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VINCENZO ANTIGNANT*, GIULIANO Bonanomr™, SHERIDAN L. Woo*,
FericE Scara*

Strumenti biotecnici

I. INTRODUZIONE

Lagricoltura moderna, basandosi sull’utilizzazione di fertilizzanti e anticrit-
togamici di sintesi e varieta resistenti, ha fatto si che gli agricoltori interrom-
pessero il legame tra ammendamenti organici, microflora tellurica e fertilita
del suolo. La conseguenza di tali azioni ¢ stato un progressivo depaupera-
mento del contenuto in sostanza organica dei suoli e, quindi, della loro fer-
tilicd biologica, con la diffusione di patogeni difficili da contenere. Inoltre,
Iimpiego reiterato di strumenti invasivi quali i fumiganti ha indotto un
ulteriore impoverimento della biodiversita della microflora che, in diversi
casi, ha portato all’abbandono dei suoli e all’adozione della coltivazione su
substrati artificiali. Cuso massiccio di agrofarmaci ha determinato anche
altri gravi problemi riguardanti 'ambiente e la salute dell'uomo e degli ani-
mali. Tra questi ricordiamo 'inquinamento dei suoli e delle falde acquifere,
I'accumulo di residui nelle derrate alimentari e la generazione di organismi
resistenti ai principi attivi.

Sulla base di queste constatazioni, ¢ evidente che I'individuazione di stra-
tegie di lotta innovative alle malattie delle piante che siano al tempo stesso
efficaci, economiche, a basso impatto ambientale e di facile applicazione, ¢
lobiettivo fondamentale dell’agricoltura del futuro. Cio ¢ tanto pit necessario
ove si consideri che a livello europeo ¢ in atto una revisione dei principi attivi
di sintesi molti dei quali, per la loro pericolosita, sono gia stati esclusi dall’uso
e molti lo saranno nei prossimi anni. D’altronde, basti pensare al caso del

*

Dipartimento di Arboricoltura, Botanica e Patologia vegetale, Universiti di Napoli Federico IT



8 VINCENZO ANTIGNANI ET AL.

bromuro di metile e alle difficolta che si hanno nel trovare adeguate soluzioni
alternative al suo impiego come fumigante.

La complessita e la variabilita delle problematiche fitopatologiche impon-
gono l'ottimizzazione continua delle tecniche adottate e uno studio sempre
piu dettagliato dei fenomeni patologici, al fine di mettere a punto valide alter-
native agli attuali metodi di lotta alle malattie delle piante. Lo sviluppo delle
biotecnologie, nell’accezione pitt ampia di questo termine, ha permesso di
individuare numerosi strumenti con grandi potenzialita applicative. Appare
sempre pit chiaro, comunque, che per avere successo nella lotta contro le
malattie ¢ necessario attuare approcci basati sulla gestione complessiva delle
colture e non soltanto sull’'uso di mezzi di difesa diretti. In questa ottica, per
esempio, la rivalutazione della fertilita biologica ¢ un elemento fondamentale
non solo per migliorare la qualita dei prodotti agricoli, ma anche per la loro
protezione. Cosi pure, altri strumenti quali la diagnostica fitopatologica e la
modellistica previsionale sono di primaria importanza per ottenere produzio-
ni di qualita e senza rischi per la salute e per 'ambiente.

In questo lavoro saranno discussi gli aspetti innovativi relativi ad alcuni
strumenti biotecnici utili per la lotta ai patogeni. In particolare, saranno ana-
lizzati i risultati della ricerca pit recente relativi all’applicazione di micror-
ganismi utili, sostanze naturali, induttori di resistenza e matrici organiche
complesse.

2. MICRORGANISMI MULTIFUNZIONALI E CONSORZI MICROBIOLOGICI

Le moderne tecniche di indagine hanno permesso di individuare e identifica-
re una lunga lista di microrganismi definiti “benefici” (Lorito et al., 2006). I
microrganismi benefici possono favorire lo sviluppo delle piante attraverso la
promozione della crescita (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) (Smith e
Goodman, 1999), l'induzione di resistenza (van Loon et al., 1998), oppure
attraverso I'antagonismo diretto contro i patogeni (Fravel, 1988). Numerosi
microrganismi benefici sono stati studiati in maniera dettagliata e per essi ¢ di-
sponibile una descrizione precisa dei meccanismi attraverso i quali esplicano la
loro attivita quali 'antagonismo, la competizione, la predazione e I'attivazione
anticipata delle reazioni di difesa della pianta (Dufly et al., 2003; Haas e Keel,
2003; Morris e Monier, 2003; Harman et al., 2004; Bent e Mackay, 2007).
Tra i microbi maggiormente studiati vi sono agrobatteri, attinomiceti, ba-
cilli, pseudomonadi e funghi dei generi Ampelomyces, Fusarium, Gliocladium,
Glomus (fungo micorrizico) e Trichoderma. Alcuni di questi sono disponibili
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in commercio come bioagrofarmaci e vengono utilizzati per la lotta contro
differenti patogeni. I bioagrofarmaci presentano diversi vantaggi rispetto ai
tradizionali prodotti chimici di sintesi: sono pit specifici verso 'organismo
bersaglio, sono efficaci anche a basse concentrazioni e presentano bassi livelli
di ecotossicita. Tuttavia, nonostante questi vantaggi e il gran numero di for-
mulati oggi disponibili, gli agrofarmaci a base di microrganismi riescono ad
affermarsi come prodotti di largo consumo solo nell’agricoltura biologica.
La difhicolta nell’'ottenimento di packaging con una “shelf life” commercial-
mente significativa e la variabilita dei risultati ottenuti in differenti condi-
zioni colturali, sono due fattori fortemente limitanti la diffusione di questi
prodotti. A tale proposito, sono state condotte numerose sperimentazioni
finalizzate a ottimizzare i prodotti gia presenti sul mercato. Attualmente lo
scenario commerciale ¢ costituito da una miriade di formulati con campi
d’applicazione piuttosto circoscritti, in relazione alla coltura e alle condizioni
di coltivazione (Lorito et al., 2006). Per superare i limiti sopra citati, una
delle tendenze attuali ¢ quella di selezionare ceppi microbici con caratteri-
stiche di multifunzionalitd, ovvero capaci di proteggere le piante attraverso
differenti meccanismi d’azione. Questi microbi dovrebbero distinguersi per
la capacita di operare in differenti condizioni ambientali e contro un’ampia
gamma di fitopatogeni. Particolarmente interessanti sono quei microbi che
fungono sia da promotori della crescita, che da agenti di lotta biologica. Tra
le specie studiate, le pseudomonadi fluorescenti sono quelle che sembrano ga-
rantire le prestazioni migliori. La multifunzionalita di tali batteri risiede nella
loro capacita di agire sulle piante producendo ormoni e sostanze ad azione
ormone-simile, sui patogeni come agenti di lotta biologica e sull’ambiente
influenzando il ciclo dei nutrienti (Bloemberg e Lugtenberg, 2001; Compant
et al., 2005; Upadhyay e Srivastava, 2008).

Anche i microrganismi che instaurano simbiosi mutualistiche con le pian-
te possono essere utilizzati per la loro protezione. Tra questi i pili noti e stu-
diati sono sicuramente i funghi micorrizici. Tali microrganismi instaurano
una stretta associazione con le piante e rendono possibile, grazie alla loro
capacita di formare una sottile ed estesa rete di ife nel suolo, un assorbimento
efficiente dell’acqua e degli elementi nutritivi come fosforo e azoto (Smith
e Read, 1997). Inoltre, numerosi studi hanno dimostrato che le micorrize
possono proteggere le piante da patogeni tellurici e fogliari (Graham, 2001).
Lapplicazione di inoculi micorrizici ¢ gia una realtd commerciale, ma negli
ultimi anni ¢ cresciuto I'interesse anche nei riguardi delle endosimbiosi batte-
riche e, in particolare, di quelle degli attinomiceti. Gli attinomiceti sono noti
come produttori di antibiotici e di sostanze capaci di stimolare 'allungamen-
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to cellulare, la crescita di radici avventizie e la formazione di calli di cicatriz-
zazione (Igarashi et al., 2004). In alcuni esperimenti questi microbi hanno
evidenziato la capacita di contenere alcune patologie come il mal del piede
del grano (Franco et al., 2003) e la fusariosi del banano (Cao et al., 2005).
Gli attinomiceti, rispetto ad altre categorie di simbionti, come le micorrize,
hanno il vantaggio di essere coltivabili, il che semplifica enormemente il la-
voro di manipolazione e di selezione delle specie da utilizzare. Lo sviluppo
di tecniche per la produzione di piante e sementi infettate da endosimbionti
sarebbe di sicuro interesse, oltre che per gli agricoltori, per le numerose azien-
de vivaistiche coinvolte nella produzione di sementi certificate. Queste realta
produttive infatti, a fronte di investimenti ridotti (acquisto di fermentatori
e attrezzature di base per le colture microbiche) potrebbero fornire prodotti
molto richiesti.

