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Riassunto

Vengone presentati i risultati di alcune prove condotte per la protezione
della hietela da taglioc da Rhizoctonia solani e della rucolza da Sclerotinia
selerotiorum. Un prodotto liguide a base di propaguli di Trichoderma
harzianum ceppo 1253 e di Gliocladium sp. ceppo I10 alla dose di 100 ks/ha,
noncheé conidi pregerminabti degli stessi antagonisti alla dose di 0,1 kg/ha con
doppio intervento, hanno mostrato buona attivita im vaseo gzarantendo una
percentuale di piante sane del 70-80% in presenza di una mortalitd del 70-90%
su] testimone. Nelle prove in tunnel, con mortalith sul testimone del 20-23%, la
mortalitd sulle tesi trattate con antagonisti non ha superato il 13%. Per la
difesa del basilico dall' agente della tracheomicesi, Fusarium oxysporum I.sp.
basilici, sono stati impiegati un formulato liguide ed uno in polvere contenenti
propaguli dell' antagonista Fusarium oxvsporum ceppo 251/2 1B, in prove
svolte in ambiente protetto ed in wvaso. Entrambi i prodotti somministrati al
terreno 3-6 giorni prima della semina, alla dose di 100 kg/ha, hanno garantito
una buona protezione della coltura, mediamente oltre il 30% di piante sane, a
fronte di un' incidenza della malattia sul testimone compresa tra il 63 e il 98%

Parole chiave: antagonisti, formulazioni, lotta bhiologica.

Summary

USE OF FUNGAL MICRQORGANISMS BASED PRODUCTS FOR THE PROTECTION OF
HORTICULTURAL CROPS FROM SOILBORNE PATHOGENS

Results are given of some greenhouse trials carried out in soil and pots for
the contrel of Sclerotinia sclerotiorum on rucola (bitter salad) and Rhizoctonia
seolani on leaf-beet. The liquid formulation of Trichoderma harzianum strain
1252 and flocladium sp. strain I10 at the dosage rate of 100 kg/ha and the
germinated conidia of the same strains at 0.1 kg/ha in doubled applications
were hoth effective, giving 70-B0% control against 70-90% mortality in the
untreated. Trials under tunnel gave no more than 13% of dead plants against
20-25%, mortality in the untreated. For the control of Fusarium oxyvsporum
f.sp. hasidici, which causes fusarium wilt of basil, liguid and dry pnouder
formulations, hased on the antagonistic strain 251/2 B of Fusarium
oxysporum, were tested both in soil and pots under greenhouse conditions.
Both formulations applied to the seil 3 to © days before sowing at a rakin of
100 kg/ha, guaranteed an average of more than 50% of healthy plants, against
a disease incidence ranging between 65% and 98% in untreated control.

Key words: antagonists, formulations, binlngical confrol.
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Introduzione

L' impiego di funshi antagonistd nella lotta contro patogeni fungini ad
habitat terricolo pud costituire una valida integrazione alle tecniche di lotta
chimica tradizionale, e pud inoltre fornire efficaci soluzioni alternative su
alcune colture per le quali la lotta chimica & fortemente limitata dall' esigun
numero di fungicidi autorizzati.

La messa a punto di formulazioni che permettano un razionale impiego dei
prodotti hiologici, garantendo ragionevoli conservabilitd e praticita d' uso,
oltre a favorire 1' attivitd biologica del preparato, rappresenta il punte nodale
sulla via della loro accettazione definiiva da parte degli wfilizzatori e guindi
della loro affermazione su vasta scala.
5i & inteso, nel presente lavoro, valutare 1' efficacia di due ceppi antagonisti
di Trichoderma harzianum e Gligpcladium sp. usati in associazione contro
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotforum e di un ceppo di  Fusarium
oxysporum antagonista del proprio simile patogenc F. oxvsporum f.sp. basilici,
ponendo 1' attenzione sulle metodologie di applicazione in generale, e in
particolare sull' influenza delle diverse formulazioni nell’ attivitd antgonistica
dei funghi sagegiati.

