoxic and antibiotiec substances in some extracts.
Comparison between antagonistic activity of these 1isolates
against B.cinerea both in Petri dishes and on grapes (ev Ita-
1ia) and toxicity of their extracts, provide useful information
for selection of non-toxic antagonistic isolates.

Introduzione.

I,'attivitd antagonistica di isolati 4i Trichoderma Spp- nei
confronti di diversi agenti di malattie dell'apparato ipogeo ed
epigeo & stata ampiamente descritta (Papavizas, 1985). In par-
ticolare, risultati interessanti, anche se ancora parziali, so-
no stati ottenuti nella lotta contro Botrytis cinerea Pers., a-

gente di muffa grigia di diverse colture {vite, pomodoro, fra-
gola) con applicazione di isolati di Trichoderma impiegati da
soli o in alternanza con fungicidi antibotritiei ({Dubos, 1987;
Garibaldi et al., 19B88; Gullino et al., 1988).

I'eventuale applicazione pratica di mezzi biologici nella
lotta contro agenti di malattie della parte aerea diventa sem-
pre piil auspicabile in quanto porterebbe ad una riduzione
dell'impiego di fungicidi, oggi talvolta eccessivo in guesto
settore. Tale alternativa di lotta pone tuttavia problematiche
di ordine tossicologice che necessitanoc di essere affrontate.
E' poce noto, infatti, il meccanismo d'azione di guesti anta-
gonisti. L'azione antagonistica di Trichoderma & stata inter-
pretata sia come competizione per i fattori wvitali, sia come
micoparassitismo e sia, infine, come rilascic di metaboliti
tossici (enzimi, antibiotici, tossine). Allo stato attuale ra-
ramente esistono prove sperimentali che possano far propendere
verso una tesi o l'altra, tuttavia sono numerosi i composti con
attivits antibiotica e antifungina che sono stati identificati
nelle colture di guesti funghi. Appare quindi fortemente proba=-
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bile che, cosi come nella specie affine Gliocladium virens
Miller et al., l'antagonismo possa avvenire su base prevalente-
mente chimica {Howell e Stipanovic, 1983). In vista di un pos-
sibile impiego nella lotta biologica, appare guindi di grande
interesse lo studio tossicologico d4i questo fungo, sia per
chiarire le implicazioni dei diversi metaboliti nell'antagoni-
smo e sia per poter valutare il rischio tossicologico legato ai
metaboliti coinvolti, o ad altri metaboliti prodotti. La cre-
scita dell'antagonista sulle piante trattate potrebbe infatti
portare all'accumulo di sostanze tossiche i cul residui potreb-
berc successivamente ritrovarsi nel prodotto edule.

Scopo del presente lavoro & stato quindi quello d4i esaminare
sotto il profile tossicologico alcuni degli isolati di Tricho-
derma selezionati nel corso degli ultimi anni in base alla loro
splcrata attivitd antagonistica nei confronti di B.cinerea.

Materiali e metodi.

Isolati di Trichoderma.

Sono stati utilizzati 9 isolati di Trichoderma, tutti resi-
stenti nei confronti di fungicidi benzimidazolici e dicarbossi-
midici (rBD o rDB). La resistenza ai due gruppi di fungicidi &
stata ottenuta mediante trattamenti con radiazioni UV, secondo
metodi precedentemente descritti (Gullino et al., 1983}.

Valutazione dell'attivitd antagonistica in capsula ("dual pla-
te"}. L'attivitd antagonistica degli isolati & stata valutata
in capsule Petri {(diametro 12 cm) contenenti PDA (Merck) e ino-
culate contemporaneamente con un dischetto {(diametro 4 mm) di
micelio di B.cinerea e con un eguale dischetto di un isolato
di Trichoderma, posti ad una distanza di 5 em 1'uno dall'altro.
Ad intervalli di 24, 48, 72 ore & stato misurato 1'accrescimen-
to radiale di B.cinerea rispettivamente versoc il bordoc della
piastra {DM) e verso la colonia di Trichederma (dm). L'inibi-

zione percentuale dell'accrescimento (I) & stata stimata come:
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I =DM - dm x 100
DM

Valutazione dell'attivitd antagonistica su uva. L'attivitd an-

tagonistica & stata valutata in laboratorio su uva {cv Italia)
opportunamente lavata e disinfettata in NaClO all'l% per 1 mi-~
nuto. Per l'inoculazione di B.cinerea sono state utilizzate so-
spensioni conidiche (106 conidi/ml) preparate da colture di 7-
10 giorni di etd su agar malto (Merck). In particolare, & stata
impiegata una miscela di conidi ottenuta da colture di 2 di-
stinti ceppi del patogeno, resistenti a benzimidazoli e diecar-
bossimidi. Le sospensioni conidiche (107 conidi/ml) dei diversi
isolati di Trichoderma sono state ottenute da colture di 7-10
giorni su idrolizzato di caseina a 25°C.