In forte crescita appare anche l'interesse per lo sviluppo e I'applicazio-
ne di bioagrofarmaci contenenti pilt microbi benefici, prodotti presentati in
commercio con la dicitura di “consorzi microbiologici”. Su questi formulati
attualmente non esistono studi approfonditi riguardanti i meccanismi d’azio-
ne alla base della loro efficacia. Uno degli aspetti su cui sard necessario inda-
gare ¢ quello della compatibilita ecologica e fisiologica tra le differenti specie
che compongono il consorzio. Ad oggi ¢ disponibile una limitata bibliogra-
fia al riguardo che, tra l'altro, prende in esame comunita microbiche molto
semplici (Gaur et al., 2004). Anche nella ricerca applicata all’agricoltura va
sviluppata, quindi, quella che in altri settori (medico, alimentare, environ-
mental-remediation) viene definita “ingegneria dei consorzi microbiologici”
(Brenner et al., 2008). Questa branca della ricerca studia la possibilita di
creare combinazioni microbiche ideali e stabili nell’espressione di determi-
nate funzioni ecologiche, anche in condizioni ambientali variabili (Burmolle
et al., 20006). Il principio cardine su cui si basa 'idea di consorzio micro-
biologico ¢ che la presenza di un’elevata biodiversita microbica e metabolica
garantisce una maggiore affidabilita in condizioni ambientali mutevoli. La
maggiore resistenza e resilienza alle perturbazioni ambientali ¢ determinata
dalla complementarieta funzionale, fenomeno importante soprattutto nello
svolgere processi complessi come la degradazione di composti recalcitranti. Al
riguardo, di particolare attualita sono gli studi volti a identificare consorzi mi-
crobici in grado di degradare in maniera efficiente molecole inquinanti come
gli idrocarburi e i policlorobifenili (Abraham et al., 2002; Jaques et al., 2008).
Inoltre, in specifiche condizioni agricole ¢ stato dimostrato che I'azione dei
Plant Growth Promoting Rhizobacteria viene maggiormente stimolata quan-
do questi microbi sono presenti in consorzio. Recenti studi correlano questo
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fenomeno a una maggiore disponibilitd di nutrienti (soprattutto fosforo) e
allo stimolo diretto della crescita dovuto alla produzione di acido indolacetico
(Pandey e Maheshwari, 2007). Alla base della vita nel consorzio c’¢ la capacita
dei microbi di comunicare attraverso semiochimici specifici (quorum sensing).
Lo studio e la comprensione dei meccanismi su cui si basa la comunicazione
microbica ¢ un punto di partenza per la costruzione di un consorzio micro-
biologico efficace. Pertanto, i consorzi microbici, grazie alla capacita di svol-
gere funzioni complesse, precluse alle monocolture, potrebbero divenire uno
strumento centrale anche per la lotta alle malattie delle piante.

3. NOVITA NELL'USO DELLE SOSTANZE NATURALI
E DEGLI INDUTTORI DI RESISTENZA

Le piante sono coinvolte in una moltitudine di interazioni parassitarie e
mutualistiche con i microrganismi e altre piante superiori (Gray e Smith,
2005). In particolare, le piante devono affrontare una grande varieta di nemi-
ci naturali come virus, batteri, funghi e insetti. Nonostante cio, soltanto una
piccola quota di patogeni riesce a indurre malattie grazie alla presenza nelle
piante di un formidabile arsenale difensivo. Le difese dei vegetali includono:
il rafforzamento meccanico delle pareti cellulari (Develey-Riviere e Galiana,
2007), la produzione di specie reattive dell’ossigeno (Apel e Hirt, 2004) e la
produzione di molecole con attivita antimicrobica (Smith, 1996; Morrisey
e Osbourn, 1999; Hammerschmidt, 1999; Wittstock e Gershenzon, 2002).
La produzione di molecole chimiche ¢ una delle strategie chiave evolute delle
piante per gestire questa diversita d’interazioni e in particolar modo, per com-
battere i patogeni. Difatti, le piante superiori producono un’enorme varieta di
composti chimici, tradizionalmente chiamati metaboliti secondari o prodotti
naturali (Field et al., 2006; Hartmann, 2008).

Negli ultimi decenni, migliaia di metaboliti secondari con attivita anti-
microbica sono stati isolati, identificati e caratterizzati (Dixon, 2001). Tra
questi composti rientrano molecole organiche come terpeni, saponine, fenoli
e fenilpropanoidi, stilbeni, alcaloidi, glucosinolati, indoli e, come unico com-
posto inorganico, lo zolfo elementare (Cooper et al., 1996). Comunemente, i
metaboliti secondari con attivita antimicrobica sono classificati come costitu-
tivi, se gia presenti nei tessuti vegetali (fitoanticipine) o inducibili, se prodotti
a seguito dell’attacco dei patogeni (fitoalessine). I glucosinolati, le saponine
e i glicoalcaloidi sono le pitt comuni fitoanticipine. Ad esempio, le cellule
epidermiche di numerose specie d’avena accumulano la saponina avenacina



12 VINCENZO ANTIGNANI ET AL.

A-1 a una concentrazione tale da inibire il patogeno tellurico Gaeumannomy-
ces graminis var. tritici (Osbourn et al., 1994). Le fitoalessine, fra cui le pitt
comuni hanno la struttura degli stilbeni, polichetidi, sesquiterpeni e flavoni,
sono invece composti a basso peso molecolare caratterizzate da attivita anti-
microbica con un ampio spettro d’azione. Gli isoflavoni pisatina, maackiaina
e kievitone sono tra le fitoalessine pili note e meglio caratterizzate (Zhang e
Smith, 1983; VanEtten et al., 1989). Sebbene I’attivita antimicrobica di nu-
merosi metaboliti secondari sia stata dimostrata attraverso studi in vitro, solo
in alcuni casi ¢ stato dimostrato con chiarezza il loro ruolo nella resistenza
delle piante (Morrisey e Osbourn, 1999).

Durante un evento patologico si osserva una differente regolazione nel me-
tabolismo capace di attivare risposte di autodifesa nella pianta, anche a distanza
dal punto di infezione (resistenza sistemica acquisita o SAR). Negli anni ‘90
¢ stato dimostrato che i meccanismi di resistenza inducibili in realtd possono
essere attivati anche da microbi non patogeni, quali i Plant Growth Promoting
Rhizobacteria. In questo caso si parla di resistenza sistemica indotta (ISR). I
principali fattori molecolari capaci di attivare la ISR nelle piante sono i lipo-
polisaccaridi batterici, i siderofori e I'acido salicilico. Lo status di ISR di fatto
non condiziona in maniera evidente la normale fisiologia del vegetale, piuttosto
intensifica e rende pili rapida la sua risposta agli eventuali attacchi da parte dei
patogeni. Tra i microbi particolarmente attivi nell'indurre la ISR vi sono le
pseudomonadi fluorescenti, note anche per le loro capacita antagonistiche. Al-
tri importanti induttori di resistenza sono i prodotti della parziale degradazione
della parete cellulare dei vegetali. Queste molecole, definite oligogalatturonidi,
in quanto oligomeri dell’acido galatturonico, inducono nelle piante meccani-
smi di difesa biochimica attraverso la produzione di acidi organici volatili, la
produzione di specie reattive dell’ ossigeno, I'accumulo di inibitori delle proteasi
dei patogeni e la sintesi di etilene (De Lorenzo et al., 2001). In recenti studi
¢ stata dimostrata effettiva efficacia dei trattamenti a base di oligogalatturo-
nidi nel controllo di numerose patologie dovute soprattutto a funghi e virus
(Klarzynski et al., 2001; He et al., 2006). Gli oligogalatturonidi, cosi come i
lipopolisaccaridi derivanti dalla lisi di cellule batteriche, potrebbero essere uti-
lizzati per realizzare una nuova classe di induttori di resistenza, da afhiancare ai
prodotti gia presenti sul mercato.

La disponibilita di una vastissima gamma di prodotti naturali con attivita
antimicrobica suggerisce la possibilitd di applicare tali molecole per la dife-
sa delle piante. In realta, 'applicazione al settore produttivo ¢ stata molto
scarsa. La difficolta di individuare molecole con una potente attivita anti-
microbica anche a bassa concentrazione e gli elevati costi per I'estrazione a
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livello industriale sono solo alcuni dei fattori limitanti. Per superare questi
problemi, ¢ stata proposta la possibilita di utilizzare estratti vegetali non pu-
rificati. Comunque, sebbene tali estratti siano spesso risultati efficaci a livello
sperimentale (Bajpai et al., 2008; Tegegne et al., 2008), le applicazioni sono
rese difficoltose dalla necessita di reperire materiali omogenei da cui ottenere
prodotti standardizzati. Un esempio applicativo ¢ quello della propoli che dal
punto di vista chimico ¢ una miscela di differenti sostanze spesso molto di-
verse tra di loro, comprendenti sostanze ceroso-resinose, composti chetonici
(cristina, tettocrisina, acacetina, apigenina, beteletolo, galangina, ramnocitri-
na, isalpinina, ermanina, kaempferolo, 3,5-diidrossi-7,4-dimetossiflavone) e
flavonoidi (quercetina, ramnetina, isoramnetina, ramnazina, quercetina-3,7-
dimetiletere). La propoli viene utilizzata in maniera estensiva nella medicina
etnica per curare affezioni di vario genere dovute a batteri (sia gram positivi,
sia gram negativi), funghi e lieviti (Quiroga et al., 2006). Da qualche anno
si sta indagando sulla possibilita di applicare la propoli nel campo agricolo
come prodotto per il controllo dei microbi fitopatogeni. Recenti studi mo-
strano che tale sostanza parzialmente purificata riduce in maniera significativa
lo sviluppo di funghi (Ozino et al., 1996; Drago et al., 2007) e batteri fitopa-
togeni (Basin et al., 2005; Mohammadzadeh et al., 2006). Gli studi di campo
condotti con rigore scientifico sono invece pochi, ma forniscono indicazioni
sull’eflicacia del prodotto nel contenere i danni da Pseudomonas syringae pv.
tomato, Clavibacter michiganensis pv. michiganensis e Xanthomonas vesicatoria
(Varvaro et al., 2002). Un altro aspetto interessante riguarda I'attivita contro
ceppi batterici multiresistenti agli antibiotici. Cid assume una certa rilevanza
in medicina, ma sicuramente ¢ di rilievo anche nel settore agricolo, dove
spesso si registrano casi di tolleranza, se non di resistenza, dei microbi fitopa-
togeni ai presidi fitosanitari correntemente in uso. I meccanismi attraverso i
quali la propoli agisce non sono ancora chiari, ma appare evidente I'esistenza
di una sinergia tra meccanismi biochimici e fisici.