Materiali e metodi

Produzione e formulazione dei microorganismi

L' isolato 1252 di 7. harzianum e 1' isolato IM) di Gliocladium sp. sonn stati
coltivatis
- in fermentazione sommersa, con 1' impieso di fermentateri automatici a
regolazione elettronica di  temperatura, velocitd di  agitazione, pH, e
pssigenazione; la biomassa, concentrata per centrifugazione, & stata guindi
formulata per ottenere un prodotte liquide contenente unea miscelz di
clamidospore, conidi e frammenti di micelio, per compiessive 510° CFU (Colony
Forming Units)/g. Tale formulate & stato saggiato alle dosi di 100 e 10 kg/ha,
- su supporti solidi porosi impregnati di un terrens di coltura analozo a
quelle impiegato in fermentatore, per 1' ottenimento di conidi formulati poi in
polvere secca a 510% CFU/g, utilizzata poi nelle prove a 0,1 kg/ha in doppio
intervento.

Coltivati separatamente, gli antagonisti sono stati poi formulati e impiegati
come miscela contenente pari guantitd dei due ceppi.

L' iselate 251/2 rB di P. oxvsporum & stato coltivato in fermentazione
sommersa come gid descritto; la biomassa concentrata & stata poi formulata sia
in polvere secca contenente clamidospore, sia ecome liquido costituito da una
sospensione di conidi, clamidospore e frammenti di micelio; il titols di entramhbe
le formulazioni era 109 CFU/g. Le dosi saggiate somo state 100 e 50 keg/ha.

Prove in serra (Tab. 1)

Le prove sono state condotte presso le serre del C.E.R.-STAPA situate in
Galliera (B0O) e in Casalbeltrame (NO). Per le prove contra R. solani su hietola
da tapHo sono staki usati un terriceio organico skerilizzato in autoclave (i217C
per 60 min) e suceessivamente inoculato artificialmente, in ragione di 1 g di
coltura per litro d4i terriccio, con un iselatoe di R, solani fatto sviluppare su
cariossidi di frumento sterilizzate; e un terreno naturalmente infetto, prelevato
in una azienda in cui l'incidenza della malatfia era particolarmente grave.

Contro §. sclerotiorum si & operato utilizzando rucola seminaka in terrenao
naturalmente infetto.

Le prove contro la tracheofusariosi del basilicn sonp state eseguite sia con
terriccie  sterilizzato che naturale, artificialmente inoculato con 5103
clamidospere/ml di un isolato di F. exvsporvm f.sp. hasilicl
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' efficacia dell' antagonista & stata valutata sulla varieta di  basilico
"Genovese a foglia fine", particolarmente suscettibile alla tracheofusariosi.

Prove in campo

Le prove sono state eseguite presso le aziende e con le caratteristiche
elencate in tabelita 1 , organizzate secondo lo schema del blocco randomizzato a
tre replicazioni.

T rievi di tutte le prove sono stati effettuati conteggiando la percentuale di
piante sane in ogni parcella ed i dati otteputi dope trasformazione nej
corrispondenti valori angolari stati soktopasti all' analisi della varianza ed al
test di Dunean.

Tahella i - Condizioni sperimentali delle prove di antagonismo di 7. harzianum

e Glincladium sp. contro R. solani su bietola da taglio e §. sclerotiorum su
ruenla, (prove 1-4), e delle prove Adi antagenismo con F. exysporum 251/2 B
contro F. oxysporum f.s5p. basilici su basilicn (prove 5-9).