Grappolini d'uva {(15-20 acini), inoculati mediante irrora-
zione con il patogeno, una volta asciutti sono stati trattati,
sempre mediante spruzzatura, con i diversi antagonisti. Al mo-
mento del trattamento & stato aggiunto alla sospensione conidi-
ca di Trichoderma 1 g/l di malto per fornire all'antagonista un
supporto nutrizionale allo scopo di facilitare la colonizzazice-
ne del substrato. L'uva & stata guindi mantenuta in condizioni
di elevata umidita relativa, in vassoi di polistirole ricoperti
con sacchetti di polietilene, alla temperatura di 25°C. L'inci-
denza degli attacchi di "muffa grigia" & stata wvalutata ad in-
tervalli di 2 giorni, a partire dal 4° giorno dopo 1'inocula-
zione, ed espressa come percentuale di acini colpiti. Sone sta-
te realizzate 9 replicazioni, ripetendo la prova 3 volte. I da-
ti riportati rappresentano la media delle tre prove e fornisco-
no l'attacco osservato dopo 12 giorni di incubazione.

Produzione di metaboliti tossieci. 150 ml di substrato liquido
(Adams e Hanson, 1972}, suddivisi in due matracci da 500 ml,
sono stati inoculati con 1 ml di una sospensione conidica de-

gli isolati di Trichoderma ottenuta raschiando la superficie di
colonie sporificate su PDA e stemperando i conidi in 10 ml di
acqua sterile. Le colture sono state incubate in agitatore or-
bitale per 3 settimane a 25°C, al buio. Le colture sono state
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successivamente filtrate, dapprima attraverso carta (Whatman
No. 1) e poi con filtri di celluleosa (Millipore) 0,45 um. I
brodi colturali sono stati ridotti ad 1/% del volume iniziale
tramite liofilizzazione e quindi estratti 3 volte con 20 ml di
acetato di etile. Gli estrattil sono stati portati a secco sotte
pressione ridotta e infine ripresi in 1 ml di MeOH.

Saggio di tossicitd su Artemia salina. L'attivita micotossica
{tossicita verso gli organismi animali) degli estrattl metano-
lici & stata valutata mediante il saggic su A.salina L. (Harwig

e Scott, 1971), un crostaceo brachiopode che vive in laghi e
stagni salati. Il saggio & stato realizzato in piastre per col-
ture cellulari con 24 pozzetti contenenti ciascuno 20-40 larve
in 500 pl di acqua marina con 1'1l% di estratto metanolico delle
colture fungine. La concentrazione eguivalente di coltura ori-
ginaria saggiata & stata 4,5 ml di brodeo colturale/ml d4i acqua
marina. La mortalitd larvale & stata rilevata come rapporto
percentuale tra il numero di larve morte dopo 36 h a 27°C e il
numerc complessivo di larve in ogni pogzzetto. Il valore di mor-
talitd per ogni tesi & stato espresso come mortalitd percentua-
le media di 4 replicazioni, calcolata previa trasformazicne
del valore percentuale di ciascuna replicazione nel corrispon-
dente valore angolare.

S5aggio su semi germinati di pomodoro. Semi di pomodoro {cv Mar-

mande), sterilizzati superficialmente con NaClC al 4% per 10
min., sono stati lasciati germinare per 3 gg. a temperatura am-
biente e al buio, all'interno di capsule Petri su carta da fil-
tro inumidita. Dieci semi germinati, selezionati in base all'u-
niformita dell'acerescimento, sono stati posti all'interno di
capsule Petri di 5 em di diametro, su dischetti di carta da
filtro sterili. Due ml di acqgua sterile, contenente 1'1% di e~
stratto metanolico (concentrazione eguivalente a 1,5 -ml di bro-
do colturale/ml di acgua), sonoc s5tati versati in ogni capsula e
la lunghezza delle radichette & stata misurata dope 4 gg. di
incubazione alla temperatura di 23+1°C e con fotoperiocdo di
12 h.
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Saggio su Geotrichum candidum. Dischettl di cellulosa per saggi
di antibiosi del diametro di c.a. 6 mm {(Difeo), sono stati im-
bevuti con 20 ul di estratto metanolico tal quale {egquivalenti
a 3 ml di coltura originaria). Dopo aver allontanato il solven-
te per evaporazione, 1 dischetti sono stati peosti su une strato
di PDA in capsule Petri e spruzzati con una sospensione miceli-
ca di G.candidum Link et Persoon. L'attivita antifungina & sta-
ta valutata dopo 24 h misurandeo 1l'alone 4d'inibizione dell'ac-
crescimento fungino.

Risultati.

I dati relativi all'attivitd antageonistica degli isolati 4di
Trichoderma saggiati verso B.cinerea e alla loro tossicita =ono
riportatl in Tabella 1.