Un’altra molecola naturale con ottime prospettive applicative ¢ il chito-
sano, polimero della §-glucosamina. Il chitosano pud anche essere ottenuto
della deacetilazione alcalina della chitina, polimero molto comune in natura
in quanto presente nei crostacei, negli insetti e in molti funghi (Hadwiger,
1999). Numerosi studi hanno dimostrato che I'applicazione esogena di chi-
tosano permette di controllare diverse fitopatie causate da funghi e batteri
(Bautista-Banos et al., 20006), tanto che sono oggi disponibili diversi formu-
lati commerciali (Sharathchandra et al., 2004). Non essendo tossico per gli
organismi superiori risulta un prodotto a basso impatto ambientale (Kumar,
2000). 11 chitosano possiede attivita antibiotica contro numerosi microrgani-
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smi batterici (Liu et al., 2004; Tikhonov et al., 20006) e fungini (Park et al.,
2002; Palma-Guerrero et al., 2007) e, oltre a non essere tossico per le piante,
¢ in grado di aumentare la resistenza di semi (Lafontaine e Benhamou, 1996),
frutti (Benhamou, 2004) e foglie (Trotel-Aziz et al., 2006). Questa molecola
¢ stata utilizzata con successo anche per il controllo di malattie del post-
raccolta (Liu et al., 2007). Sulla base di queste sue proprieta, il chitosano po-
trebbe divenire un prodotto di largo impiego per la protezione delle piante.

Uno dei sistemi per migliorare I'efficacia dei composti naturali ¢ quello
di abbinarli a microrganismi antagonisti. Ad esempio, ¢ stato dimostrato che
'uso combinato di Plant Growth Promoting Rhizobacteria (Bacillus cereus)
con induttori di resistenza ne aumenta I'eflicacia nel contenere Phyrophthora
e Pythium (van Loon et al., 1998). Aluri studi evidenziano che, in specifici
patosistemi, I'efficacia degli inducttori di resistenza ¢ evidente solo in presenza
di batteri antagonisti (Postma et al., 2005) mentre la combinazione di enzimi
con spore di Trichoderma incrementa l'attivita di biocontrollo del formulato
(Lanzuise et al., 2007). Nonostante in letteratura siano riportati molti studi
che attestano la validita di tali miscele (Dezhong, 2000; Hamanaka et al.,
20006), sono necessari ulteriori studi per ottimizzarne I'efficacia.

Un ulteriore approccio volto a sfruttare Iattivita antimicrobica dei metabo-
liti secondari ¢ basato sull'aumento della resistenza dei vegetali. Tale obiettivo
¢ stato ottenuto con successo trasformando le piante in modo da intensificare
la produzione di composti antimicrobici o addirittura produrne di nuovi (Di-
xon et al., 1996; Dixon, 2001). Ad esempio, Hipskind e Paiva (2000) hanno
ottenuto piante di Medicago sativa capaci di produrre in maniera costitutiva il
resveratrolo, una fitoalessina della vite, determinando resistenza al fungo Phoma
medicaginis. Risultati simili sono stati ottenuti attraverso la sovra-espressione
del gene codificante per la isoflavone O-metiltransferasi che determina un pitt
rapido e intenso accumulo dell'isoflavone medicarpina (He e Dixon, 2000).
Studi futuri dovranno affrontare la sfida di inserire un elevato numero di geni,
coordinati fra loro, in maniera tale da indurre resistenza a piti patogeni contem-
poraneamente (Dixon, 2001). Quest'ultima strategia permetterebbe di ridurre
il rischio dell’insorgenza di ceppi patogeni resistenti alle neo-tossine prodotte
dalle piante. Un aspetto specifico di tale biotecnica ¢ che, a dispetto dei notevoli
sforzi della ricerca, le restrizioni legislative presenti in molti Paesi ne limitano sia
la sperimentazione in pieno campo, che le conseguenti applicazioni.

Nuove possibilita applicative di sostanze naturali sono offerte dagli studi
sul quorum sensing (QS). II QS ¢ un meccanismo che permette ai batteri di
coordinare alcune funzioni metaboliche attraverso la capacita di monitorare
la propria densita di popolazione. Questo meccanismo ¢ basato su molecole
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segnale (Holden et al., 1999; Chen et al., 2002), principalmente gli acil-
omoserino-lattoni nei batteri gram negativi (Zhang e Dong, 2004; Williams,
2007). Nei batteri patogeni il QS controlla numerosi fattori di virulenza quali
il trasferimento dei plasmidi Ti negli agrobatteri, la motilita, la produzione
di enzimi extracellulari, antibiotici e tossine e la capacita di formare biofilm
(van Bodman et al., 2003). Conseguentemente, gli studi si sono concentrati
nella ricerca di molecole capaci di interferire con il meccanismo del QS al
fine di controllare batteri patogeni oltre che per altre applicazioni finalizzate a
limitare la formazione di biofilm sui potenziali siti di infezione. Studi recenti
indicano che anche le piante sono in grado di produrre metaboliti interferenti
col QQS, sebbene tali molecole non siano state ancora identificate (Teplitski et
al., 2000; Gao et al., 2003). LCunico caso conosciuto ¢ quello dell’alga marina
Delisea pulchra che produce furanoni alogenati (Manefield et al., 1999) in
grado di prevenire la formazione di biofilm batterici sulla propria superficie

fogliare (Givskov et al., 1996).

4. MATRICI ORGANICHE COMPLESSE

Lapplicazione di matrici organiche complesse come compost, residui coltu-
rali e scarti di lavorazione di industrie agro-alimentari ¢ stato proposto, in
molti casi con successo (Scheuerell et al., 2005; Termorshuizen et al., 2007;
Bonanomi et al., 2007), per il controllo dei patogeni tellurici. Numerosi studi
hanno dimostrato che 'ammendamento ¢ in grado di controllare patogeni
quali Rhizoctonia solani (Tuitert et al., 1998; Diab et al., 2003), G. graminis
f. sp. tritici (Tilston et al., 2002), Macrophomina phaseolina (Lodha, 1995),
Thielaviopsis basicola (Papavizas, 1968), Verticillium dahliae (Lazarovits et al.,
1999; Lépez-Escudero et al., 2007) oltre che diverse specie di Fusarium (Szc-
zech, 1999; Ros et al., 2005), Phytophthora (Szczech e Smoliriska, 2001),
Pythium (McKellar e Nelson, 2003; Veeken et al., 2005), Sclerotinia (Boulter
et al., 2002) e Sclerotium (Coventry et al., 2005).

Differenti meccanismi, spesso complementari fra loro, determinano le ca-
pacita soppressive delle matrici organiche. Fra questi, il principale meccani-
smo d’azione ¢ indubbiamente I'incremento dell’attivitd microbica comples-
siva (Pérez-Piqueres et al., 2006) e/o di particolari gruppi di microrganismi
con attivita antagoniste verso i patogeni (Hoitink e Boechm, 1999). In parti-
colare, & stato dimostrato il ruolo centrale del’ammendamento con sostanza
organica nel sostenere I'attivita di microbi antagonisti che, in assenza di una
sufficiente disponibilita di substrati organici, non sono in grado di esplicare la
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propria attivita di biocontrollo (Boehm et al., 1997). In quest’ottica, una stra-
tegia possibile per la lotta alle malattie ¢ quella di applicare materiali organici
in grado di stimolare selettivamente i microbi del suolo, con effetti positivi
verso gli organismi benefici e negativi verso i patogeni.

Lefficacia del’ammendamento organico pud essere determinata dal rila-
scio di composti fungitossici: in tal caso gli ammendanti organici sono indi-
cati come biofumiganti. Tra i biofumiganti pili noti abbiamo i residui vege-
tali di specie appartenenti alla famiglia delle Brassicacee (Lazzeri e Manici,
2001) o i residui organici a elevato contenuto proteico con un basso rapporto
C/N, usualmente inferiore a 10 (Tenuta e Lazarovits, 2002). Nel primo caso,
Iazione fungitossica ¢ esplicata da particolari molecole organiche derivanti
dai glucosinolati. Questi composti, in seguito alla lacerazione dei tessuti ve-
getali in presenza dell’enzima mirosinasi, sono idrolizzati a formare composti
fungitossici quali isotiocianati, nitrili, tiocianati, ecc. (Sarwar et al., 1998).
Nel secondo caso, le molecole attive contro i patogeni tellurici derivano dalla
degradazione dei composti proteici che, quando presenti in elevata quantita e
in suoli a pH alto, determinano I'accumulo di ammoniaca per brevi periodi.
Tali ammendanti sono risultati particolarmente efhcaci nel controllo di 7
basicola (Candole e Rothrock, 1997) e, soprattutto, di V. dahliae (Tenuta e
Lazarovits, 2004), fungo difficile da lottare anche con i pitt moderni fungici-
di. Un’ulteriore meccanismo di azione delle matrici organiche ¢ I'induzione
di resistenza nelle piante (Zhang et al., 1996). In tal caso, l'attivita ¢ determi-
nata sia da molecole presenti nella sostanza organica tal quale che da molecole
prodotte dalla microflora ivi presente.