PROVA E COLTURR {EGCALITA' E AZIEHDA{APPLICAZIONE AKTAGONISTI |TIPO BI TERREKO |IHVESTIHENTO THOCULAZIONE
PLANTE/PAREELLA

1 Casalbsltrane (HO) |24 ore priea della semina |oroanice 120 Artificiale
Bietalz in vaso |CER SIAPA redia impasts
) Honcalieri (70} 24 ore prisa della semina {medio impasto 720 Haturale
Bietola sotto  [hz, Hada
tunnel
3 Casalbeltrame (HD) |24 ore prima deila seeina |erganico BO Naturale
Rucola in vaso |CER SIAPA wedio impasto
i foncalieri (10} 74 ore prisa delia seaina |aedio irpasto ca, 1000 (Haturale
fucolz sotte Az. Fringtto
tunnel
5 Casalbeltrame (H0) |5 giorni priea deila eroanico 35 Artificiale
Basilice in vaso |CER SIAPA semina, non

tranne tesi S e é sterilizzate
6 galliera (80) 6 giorni prisa della organico 40 Artificiale
Basjlice in vaso {CER SIAPA senina, nen

tranne tesi 5 e 6 sterilizzato
7 Casalbeitrane (HO) |5 giorni priea dellz organico Y artificiale
Basilice in vaso {CER SIAPA seaina, aon

tranne besi § sterilirzato
8 Casalbeltrame (HO) |5 oiorni prinz della organicg 35 griificiale
Basilice in vaso |CER SIAPA serina, sterilizzato

trznne tosi S e 6
9 galliera (BO) 4 giorni prisa della arganico 60 brtificiale
Basilico in vaso [CER SIAPA sgaina sterilizzato

Per tutte le prove & stato seguito lo schema del blocco randomizzato a 3-4

ripetizioni.
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Applicazione degli antagonisti

Nella Iotta contro R. solapi e 8. sclerotiorum sli astagonisti in forwmulazione
liquida sono stati applicati 24 ore prima della semina, mentre la formulazione in
polvere & stata impiegata in due applicazioni, la prima 24 ore prima delia
semina e la seconda alla germinazione o sulla caltura emersa alle stadin di
foglie cotiledonari ; tale formulazione & stata distribuita al terreno dopo 24 ore
di incubazione in una solvzione acquosa allo 0,1% dj saccarnsio.

Su basilico, 1' applicazione del F. oxysporum 231/2 rB e stata eseguita al
terreno 3-06 giorni prima della semina e dell' inoculazione artificiale del
patogeno, o come applicazione al terreno immediatamente prima della semina.

I fungicidi chimici sono stati applicati al terreno imnediafamente prima della
semina.

Risultati

R. solani: nella prova 1 condotta in vaso, in presenza di un indice di
malattia nel testimone molto elevato (77% di mortalitd) una buona efficacia &
stata osservata per tutte le formulazioni degli antagonisti: in particolare 1a
formulazione liguida impiegata a 100 kg/ha r i conidi pregerminati ton dnppio
intervento hanno cousentito di ottenere una soddisfacente protezione della
coltura {Tab. 2).

I risultati vengono conferwmati dalln prova n.2 svolta successivamente in
tunnel con infezione naturale; in questo casn le differenze appaiono menag
vistose a causa della mortalitd non elevata del testimone, ma statisticamente
significative, e ulteriormente avvalorate dal rilievo eseguito sulla produzione
commerciabile (Tab. 2}.

Tabella 2 -~ Effetto di Gliocladium sp. 110 e T. harziapnum 1252 in diverse
formulazioni e modalitd di intervento per il contenimento di R. solani su Dbietola
da taglio. Dati espressi come % di piante sane.

Prove n. 1 e 2. -

PRODDTTE 00s1 Prova n. | Provan. 2
kafha di p.a. %6 GOSt 28 605 FRODEI TOHE
] o CFUfha gfha
1) TOLCLOFDS HETILE 0,75 95,9 a* 53,2 a 9 a
2} 110/1252 LICUTOG 5-1pit L1h 87,0 ¢ e b
3) 110/1252 L10UEDO 5-1040 42,1¢c 82,8 d Hlc
4} 110{1252 CORIDI §-1011 ¢ 1h 9,60 330 ab
' 5.1011
5) TESTIHOHE INOCULATOD - 3,34 80,4 e Hbc

Per la tesi 4 il secondo intervento ¢ stato effettwato allo stadio di foglie
cotiledonari.