Per guanto riguarda l'attivita antagonistica di Trichoderma
valutata su grappecli d'uva, si osservanc differenze notevoli
tra 1 diversi iseolati saggiati. In particolare, gli isclati 2/5
rDB1, 5/2 rDBll, 5/2 rDB2, 13/3 rDB3 risultano molto attivi nel
contenere gli attacchi di B.cinerea, mentre 1l'isolatoc 4/18 rBDZ
risulta poco attivo. Non si sono invece osservate differenze
significative tra i diversi isolati per gquanto riguarda l'atti-
vitd antagonistica, espressa come inibizione di accrescimento
del patogeno in capsula Petri,

Tossicitd degli estratti su A.salina. I dati di mortalita lar-
vale causata dagll estratti, indicano un'amplia variabilitd tra

gli isolati per gquanto riguarda la produzione di metaboliti con
attivitd micotossica. In particolare, si va da valori non si-
gnificativamente dissimili (¥=0,01} dai testimoni per gli e-
stratti T 2/4 rDB4, T 5/2 rDBll e T 13/3 rDB3 (11,4%; 13,2% e
13,9% rispettivamente), a valori di mortalita del 100% per tut-
t£i gli altri estratti.

Saggio su semi germinati di pomodoro., IL'attivitd fitotossica
degli estratti, wvalutata mediante il saggio d'inibizione
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dell'accrescimento delle radichette, & risultata in alcuni ca-
sisignificativamente diversa dai testimoni (P=0,01).

In particolare, il trattamento con gli estrattl T 4/18 rBD1
e T 4/14 rBD2 ha dato un'inibizione rispettivamente del 55% e
del 47% rispetto al testimone MeOH 1%. I rimanenti estratti non
hanno invece dato differenze statisticamente significative, al

livello di probabilita dell'l%, rispetto al due testimoni uti-
lizzati.

Saggio su G.candidum. Tuttli gli estratti saggiati hanno inibito
l'accrescimento di G.candidum su PDA. Differenze nell'attiviti
degli estratti sono state riscontrate al livello di probabilita
del 5%, ma non a quello dell'l%. Questl risultatl coincidono
con guanto rilevato nelle prove di antagonismo in_capsula tra
gli isolati di Trichoderma e B.cinerea.

Discussione.

Lo studio del comportamento dei diversi isolati di Tricho-
derma per gquanto riguarda 1'effetto nei confronti di A.salina,
ltattivitd antibiotica e 1l'effette fitotossico, ha evidenziato
la presenza di differenze significative di comportamento tra i
diversi isplati utilizzati.

La scelta degli isolati da wutilizzare nella pratica come
mezzi biologici di lotta andrad necessariamente orientata verso
quelli dotati di pilt ridotta tossicitad. In particolare, dal
confronto dei dati relativi all'antagonismo dei diversi ceppi
di Trichoderma e dei dati relativi alla tossicita dei loro e-
stratti su A.salina e semi germinati d4i pomeodoro, risulta che
gli isolati T 5/2 rDB1ll e T 13/3 rDB3, sia per l'elevata atti-
vitd antagonistica, sia per l'assengza di tossicita, sono i pid
promettenti per quanto riguarda una possibile applicazione pra-
tiea.

La spiccata attivitd antibiotica manifestata da alcuni iso-
lati necessita di ulteriori approfondimenti. La =ostanziale
coincidenza tra i dati relativi all'antagonismo diretto in ca-
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psula e l'inibizione dell'accrescimento di G.candidum, farebbe
pensare all'intervento di metaboiiti neil'antagonismo tra i due
funghi. E' del resto nota in bibliografia la produzione, da
parte di diverse specie di Prichoderma, di sostanze antibioti-
che quali alameticine [Brewer et al., 1987}, alchil-pironi
(Claydon e Allan, 1987), trichoviridina (Tamura et al., 1973)
e tricodermina (Godtfredsen e Vangedal, 1965), il cui ruolo
nell'antagenismo, in vitro e a maggior ragicne in vivo, & perd
ancora oggl ignoto. '

Successive ricerche volte al miglioramento dell'attivitd an-
tagonistica degli isolati di Trichoderma dovranno tenere conto
di queste osservazioni ed essere orientate all'ottenimento di
validl antagonisti dotati di ridotta attivita tossica. In que-
sta prospettiva, di particolare rilievo appare la comprensione
dei meccanismi attraverso i quali si esplica 1'azione di Tri-
choderma, sia per poter valutare il potenziale rischio tossi-
cologico che la diffusione nell'ambiente di questli microrgani-
smi potrebbe costituire per 1e plante, per gli animali e per
l'uomo, sia per consentire lo sviluppo di ceppi potenziati o
miglicrati geneticamente nei riguardi dell'attivita antagoni-
stica. In particolare, lo studioc dei metaboliti secondari di
Trichoderma dovrebbe essere orientato all'identificazione delle
sostanze implicate nell'antagonisma, alla valutazione della
tossicitd di gueste sostanze, all'individuaszione di eventuali
principi tossici prodotti dal fungo & non legati all'attivita
antagonistica, zlla selezione di ceppi antagonisti non tossige-
ni. Una volta raggiunti gquesti traguardi non va, infine, tra-
scurata la possibilitad di utilizzare per la lotta in campo di-
rettamente i1 principi attivi anziché il fungo antageonista {ge-
neticamente manipolato o meno), la cui diffusione potrebbe com-
portare conseguenze di carattere ecologico che non siama at-
tualmente in grado di ben valutare.
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