Lapplicazione di ammendanti organici ha riportato numerosi successi,
anche nel mondo produttivo, soprattutto in Olanda (Tuitert et al., 1998) e
negli Stati Uniti (Scheuerell et al., 2005). Una delle applicazioni di maggiore
interesse ¢ relativa al comparto vivaistico. In tali sistemi produttivi il substrato
di coltivazione elettivo ¢ la torba per 'omogeneita delle sue caratteristiche
fisico-chimiche, oltre che per I'elevata capacita di ritenzione idrica. Sfortu-
natamente pero, la torba solo raramente ha un’attivita soppressiva (Hoitink
e Boechm, 1999; Bonanomi et al., 2007) e, di conseguenza, per il controllo
della maggior parte dei patogeni ¢ richiesto 'impiego massiccio di agrofar-
maci. La limitata soppressivita della torba rispetto ai compost ¢ imputabile
alla ridotta quantita di composti carboniosi che sostengono l'attivita dei bat-
teri antagonisti (Boehm et al., 1997). Lopportunita di indurre condizioni
di soppressivita nella torba, mantenendone pero le caratteristiche positive,
ha stimolato notevolmente la ricerca negli ultimi anni. Gli studi hanno in-
dividuato due principali strategie: a) I'addizione di aliquote, anche molto ri-
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dotte (fino all'1% in volume), di compost soppressivi alla torba (van Os e
van Ginkel, 2001) e b) I'applicazione combinata di organismi antagonisti e
compost ad azione sinergica (Whipps, 1997; Krause et al., 2001; Trillas et al.,
20006). Un’altra applicazione ¢ quella dei cosiddetti compost tea (Scheuerell e
Mahafee, 2002), i quali consistono in un estratto acquoso diluito (concen-
trazione variabile tra 'l e il 10%) dei compost. Tali materiali sono applicati,
attraverso le comuni tecniche di aspersione, all’apparato epigeo per la lotta ai
patogeni fogliari. Notevoli successi nell’applicazione di compost tea sono stati
raggiunti soprattutto negli Stati Uniti, mentre sono praticamente assenti gli
studi sia scientifici, sia applicativi in Italia. Lefficacia dei compost tea spesso
si ¢ dimostrata paragonabile a quella degli agro farmaci di sintesi (Scheuerell
e Mahafee, 2002). Buoni risultati sono stati conseguiti nella lotta a Bozrytis
cinerea, Venturia inaequalis (Cronin et al., 1996), Plasmopara viticola (Kette-
rer, 1990) e numerose specie di oidio quali Erysiphe spp., Uncinula necator e
Sphaerotheca fuliginea (Budde e Weltzien, 1988; Scheuerell, 2003).

Nonostante la mole di ricerca e i promettenti risultati ottenuti anche in
condizioni di campo e in sistemi produttivi reali, rilevanti sono state le difh-
colta nell’applicazione delle matrici organiche nei sistemi produttivi agricoli
su larga scala (Whipps, 1997; Bonanomi et al., 2007). La limitata diffusione
di tali mezzi tecnici ¢ imputabile sostanzialmente all’elevata variabilitd dei
risultati ottenuti e alla sostanziale incapacita di predirne I'efficacia in relazione
alle variabili ambientali e di tecnica colturale. Cid ha determinato disaffezio-
ne e in molti casi sfiducia degli agricoltori nei confronti di questi strumenti
produttivi che, sebbene dotati di grandi potenzialitd, devono essere ancora
compresi per essere correttamente gestiti. Ad esempio, 'ammendamento con
residui colturali tal quali ¢ reso problematico sia dalla fitotossicita che spesso
caratterizza i residui vegetali (Bonanomi et al., 2000), sia dal loro potenziale
ruolo come fonte di inoculo per funghi e batteri fitopatogeni. Il compostag-
gio dei residui permette pero di superare entrambi questi problemi. Tale pro-
cesso determina sia la perdita della fitotossicitd durante la decomposizione
(Zucconi etal., 1981), sia 'eradicazione dei patogeni durante la fase termofila
del compostaggio (Noble e Roberts, 2004). Una volta compostati, i residui
colturali possono essere riapplicati sui suoli apportando esclusivamente be-
nefici per la fertilitd dei terreni. E importante rilevare che con il continuo
incremento dei costi dei fertilizzanti di sintesi aumenta anche la competitivita
commerciale delle matrici organiche, soprattutto considerando la possibilita
congiunta di ridurre i patogeni tellurici e migliorare la fertilita dei suoli.

Per numerose combinazioni di sostanza organica e patogeni (torba-Py-
thium, compost-Pythium, residui ad alto contenuto di azoto-V. dahliae, com-
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post-E oxysporum £. sp. lycopersici) sono stati compresi i meccanismi attraver-
so i quali si realizza la soppressivita (Boehm et al., 1997; McKellar e Nelson,
2003; Borrero et al., 2004; Tenuta e Lazarovits, 2004). In ogni modo, fino
a quando le capacita soppressive dei differenti tipi di sostanza organica non
saranno identificabili con tecniche di analisi semplici e poco costose, gli agri-
coltori saranno portati a preferire gli agro farmaci di sintesi agli ammendanti
organici. Conseguentemente, I'attivita di ricerca futura si dovra concentrare
nello studio di parametri e indici utili all'identificazione degli ammendanti
organici con maggiori capacita soppressive.

RIASSUNTO

Il principale obiettivo dell’agricoltura moderna ¢ quello di garantire elevati livelli pro-
duttivi operando nella salvaguardia della salute umana e dell’ambiente. In questo conte-
sto, la ricerca scientifica svolge il fondamentale ruolo di proporre tecnologie innovative
caratterizzate da una elevarta efficacia nel controllo dei patogeni e da un ridotto impatto
ambientale. Tra gli approcci alternativi a quelli tradizionali, basati soprattutto sull’'uso di
bioagrofarmaci, particolarmente promettenti appaiono 'applicazione di microbi benefici
(Plant Growth Promoting Rhizobacteria, micorrize e antagonisti) combinati in consorzi
microbici multifunzionali, di sostanze naturali capaci di indurre resistenza nella pianta
o con azione antibiotica (es. chitosano, propoli) e di ammendanti organici con capacita
soppressive. Ulteriori studi sono comunque necessari affinché questi strumenti di lotta
innovativi possano essere utilizzati nella pratica. Solo chiarendo completamente i mecca-
nismi d’azione e individuando i parametri che sono alla base della loro attivitd antimicro-
bica, sara possibile arrivare alla formulazione di prodotti commerciali efficaci per la difesa
delle colture allevate nelle pitt diverse condizioni ambientali.

ABSTRACT

The increasing public interest toward environment protection and human health
prompted the research of agronomic strategies with low requirements of pesticides, her-
bicides and fertilizers. In this context, the search for alternative control methods with
high efficiency, low cost and limited environmental impact is an urgent requirement for
an eco-sustainable agriculture. The combination of beneficial microbes (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria, mycorrhizae and antagonists) in multifunctional consortia,
the application of natural compounds capable to induce plant resistance or with anti-
biotic effects (e.g. chitosan, propolis), and the use of suppressive organic amendments
are among the most promising strategies. More studies, however, are needed for these
innovative tools to be practically applied. In particular, they require the individuation
of reliable parameters that may allow the prediction of their effectiveness in different
environmental conditions.
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Innovazioni nella difesa delle colture con mezzi
a basso impatto ambientale: malattie da funghi

INTRODUZIONE

Le malattie fungine rappresentano uno dei principali fattori limitanti le pro-
duzioni agrarie. Il delicato equilibrio che si deve stabilire tra la necessita di
ottenere produzioni di qualitd derivanti da pratiche agricole sostenibili, ma
che siano, al contempo, remunerative per i produttori e a costi accessibili per
i consumatori, non consente, al momento attuale, di rinunciare completa-
mente al supporto della chimica di sintesi. Impone, tuttavia, la ricerca e la
sperimentazione di strategie e di strumenti innovativi o alternativi che vadano
ad arricchire il limitato arsenale a disposizione degli agricoltori per difendere
quelle colture da cui tutti noi dipendiamo per il nostro sostentamento. Ben
vengano, quindi, anche nuovi principi attivi di sintesi, se a piti basso impatto
ambientale e tossicita.

Di seguito passeremo in rassegna strumenti tecnici gia disponibili per
Iagricoltore, senza per questo pretendere che sia una rassegna esaustiva, e
strumenti, quali gli OGM, la cui disponibilita non sarad immediata ma la cui
importanza non puo essere sottaciuta. Linclusione di questo o quel prodotto
0 techica, hon implica automaticamente un giudizio acriticamente positivo;
in diversi casi le ricerche e la sperimentazione in campo hanno fornito risul-
tati contrastanti, e, quindi, per alcuni prodotti o tecniche ricordati saranno
necessari approfondimenti e aggiustamenti, prima di poterli considerare come
pienamente afhidabili.

*  Dipartimento di Coltivazione e difesa delle specie legnose “G. Scaramuzzi”, Universita degli Studi

di Pisa
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La resistenza delle piante alle malattie ¢ un efficace meccanismo di difesa
naturale dai patogeni, infatti la malattia risulta essere I'eccezione, e non la
regola, in natura.

Lingegneria genetica ha aperto nuove vie per la difesa delle piante. Il se-
quenziamento di genomi completi e lo sviluppo recente della genomica fun-
zionale hanno contribuito alla comprensione dei meccanismi, sia costitutivi
che indotti, utilizzati dall'ospite vegetale in seguito all’attacco del patogeno.
Le informazioni sull’espressione genica rendono piti facilmente realizzabile la
manipolazione genetica e forniscono nuove opportunita per introdurre tran-
sgeni derivanti da sistemi diversi nelle piante coltivate. Inoltre, i dati di prote-
omica e di metabolomica rappresentano un valido strumento per 'analisi di
funzioni geniche anche in sistemi biologici non ancora sequenziati (Collinge
et al., 2008a).

Tuttavia lo sviluppo di strategie molecolari applicate alla difesa delle pian-
te da malattie fungine risulta notevolmente piti lento di quello per la resisten-
za agli erbicidi o agli insetti, gia introdotta in molte piante transgeniche. Cio
¢ dovuto a vari fattori, tra cui la resistenza solo parziale spesso riscontrata nei
confronti di patogeni fungini, la complessita del sistema biologico e la molte-
plicita dei meccanismi coinvolti nell’interazione (Collinge at al., 2008b). Per
questi motivi la produzione di piante transgeniche resistenti ai funghi rappre-
senta uno scopo importante, ma pit laborioso, da raggiungere; infatti, varieta
geneticamente modificate resistenti ai funghi non sono ancora presenti sul
mercato, nonostante la quantita delle informazioni scientifiche disponibili e
degli sforzi impiegati nella manipolazione genetica di molte piante coltivate.