# GBS = Giorni dopo la semina

* 1 dati sequiti dalle stesse lettere nelia stessa colonna non differiscono statisticasente per P:0,0% czconda
il test di Duncan.
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5. sclerotiorum: si conferma 1' efficienza antagonistica di 7. harzianum 1252 e
Gliocladium sp. 110, sia come conidi pregerminati con doppio intervento che
come formulato lquido alla dose di 100 kg/ha; tale buona attivitd e stata
evidenziata sia dalla prova in vaso che nella prova sotto tunnel. In gquesto
ultimo caso, in presenza di un' infezione meno elevata, anche la formulazione
liguida a dose pit hassa (10 kg/ha) & risultata attiva (Tab. 3).

Tabella 1 - Effetto di Gliocladiem sp. I10 e T. harzianum 7232 in diverse
formulazioni e modalitd di interventn per il contenimento di  Sclerotinia
sclerotiorum su rucola, Dati espressi come % di piankte sane.

Prove n. 3 e 4.

PRODOTTI DOSI Provap, 3 Prava n. 4
p.a. kafha &7 605! 42 GDS
0 LFU/ha
1) PROCIMIDONE + 0,375 4 9 &' 190 a
TALCLOFGS HETILE 0,315
7} 110/125% LIQUIDC 51018 50 c BL,7 b
3) 110f1252 LIGUIDD 31010 9 ¢ 53,3¢c
4) 1103252 COKIDI 51011 ¢ 95 b BE,3 b
5.0
5} TESTIMDNE THGCULATO - 7o d 3,3d

Applicarione antagonisti 24 h prima della semina. tesi 4 anche alla
germinazione.

Ve ' yedi tabells 2

Tabella 4 - Effetto di F. oxysporum 251/2 rB in diverse formulazioni e
modalitd di intervento per il contenimento della tracheofusariosi del basilico.
Dati espressi come % di piante sane.

Prove n. 5, 6, 7, 8 9

PRODDTTE D0SI ] TERREKD HOH STERILIZIATO TERREND STERILIZIATO

tFU/ha PROVA 5 PRAVA & FROVA 7 PROVA B FROVA 9

50 603 55 G0 69 608 56 €05 52 G0S

1} 251/2rB POLVERT PRE-SEMINA 1043 10,7 ab” ’ 56,3 ab 56,4 b 9,2 84,4
2) 251/2r8 POLYERE PRE-SENRNA 5-1012 07¢c 42,1 ab ns 34,9 be ns

3) 25kf2rB LEQUIDD PRE-SEHINA 1013 Bl,B 2 46,2 ab 15 1,13 AR
4) 254/2rB LIWUIO00 PRE-SEHINA 5-1012 5,0 be 65,% a ns 73,8 2 ns
5} 251/2r8 LIQUIDO ALLA SENIHA 113 67,1 b 84,0 ab 73,1 a 57,4 ab ns
6) 251/2r8 LIQUIDO ALLA SERTHA 5,1012 66,3 abe 64,1 2 ns 56,6 b 1

) TESTIMOHE INOCULATA - 2,24 35,40 Bic BB i8¢

t g ¥ vedi Labellz ?
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F. oxysporum E.sp. basilici: 1 risultati hanno indicato nelle formulazioni liquida
e in polvere secca alla dose di 100 kg/ha e nell' applicazione al terreno alcuni
giorni prima della semina, la metodologia d' impiego del F. oxysporum
antagonista pit costante nel garantire una soddisfacente protezione della
coltura dalla tracheofusariosi. La dose di 50 kg/ha, pur fornendo risultati
positivi, non ha raggiunto i livelli di attivith della dose superiore.