Vari approcci mirati alla produzione di piante transgeniche resistenti ai
funghi patogeni sono gid stati applicati con successo in laboratorio: quello
piu diretto consiste nell’introduzione di geni, derivati da piante o da mi-
crorganismi, codificanti per metaboliti secondari antifungini, che implicano
Iinterferenza diretta o indiretta con i meccanismi di patogenesi o il disturbo
della fisiologia del patogeno. Nell’'ambito di questa strategia sono stati uti-
lizzati geni coinvolti nella degradazione della parete cellulare dei funghi (es.
chitinasi o glucanasi) o nella detossificazione di metaboliti tossici rilasciati
dal patogeno o ancora nel potenziamento delle risposte di difesa nella pian-
ta geneticamente modificata (es. fitoalessine, inibitori di proteine o sostanze
tossiche). Una strategia alternativa riguarda la regolazione dei meccanismi di
difesa dell’ospite, sfruttando processi di riconoscimento del patogeno o vie di
trasduzione del segnale associate all'infezione. In questo caso la modificazio-
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ne genetica ¢ attuata a carico di geni di resistenza (geni R) o di trasduzione
del segnale di riconoscimento che consentono ur’identificazione precoce del
patogeno innescando la reazione ipersensibile (HR), oppure una produzione
aumentata e rapida di segnali, come acido salicilico o jasmonico, che attivano
un’efficace risposta sistemica (SAR) (Collinge et al., 2008b).

Numerosi esempi di strategie transgeniche che risultano in aumentata re-
sistenza alle malattie fungine sono riportati in letteratura. Il riso ¢ stato tra-
sformato per resistenza a Rhizoctonia solani con geni codificanti per proteine
di difesa (chitinasi e taumatina), derivati da varieta di riso resistente (Kaplana
et al., 2008). Piante di cotone transgenico sono state ottenute per trasforma-
zione mediata da Agrobacterium tumefaciens con un gene che codifica per un
peptide sintetico antimicrobico (Rajasekaran et al., 2007). Un gene isolato
da melo selvatico, omologo a geni di resistenza del pomodoro a Cladosporum
Sfulvum, ¢ stato introdotto in una varieta coltivata di melo che ¢ risultata resi-
stente a Venturia inaequalis (Belfanti et al., 2004). Piante di soia e di girasole
geneticamente modificate, in seguito a inserimento di un gene per l'ossalato
ossidasi di grano, risultano resistenti a Sclerotinia sclerotiorum (I'ossalato ¢ un
importante fattore di patogenicita di S. sclerotiorum) (per la soia Donaldson et
al., 2001; per il girasole Hu et al., 2003). Tabacco trasformato con transgeni
che codificano per chitinasi e glucanasi, rispettivamente derivati da riso e me-
dica, mostra un'aumentata capacita di difesa contro attacchi fungini (Zhu et
al., 1994). Due esempi di trasformazione con un gene coinvolto nella sintesi
di fitoalessine, derivato da vite, riguardano l'orzo e il grano transgenici, che
esprimono stilbene sintasi per la sintesi di resveratrolo e mostrano aumentata
resistenza a Bozrytis cinerea (Leckband e Lorz, 1998), a Puccinia recondita e a
Septoria nodorum (Serebriakova et al., 2005).

Particolare importanza riveste per I'Europa in generale e I'ltalia in par-
ticolare la difesa della vite, data I'importanza della coltura e la gravita delle
potenziali malattie (oidio e peronospora in particolare). Una recente indagine
europea rivela quanto sia importante il controllo delle malattie fungine della
vite, dato 'enorme impatto, da un punto di vista ambientale ed economico,
in termini di utilizzo di fungicidi: mentre le vigne coprono solo il 5% dei
terreni coltivati, la coltivazione della vite ¢ responsabile del 70% dei fungicidi
adoperati in Europa (Travis, 2008). Esistono circa 70 prove in campo con
viti geneticamente modificate tra USA, Canada, Australia ed Europa, e alcu-
ne di queste riguardano resistenza a funghi patogeni (Grando M.S., http://
www.futuragra.it/). Ma anche in questo caso il problema piti importante non
sembra essere quello tecnico, ma la probabile non accettazione da parte del
consumatore, e dei produttori, specialmente in un settore, quale quello del
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vino, dove 'immagine ¢ di fondamentale importanza ai fini della formazione
del prezzo del prodotto finale.

Infine, un risvolto rilevante delle infezioni fungine riguarda la produzione
di micotossine (sostanze altamente tossiche per animali e uomo) da parte di
alcuni patogeni delle colture: ad esempio cereali attaccati da Fusarium produ-
cono granella contenente alcuni tipi di micotossine (es. fumonisine, tricote-
ceni e zearalenone) mentre piante attaccate da Aspergillus possono contenere
aflatossine. La presenza dei funghi micotossigeni, e quindi di micotossine, si
puo riscontrare sia in campo sulla pianta sia in una qualunque delle succes-
sive fasi di conservazione e trasformazione dei prodotti vegetali; per questo ¢
molto importante difendere gia in campo le piante di interesse agronomico
da questo tipo di funghi, allo scopo di prevenire la contaminazione da mi-
cotossine delle derrate. Le strategie biotecnologiche applicate alla protezione
di colture di cereali sono state riportate in numerosi casi: ad esempio, per il
controllo di Fusarium un gene di Arabidopsis, che regola I'attivazione di SAR,
¢ stato inserito con successo in grano (Makandar et al., 20006) e I'introduzione
in mais di un gene che codifica per un enzima che degrada lo zearalenone, ha
permesso una significativa riduzione della contaminazione da questa mico-
tossina nelle piante transgeniche (Igawa et al., 2007).

Le sperimentazioni autorizzate in campo sono poche, ad es. ¢ stato svilup-
pato da Syngenta un grano GM resistente a Fusarium, contenente un tran-
sgene in grado di detossificare le micotossine di Fusarium, che potrebbe essere
immesso sul mercato nel 2010; la sperimentazione della coltura ¢ stata con-
sentita in Germania dal 2003 (Notification Number: B/DE/02/143, richie-
sto dalla Germania, compagnia Syngenta Seeds GmbH, nel 2002). Luniver-
sita di Zurigo ha ottenuto I'autorizzazione dall’'Ufficio federale del’ambiente
per la sperimentazione in campo dal 2008 al 2010 di piante transgeniche di
grano con un’accresciuta resistenza all’oidio. Piante di grano GM resistente
a Fusarium sono state ottenute anche in Spagna, dove sono state rilasciate in
campo, per sperimentazione, dal 2004 (Notification Number: B/ES/04/08-
CON, richiesta da Instituto de Agricoltura Sostenibile, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas).

In Italia, ¢ stato ottenuto un limone transgenico, varieta locale Femmi-
nello siracusano, ingegnerizzato con il gene chitinasi Chir42 isolato da 7ri-
choderma harzianum, per la resistenza verso patogeni fungini. La resisten-
za ¢ stata valutata nei confronti di Phoma tracheiphila, agente del mal secco
(sperimentazione programmata dal 2005 al 2015) (Notification Number: B/
IT/04/03, richiesta dell'Italia, Universita di Catania, Facolta di Agraria, Dip.
OrtoFloroArboricoltura e Tecnologie Agroalimentari, Gentile at al., 2002;
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La Malfa et al., 2007). Non ¢ il caso di entrare nel merito del problema della
sicurezza d’uso e dei rischi ambientali connessi con 'uso di piante GM. In
altre sedi I'argomento ¢ stato trattato, e bistrattato, ma forse varrebbe la pena
di considerare anche queste, con le dovute precauzioni, tra le possibili alterna-
tive miranti alla riduzione del danno, questo certo, conseguente un eccessivo
impiego della chimica per la difesa delle colture.

BIOFITOFARMACI

Limpiego di agrofarmaci a base microbiologica ¢ ancora nella sua infanzia.
Nonostante la grande massa di ricerche sull’argomento, ben pochi pro-
dotti sono arrivati sul mercato. Alla base esistono motivazioni tecniche ed
economiche. Lo sviluppo di un biofitofarmaco prevede, semplificando, quat-
tro fasi distinte: I'isolamento, la selezione, la produzione della biomassa e la
formulazione. A queste seguono il confezionamento e la distribuzione, che,
seppur non facenti parte dello sviluppo, nondimeno giocano un ruolo molto
importante nel garantire il successo a un prodotto. Isolamento e selezione
sono di norma portati avanti da ricercatori che operano con fondi pubblici,
essendo le due fasi a maggior rischio, e non sempre i ricercatori seleziona-
no tenendo presenti le successive fasi di sviluppo né i problemi di mercato.
Una volta individuato un microrganismo di interesse, dovrebbero subentrare
aziende private con la messa a punto di metodi proprietari di fermentazione
e formulazione. Ma il coinvolgimento di aziende dipende sostanzialmente
da considerazioni di tipo economico. Purtroppo, in questo settore esiste una
contraddizione non risolta. I principi attivi dei biofitofarmaci sono micror-
ganismi e, come tali, usualmente ben adattati a specifiche nicchie ecologiche.
Questo ¢ un tratto che li rende particolarmente interessanti da un punto di
vista dell'impatto ambientale, di fatto riducendolo, ma ne limita l'uso alle
stesse specifiche nicchie. Quello che appare essere un vantaggio ecologico,
si sostanzia in una pilt 0 meno marcata riduzione del mercato potenziale, e
questo dovrebbe favorire la nascita di piccole aziende biotech deputate alla
produzione e commercializzazione di limitate quantita di numerosi prodotti,
specifici per ben definiti ambienti e colture. Ma gli elevati costi della registra-
zione mettono fuori mercato le piccole aziende, che non hanno grossi capitali
da investire o, anche avendoli, non possono permettersi di attendere anni,
quelli necessari alla registrazione, prima di poter generare guadagni con la
commercializzazione del prodotto registrato. Le grandi aziende, per contro,
non sono interessate a piccole fette di mercato e la conseguenza ¢ un ridot-
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PRINCIPIO ATTIVO

Ampelomyces quisqualis Trichoderma harzianum ICC 012
Bacillus subtilis Trichoderma viride 1ICC 080
Coniothyrium minitans Pseudomonas chlororaphis
Trichoderma harzianum Streptomyces griseoviridis

Tab. 1 Elenco dei principi attivi antifungini di tipo microbiologico registrati in Italia

to numero di agrofarmaci di origine microbiologica sul mercato, salvo poi
trovare in commercio prodotti commercializzati come ammendanti o simili,
di cui, a parole, sono declamate proprietd miracolose ma che, nei fatti, sono
privi di qualunque tipo di controllo e garanzia. Di fondamentale importan-
za appare, quindi, la riduzione dei costi di registrazione e la semplificazione
dell’iter burocratico se si vuole che questi strumenti, ritenuti, in generale, a
basso impatto ambientale e di scarsi o nulli rischi per la salute umana, trovino
adeguata diffusione nella pratica agricola.

La ricerca, in particolare negli ultimi anni, si ¢ particolarmente orientato
verso lo studio dei meccanismi d’azione dell'antagonismo, anche grazie ai gran-
diosi sviluppi della biologia molecolare. Ricerche di grande interesse scientifico
e che hanno aperto anche nuove possibilita di lotta attraverso 'impiego di geni
e prodotti genici derivati dagli antagonisti, ma gli effetti erratici di questi stru-
menti tecnici persistono, e sono anche la conseguenza dei limitati studi con-
dotti su altri aspetti, meno paganti in termini di risonanza scientifica e “impact
factor”, quali quelli relativi alle condizioni che consentono agli antagonisti di
manifestare appieno le loro potenzialita in condizione di normale impiego agri-
colo. Ricerche di campo, quindi, sulla cui base si possono definire, ad esempio,
tipo di inoculo da produrre, modi, tempi e quantita di prodotto da impiegare o
interazioni tra antagonista e specie/cultivar degli ospiti da difendere.

Anche da un punto di vista normativo, la situazione europea ¢ alquanto
complicata, con una procedura di registrazione farraginosa che prevede diver-
si step e il coinvolgimento di tutti gli stati membri, senza che al richiedente
siano garantiti tempi certi per 'accoglimento, o il rigetto, della sua richiesta.
Basti pensare che nei paesi extra europei, tutta la procedura deve terminare,
salvo errori o carenze nella documentazione, entro 18 (USA), 16 (Canada)
0 12 (Australia) mesi. I limiti della normativa europea riflettono la struttura
politica dell'Unione, che deve mediare tra la necessita di un’'amministrazione
centralizzata e le autonomie dei singoli stati. La conseguenza ¢ che negli USA
38 microrganismi sono inclusi nella lista dei principi attivi utilizzabili in agri-
coltura, mentre in Italia sono solamente 8 (Annexe 1 della Direttiva 91/414

EEC) (tab. 1).




INNOVAZIONI NELLA DIFESA DELLE COLTURE 33

I principi attivi (microrganismi) di biofitofarmaci attualmente registrati
e commercializzati in Italia sono funghi filamentosi e batteri che, attraverso
differenti meccanismi d’azione, permettono la lotta a diversi funghi fitopato-
geni, sia colonizzatori delle parti aeree che di origine tellurica. Ad esempio,
per la lotta all’oidio, ¢ possibile utilizzare il fungo iperparassita Ampelomyces
quisqualis, principio attivo di un prodotto impiegato con successo nella lot-
ta agli agenti del mal bianco appartenenti alla famiglia delle Erisyphaceae.
In letteratura sono segnalate pitt di 64 specie di oidi suscettibili all’azione
dell’antagonista che sono in grado di colpire pit di 256 specie vegetali. Lan-
tagonista ¢ in grado di infettare I'ospite fungino e differenziare i propri corpi
fruttiferi (picnidi) all'interno delle ife, dei conidiofori e dei periteci cleisto-
tecioidi dell’oidio del quale, grazie a questo parassitismo, riduce la crescita e
causa la morte.

Il micoparassitismo ¢ un meccanismo d’azione che viene utilizzato da un
altro fungo principio attivo di un biofitofarmaco: Conyothirium minitans. Si
tratta di un fungo non patogeno di origine tellurica, che mostra una notevole
capacita di parassitizzare, inibendone la germinazione e quindi causandone la
morte, gli sclerozi differenziati da diverse specie di Sclerotinia, come S. scle-
rotiorum e S. minor. Questi patogeni di origine tellurica, capaci di attaccare
e provocare ingenti danni su numerose specie vegetali di interesse agrario,
danno luogo a malattie a interesse semplice la cui gravita dipende all'inoculo
iniziale: in questo caso, molto vantaggiosa ¢ la possibilita di utilizzare un trat-
tamento che riduca I'inoculo iniziale del patogeno, rappresentato appunto
dalla quantita di sclerozi presenti nel terreno. Limpiego di C. minitans & una
strategia di tipo preventivo e non curativo, quindi il trattamento del terreno
deve essere effettuato prima della messa a dimora della pianta coltivata in
modo da ridurre la presenza del patogeno nel terreno.

Sempre nell’ambito di biofitofarmaci a base di funghi filamentosi, quelli il
cui principio attivo ¢ costituito da spore di Trichoderma harzianum, rappre-
sentano un ottimo strumento nella lotta ai patogeni fungini. In particolare,
lisolato T22 di 7. harzianum, prodotto della fusione dei protoplasti di due
isolati diversi, ciascuno con caratteristiche particolari e vantaggiose, si ¢ di-
mostrato in grado di contenere lo sviluppo delle malattie causate da diversi
patogeni di origine tellurica grazie a diverse caratteristiche che vanno dalla
rizosfera competenza, alla competizione per la spermosfera in condizione di
ferro carenza, fino alla capacita di indurre resistenza nelle piante trattate. In
aggiunta, il microrganismo ¢ in grado di stimolare la crescita e la produttivita
delle piante cresciute nei terreni trattati con il biofitofarmaco, il che confe-
risce un valore aggiunto al prodotto che pud essere utilizzato anche come
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biofertilizzante. Anche per questo microrganismo I'azione ¢ preventiva e non
curativa.

Di particolare interesse appaiono i biofitofarmaci il cui principio attivo
¢ costituito da pitt di un microrganismo: ¢ il caso di un prodotto registrato
anche in Italia contenente due funghi appartenenti al genere Trichoderma
e piu specificatamente l'isolato ICC 012 di 77 harzianum ¢ ICC 080 di T
viride. Grazie alle attivitd micoparassitarie, di competizione per i nutrienti e
lo spazio e la produzione di sostanze ad attivita antibiotica, questi due isolati
agiscono sinergicamente e possono essere impiegati nella lotta preventiva a
diversi funghi patogeni di origine tellurica quali Rhizoctonia spp., Sclerotinia
spp.» Sclerotium rolfsii, Thielaviopsis basicola, Pythium spp. e Phytophthora spp.
su numerose specie ornamentali, floricole e orticole.

Passando a principi attivi di origine batterica, di particolare interesse,
soprattutto perché impiegato ormai da lungo tempo, ¢ Bacillus subtilis, un
batterio gram-positivo comunemente presente nel suolo, particolarmente ab-
bondante nella rizosfera delle piante. L'azione antagonistica si esplica, oltre
che attraverso la competizione per le fonti nutritive e per lo spazio, anche
mediante produzione di eso-enzimi e di sostanze di natura antibiotica, quali
surfattina, bacilisina, subtilina e iturina. Il microrganismo ¢ attivo nei con-
fronti di numerosi patogeni sia fungini, tra cui Botrytis cinerea e Venturia
inaequalis, che batterici come Erwinia amylovora. Poiché ¢ noto che i batteri
fitopatogeni sono di difficile contenimento in quanto solo gli antibiotici, il
cui utilizzo non ¢ consentito, sembrano dare risultati soddisfacenti, questo
prodotto rappresenta un valido strumento nella lotta a batteri fitopatogeni di
grande pericolositd come, ad esempio, 'agente causale del colpo di fuoco.

Un altro batterio molto interessante come principio attivo di un prodotto
distribuito in Italia ¢ Strepromyces griseoviridis. Questo microrganismo ha la
capacita di colonizzare I'apparato radicale delle piante ospiti manifestando
un’azione preventiva contro i patogeni tellurici. Il batterio svolge la sua at-
tivita antagonistica attraverso meccanismi di competizione per il territorio e
mediante fenomeni di iperparassitismo. Il prodotto contenente S. griseoviridis
¢ utilizzato anche come biofertilizzante poiché, durante il processo di coloniz-
zazione della rizosfera, rilascia metaboliti promotori della crescita favorendo
lo sviluppo dell’apparato radicale della pianta ospite. I fitopatogeni bersaglio
sono stati individuati in Fusarium oxysporum, Pythium ultimum, Verticillium

dahliae, Pyrenochaeta lycopersici e Phytophthora capsici.

Da un punto di vista tecnico, il limite piti grave dei biofitofarmaci ¢ la loro
affidabilita. Il principio attivo di questi farmaci ¢ un organismo vivente, e in
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quanto tale ha ben specifiche esigenze in termini di umiditd e temperatura
e la componente ultravioletta della luce ne riduce, in tempi brevi, la vitalita.
Ha, inoltre, una shelf life limitata e fortemente dipendente dalle condizioni
di conservazione. Per poter manifestare le proprie capacita, deve essere messo
in grado di svilupparsi, e quindi si trova anche a competere con gli altri orga-
nismi che occupano la stessa nicchia. Tutto cid comporta una certa erraticita
negli effetti sortiti, spesso anche come conseguenza della scarsa attenzione
con cui sono impiegati questi prodotti, scarsa attenzione derivata dall’utiliz-
zo di questi mezzi biotecnici con schemi mentali adattati all’'uso di sostanze
chimiche. Anche i diversi tipi di patogeno, e di malattie, non sono parimenti
suscettibili all’attivita dei biofitofarmaci; patogeni la cui fase esterna all’ospite
¢ relativamente breve e limitata alla produzione delle strutture di evasione,
come peronospore o ruggini, difficilmente saranno limitati nello sviluppo
o nella riproduzione da microrganismi antagonisti, a meno che questi non
agiscano come induttori di resistenza. Anche patogeni che causano sintomi
sulle parti vendibili e non soggette a trasformazione (ad es. frutti o verdura)
sono bersagli particolarmente difficili da combattere in quanto il danno non ¢
direttamente proporzionale all'incidenza della malattia ma, piuttosto, alla sua
diffusione. Ridurre il numero di lesioni su una singola mela non porta bene-
fici, in quanto anche una singola lesione deprezza sensibilmente il frutto.