L' intervento con la formulazione liquida al momento della semina ha fornito
risultati non costanti, generalmente inferiori al trattamento anticipato (Tab. 4).

Conclusioni

Le prove di efficacia riportate nel presente contributo mostrano come la
prospettiva di introdurre prodotti a base di microrganismi antagonisti, a
basso impatto amhientale, nella difesa fitosanitaria, si riveli ormai mnlto
prossima, grazie anche alla disponibilitdA di formulazioni che consentone uana
ragionevole praticiti d' impiego.

Particolare interesse ci sembra rivestire I' applicazione di conidi pregerminati
di Trichoderma e Gliocladium in miscela; la scelta di porli in incubazione per 24
ore in una scluzione di saccarosio per permetterne la germinazione prima dell’
applicazione al terreno, ha lo scopn di superare i fenomeni i inibizione alia
germinazione (fungistasi) che possono intervenire per fattori bintiei o abiotici
{Papavizas, 1985). '

Se da un lato gquestoc comporta una, pur semplice, operazione in pit per lo
ptilizzatore, gli ottimi risultati conseguiti paiono confortare questo approccio.
Sara senz' altro interessante, nel prosieguo della sperimentazione, guantificare
il vantaggic della pregerminazione rispette all' applicazione di conidi non
pregerminati.

La- formulazione liguida, d' altra parte, oltre al vantaggin di una maggiore
semplicitd di impiego e di produzione, permette la diffusione anche di micelio e
clamidospore, di facile propagazione nell' habitat terricolo e generalmente meno
soggetti dei conidi a fenomeni di fungistasi (Papavizas, loc. cik.).

A guesto punto della sperimentazione, prima della diffusione su ampia scala di
guesti prodotti, risulta di impaortanza basilare la determinazione di alcune
caratteristiche degli isolati in studio, segnatamente l'esecuzione di saggi
binlogici velti alla determinazione di eventuali metaboliti tossici rilasciati dai
miceti. E' dimostrata, infatti, per ceppi di funghi appartenenti a questi seneri,
una notevole variahilitd per la produzione di tossine (Altomare ef al, 1990).

I risultati presentati sulla sperimentazinne di F. oxysporum 251/2 rB contro F.
oxysperum f.sp. basilici, costituiscono un allargamento delle acguisizioni gia
note su queste antagonista di provata efficacia contro varie tracheofusariosi
(Aloi et al, 1992; Minutn et al, 1994).

La formulazione liquida di Fusarinm antagonista offre, oltre ai vantaggi di
praticitda gii menziopaki, una notevole affidabiliti fitciatrica e soprattutto
costanza di prestazioni nelle diverse condizioni di impiega. Vale qui la pena di
sottolineare 1' importanza della metodologia di intervento con lo antagonista ai
fini del successa del trattamento. 1 risultati presentati evidenziano, in
particolare, 1' utilitd di garantire al F. oxvsporuvm 251/2 rB up certo intervallp
di tempo per colonizzare il sunlo prima dell' insediamento della coltura; e
probabilmente I}z formulazione liguida favorisce buona distribuzione e pronta
germinazione e cnlonizzazione del substrato. )

Ne risulta un mezzo di difese che pud rivelarsi utilissimo contro Ila
tracheofusariosi, malattia difficile da contenere con mezzi chimici, in particalare
su una coltura minore guale il hasilice, che conta pochi fungicidi auwtorizzati.
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Nonostante la sperimentazione e gli studi condotti su microrganismi
antagonisti sui versanti sia dell'attivitd biologica, che della formulazione e
tossicologia abbiano ragegiunto dimensioni ragguardevoli, gquesti sforzi rischiano
di essere vanificati per Ia mancanza di un chiaro gquadro legislativn che
permetta 1' autorizzazione e la commercializzazione di guesti prodotii.
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