Le aspettative generate dall'impiego di questa categoria di agrofarmaci
sono tuttavia molto ampie, per questo motivo a livello europeo sono in corso
iniziative che tendono alla semplificazione delle procedure e alla riduzione dei
costi della registrazione, che al momento rappresentano il maggiore ostacolo
alla loro diffusione (cfr. http://www.rebeca-net.de/).

BIOFUMIGANTI

Il controllo di alcuni patogeni del terreno (funghi, nematodi) attraverso siste-
mi alternativi a basso impatto ambientale ha assunto, in questi ultimi tempi,
una grande importanza, non solo in agricoltura biologica, ma anche in quella
convenzionale in seguito all'interruzione dell’'uso del Bromuro di Metile per
la sterilizzazione dei terreni agrari a partire dal 2005.

E noto, infatti, che nel mondo vegetale sono presenti vari sistemi natu-
rali di difesa che in alcuni casi rappresentano dei veri sistemi chimici in gra-
do di produrre composti a elevata attivitd biologica. Fra questi, il sistema
glucosinolati-mirosinasi (Bones e Rossiter, 1996; Rask et al., 2000), tipico
della famiglia delle Brassicaceae, delle Capparidaceae e di altre 10 famiglie
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minori delle Dicotiledoni, ha mostrato fin dai primi anni del secolo alcune
interessanti caratteristiche biologiche. I glucosinolati sono una classe di circa
120 diversi glicosidi caratterizzati da un gruppo funzionale comune e da una
catena laterale che puo essere di natura alifatica, aromatica o eteroaromatica.
Tali composti, in presenza di acqua e dell’enzima endogeno mirosinasi, sono
rapidamente idrolizzati con formazione di b-D-glucosio, ione idrogeno-sol-
fato e una serie di prodotti di idrolisi che, in funzione delle condizioni in cui
avviene la reazione, possono essere isotiocianati, nitrili o tiocianati. Enzima
(mirosinasi) e substrato (glucosinolati), nella cellula sana, sono compartimen-
talizzati in zone diverse e solo dove si verificano lesioni cellulari causate da
fattori abiotici e/o biotici, entrano in contatto con produzione, in situ, dei
corrispondenti prodotti di idrolisi che svolgono un’azione di prevenzione e/o
di controllo, e comunque di difesa, da alcuni agenti patogeni. I prodotti di
idrolisi sono composti solforati caratterizzati da una discreta volatilita e da
un’elevata attivita biologica nei confronti di batteri, funghi, nematodi, insetti
e come inibitori di germinazione (Brown e Morra, 1997; Rosa e Rodrigues,
1999). Lelevata volatilita, se da un lato fa si che tali molecole siano poco
persistenti nel terreno, dall’altro consente loro un’estrema mobilita, e quindi
la possibilita di raggiungere agevolmente 'organismo bersaglio. Queste carat-
teristiche suggeriscono alcune interessanti prospettive applicative per il loro
impiego come molecole naturali ad azione fumigante (biofumigazione).

Il termine biofumigazione ¢ stato coniato per meglio definire il controllo
di organismi patogeni di origine tellurica da parte degli isotiocianati che sono
liberati dall'idrolisi dei glucosinolati contenuti in molte Brassicaceae (Kirke-
gaard e Matthiessen, 2004). Le caratteristiche chimico-fisiche dei prodotti
d’idrolisi, la loro attivita biologica e la presenza di buone quantita di gluco-
sinolati e mirosinasi in tutti gli organi delle Brassicaceae, hanno suggerito la
possibilita di indurre la produzione nel terreno di tali composti attraverso
la coltivazione e il sovescio di piante caratterizzate da un elevato contenuto
in glucosinolati a elevata attivita biocida per il controllo di Sclerotinia spp.,
Fusarium spp., Verticillium spp., Pythium spp., Phytophthora spp., nematodi,
elateridi e perfino erbe infestanti.

Dal 2004, inoltre, ¢ disponibile anche una nuova tecnologia di biofumi-
gazione attraverso 'uso di formulati secchi pellettizzati in cui i glucosinolati
si trovano in concentrazioni anche 10 volte superiori a quelle normalmente
presenti nelle parti verdi delle piante (Lazzeri et al., 2004).

Fra le Brassicaceae, le piante pil utilizzate sono diverse specie di Brassica
(B. oleracea, B. napus, B. campestris, B. kaber, B. alba, B. nigra, B. juncea), Ra-

phanus sativus e Eruca sativa. Brassica juncea, tuttavia, ¢ quella pit utilizzata
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e negli ultimi anni un intenso lavoro di miglioramento genetico ha portato
alla selezione di piante con un elevato contenuto in glucosinolati e dotate di
un’ottima rusticita e adattabilita alle diverse condizioni di coltivazione (Laz-
zeri, 2004; Gies, 2004).

Tali molecole di origine vegetale possono essere considerate eco-sostenibili,
poiché esse sono completamente rinnovabili, biodegradabili, non presentano
alcun impatto negativo sul bilancio globale di CO, e inoltre sono classificate
come ipotossiche nei confronti dell'uomo.

Numerosi sono gli studi che hanno messo in evidenza l'attivita biofumi-
gante di diverse Brassicaceae nei confronti di diversi patogeni tellurici (Mat-
thiessen e Kirkegaard, 20006). In Italia essa ¢ stata applicata su fragola, patata,
lattuga, riso, carota, pomodoro e vite. Negli Stati Uniti ¢ stato stimato che
nel 2004 oltre 15.000 ettari sono stati trattati con biofumiganti e sono note
anche prime esperienze dell’applicazione di tale tecnica in altri paesi d’Europa
(Olanda, Inghilterra, Francia, Finlandia, Svezia, Danimarca), in Africa (Ma-
rocco, Kenia) in Giappone e in Israele.

Tuttavia, se in alcuni esperimenti I'attivita di difesa ¢ risultata soddisfacen-
te, in altri essa ¢ risultata scarsa o piuttosto variabile anche con lo stesso pa-
togeno. In molti casi le scarse informazioni sugli approcci usati nel valutare il
ruolo degli isotiocianati sui risultati ottenuti hanno evidenziato la necessita di
approfondire alcuni aspetti chiave della tecnica al fine di una sua migliore uti-
lizzazione per la difesa delle colture. Alcuni gruppi di ricerca in Australia, Ita-
lia e Stati Uniti hanno quindi adottato un approccio sistematico al problema
indagando, ad esempio, il profilo dei glucosinolati nelle diverse Brassicaceae,
gli effetti di tali composti sulla crescita della pianta e sull’ambiente, l'attivita
biologica dei vari isotiocianati. Tali studi hanno consentito di ottimizzare le
potenzialita biofumiganti delle varie Brassicaceae integrando tale approccio
anche con altre strategie quali la solarizzazione o I'uso di biofitofarmaci (Kir-
kegaard e Matthiessen, 2004).

Il livello di controllo della malattia puod essere migliorato selezionando
le varieta di Brassica con un elevato contenuto di isotiocianati che risultino
particolarmente attivi nei confronti di specifici patogeni e che siano mag-
giormente persistenti nel terreno. Inoltre, l'affinamento di alcune pratiche
agronomiche quali la polverizzazione del materiale vegetale, la bagnatura e/o
Pinterramento del materiale al fine di aumentare il rilascio degli isotiocianati
riducendone la perdita, o anche la definizione dei quantitativi ottimali da
utilizzare per unita di volume di terreno, possono contribuire a migliorare le
“rese fitoiatriche” di tale strategia.

Il grande interesse suscitato dalla biofumigazione risiede essenzialmente nel
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fatto che essa ¢ considerata una tecnica eco-compatibile e a basso impatto am-
bientale. Per tale motivo recentemente sono stati condotti studi per valutare
eventuali effetti indesiderati dei glucosinolati e degli isotiocianati nei confronti
sia della micoflora del terreno residente o introdotta che degli organismi non-
target (Gimsing e Kirkegaard, 2006). Recenti studi hanno evidenziato una mi-
nore sensibilita di alcune specie di 77ichoderma ai volatili tossici rilasciati da
semi sfarinati di Brassica carinata, rispetto ad alcuni patogeni tellurici, resta
tuttavia ancora da chiarire se gli agenti di biocontrollo possono essere utilmente
impiegati assieme al trattamento biofumigante per un controllo integrato delle
malattie (Dandurand et al., 2000; Galletti et al., 2008).

Ricerche per lo sviluppo della tecnica di biofumigazione sono indirizzate
allo studio dei geni coinvolti nella biosintesi dei glucosinolati che potranno
consentire in futuro di costituire piante ingegnerizzate con un livello di tali
composti pill elevato rispetto a quello ottenibile mediante il miglioramento
genetico classico (Halkier e Du, 1997; Mithen, 2001).

ESTRATTI E ALTRE SOSTANZE NATURALI

Appare sempre pil evidente che prodotti di origine vegetale hanno enor-
mi potenzialita di applicazione nella moderna agricoltura. Le piante, infatti,
possono fornire un’alternativa ai prodotti di sintesi attualmente utilizzati nel
controllo dei funghi fitopatogeni, poiché costituiscono una fonte molto ricca
di molecole chimiche bioattive quali alcaloidi, tannini, chinoni, cumarine,
composti fenolici e fitoalessine (Kim et al., 2003; 2005; Daoubi et al., 2005;
Kagale et al., 2005). Inoltre, estratti vegetali e oli essenziali sono facilmente
reperibili in natura, risultano attivi nei confronti di un certo numero di specie
bersaglio, sono biodegradabili, non tossici e/o fitotossici e impiegabili in pro-
grammi di lotta integrata. Alla luce di tutto questo ¢ facile, quindi, intuire le
potenzialita di sviluppo di questa nuova e pit sicura classe di agenti per la di-
fesa delle piante. Negli ultimi anni numerosi lavori sono stati incentrati sulla
possibilita di impiego di estratti e oli vegetali nella lotta a diversi fitopatogeni
fungini, sia in vitro, attraverso la valutazione dell’'inibizione della crescita mi-
celiare e della germinazione delle spore, che in vivo, attraverso esperimenti in
serra e in campo volti al contenimento delle malattie. Solo per citare alcuni
esempi, estratti di foglie di Eucalyptus citriodora e di Ageratum conyzoides sono
risultati molto efficaci, in vitro, nell’inibire la crescita miceliare e la germina-
zione delle spore di Didymella bryoniae (Fiori et al., 2000). Estratti di fiori,
tusto e foglie di diverse piante tra cui Euphorbia macroclada, sono risultati
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essere efficaci nei confronti di Verticillium dabliae, Fusarium oxysporum, Rbi-
zopus stolonifer, Penicillium italicum, Rhizoctonia solani e Pythium spp. in vitro
(Al-Mughrabi, 2003) mentre estratti vegetali di Allium e Capsicum selezionati
dopo uno screening di estratti vegetali provenienti da 345 piante, cosi come
gli oli essenziali ricavati da Cymbopogon martini e Thymus zygis selezionati
su 49 oli essenziali di differenti origini, hanno mostrato la migliore attivita
antifungina inibendo la germinazione delle spore di Botrytis cinerea in piastre
multi pozzetto (Wilson et al., 1997).

Nel 2005, Stephan et al. hanno valutato l'effetto di diversi estratti vegetali
per il controllo di Phyrophthora infestans su patate: estratti di Rheum rhabar-
barum e Solidago canadensis si sono dimostrati in grado di ridurre lo sviluppo
dei sintomi dovuti alla presenza del patogeno su piante allevate in serra. Per
quanto riguarda i meccanismi d’azione coinvolti nell’attivita di contenimen-
to della malattia, nel caso di R. rhabarbarum ¢ stata ipotizzata un’attivita
fungicida, mentre per S. canadensis ¢ stato ipotizzato il coinvolgimento del
meccanismo di induzione di resistenza nella pianta ospite.

Nel 2007, un estratto di Astragarus canadensis ha fornito interessanti risul-
tati nella lotta in campo a Versicillium dahlie su patate sia attraverso un’azione
fungicida che mediante induzione di resistenza (Uppal et al., 2007). Infine,
in un lavoro recentemente pubblicato da Sankarasubramanian et al. (2008).
estratti di foglie di Nerium oleander e Pithecolobium dulce ed estratti di neem
sono stati testati contro Bipolaris oryza in serra laddove I'estratto di neem ¢
risultato essere in grado di ridurre significativamente 'incidenza della malat-
tia su piante di riso.

In aggiunta agli oli essenziali e agli estratti vegetali, alcuni prodotti di
origine naturale sono utilizzati nella lotta biologica ai patogeni delle piante
e, in taluni casi, hanno dato risultati promettenti. Tra questi possiamo ricor-
dare il latte e il siero del latte nella difesa contro alcuni funghi fitopatogeni
tra cui Phytophthora infestans su patata (Jordan et al., 1992) e Sphaerotheca
fuliginea su zucchina, e tali attivitd sembrano esplicarsi attraverso un’azio-
ne fungicida diretta o I’ induzione di resistenza nella pianta ospite (Bettiol,
1999), o Erysiphae (Uncinula) necator su vite (Crisp et al., 2006). Esistono
numerose spiegazioni riguardanti 'azione antifungina del latte che includono
Pattivita esercitata da parte degli acidi grassi in esso contenuti, la produzione
di radicali liberi a seguito di esposizione ai raggi UV, che possono interferire
con il funzionamento della membrana cellulare del fungo, o I'alterazione del
bilancio osmotico, dovuto alla presenza di sali e altre sostanze. Alcuni com-
ponenti del latte come la lattoferrina, gia utilizzati come agenti antimicrobici
in medicina umana e per la conservazione degli alimenti, si ¢ ipotizzato essere
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coinvolti nell’alterazione del bilancio osmotico di E. necator e, quindi, nella
rottura dei conidi a seguito di un aumento della pressione interna (Crisp et
al., 2006).

Tra i composti alternativi impiegati nella lotta ai patogeni meritano, infi-
ne, un accenno i fosfonati, esteri dell’acido fosfonico, conosciuti per la loro
capacita di ridurre 'incidenza di Phythophtora sp. su patate in serra e in pieno
campo (Cook e Little, 2001), Pyzhium sp. su cetriolo, sia in ambiente con-
trollato che in campo mediante trattamento del terreno e del seme (Abbasi e
Lazarovitis, 2005; 2006a) o Plasmodiophora brassicae su cavolo (Abbasi e La-
zarovitis, 2006b). I fosfonati sono rapidamente assorbiti e traslocati all’'inter-
no della pianta sia nel floema che nello xilema. Possono persistere nei tessuti
vegetali anche per lunghi periodi e agiscono con un complesso meccanismo
d’azione che va dalla tossicita diretta nei confronti del patogeno all’azione
indiretta attraverso l'attivazione delle risposte di difesa della pianta.

INDUTTORI DI RESISTENZA
Indutrori di origine biotica

Diverse sostanze di origine biotica mostrano attivita come elicitori delle rea-
zioni di difesa delle piante, come nel caso dell’olio di neem, di estratti di alghe
come la laminarina e oli essenziali quali geraniolo o mentolo. Alcuni di questi
prodotti sono tradizionalmente utilizzati in alcuni Paesi, soprattutto asiatici,
come accade per l'olio di neem, mentre altri sono utilizzati da meno tempo
come la laminarina, di recente immessa nel mercato europeo.

Laminarina

La 1,3-glucan-laminarina derivante dall’alga bruna Laminaria digitata ¢ nota
da alcuni anni per la sua capacita di elicitare una varieta di reazioni di difesa in
diverse specie vegetali quali ad esempio il tabacco (Klarzynski ez al., 2000), tra
le reazioni di difesa indotte dalla laminaria si puo ricordare 'accumulo di PR
proteins ad attivitd antimicrobica (Fritig ez a/., 1998). In un lavoro del 2003
condotto da Aziz et al. questo composto si ¢ dimostrato essere un efhiciente eli-
citore delle risposte di difesa in cellule e piante di vite e ha ridotto lo sviluppo di
Botrytis cinerea e Plasmopara viticola in piante infette. Nel 2008 Trouvelot et al.
hanno osservato induzione di resistenza in V. vinifera cv. Marselan nei confronti
di P viticola in serra da parte della laminaria sulfatata (PS3).
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Chitosano

Un altro composto di origine naturale, il chitosano o chitina deacetilata ot-
tenuta dal guscio di crostacei, ¢ noto per la sua attivitd antifungina. La sua
capacita di inibire la crescita dei funghi ¢ stata documentata sia attraverso
studi 7 vitro che in vivo ed & noto che questa attivita ¢ direttamente correla-
ta alla concentrazione di chitosano. Si ritiene che la natura policationica di
questo composto sia la chiave delle proprieta antifungine e che la lunghezza
della catena del polimero aumenti tale attivita (Hirano e Nagao, 1989). Una
spiegazione aggiuntiva risiede nella capacita di questo composto di inibire la
produzione di alcuni enzimi fungini (El Gaouth et al., 1992) o di indurre
cambiamenti morfologici e strutturali all’interno della cellula fungina (Ben-
hamou, 1996; El Ghaouth ez al., 1999; Ait Barka ez al., 2004). Oltre ad agire
direttamente sui funghi patogeni, le possibilita di impiego del chitosano in
lotta biologica sono dovute alla capacita di questo composto di indurre rispo-
ste di difesa nelle piante trattate come, ad esempio, nei confronti di £ oxy-
sporum in piante suscettibili di pomodoro (Benhamou et al., 1998, Bautista
Banos et al., 20006).

Nel 2008 questo composto ¢ stato testato direttamente nei confronti di
Phyrophthora parasitica var. nicotianae e su tabacco come induttore di resisten-
za. | risultati ottenuti hanno mostrato che I'azione di inibizione del patogeno
e di protezione della pianta dipende dal grado di acetilazione e di degradazio-
ne del composto (Falcon et al., 2008.)

Lipopolisaccaridi

Alcuni composti di origine batterica come i lipopolisaccaridi e le arpine si
sono dimostrati in grado di indurre resistenza sistemica acquisita (SAR) in
piante. I lipopolisaccaridi (LPS), componenti fondamentali della superficie
cellulare dei batteri Gram-negativi, oltre a svolgere diversi ruoli nel processo
patogenetico di alcuni batteri fitopatogeni, possono essere riconosciuti dalla
pianta come induttori delle risposte di difesa. Ad esempio, LPS estratti da un
isolato endofita di Burkholderia cepacia hanno mostrato un’azione protettiva
su tabacco nei confronti di Phytophthora nicotianae, grazie alla biosintesi di
PR-proteins (Coventry e Dubery, 2001; Gerber ez al., 2004).

Arpine

Le arpine, proteine acide ricche in glicina, sensibili alle proteasi, termostabili,
prodotte da batteri fitopatogeni Gram-negativi sono in grado, quando ap-
plicate alle piante, di promuoverne la crescita e indurre resistenza a patogeni

e insetti (Dong et al., 1999; Kim e Beer, 2000; Wei e Beer, 1996). Studi
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condotti su Arabidopsis e tabacco le cui foglie erano state trattate con arpine
hanno mostrato reazioni ipersensibili, sintesi di PR proteins e sviluppo di
resistenza (Peng et al., 2003). Lespressione di un gene codificante per un’ar-
pina (hfrl) derivato da Xanthomonas oryzae pv. oryzae ¢ in grado di conferire
resistenza non specifica in riso nei confronti di Magnaporthe grisea (Min et
al., 2008).

Acido arachidonico

Tra i composti di natura biotica, anche I'acido arachidonico (AA) ha mostrato
un’attivitd come elicitore delle reazioni di difesa in piante di patate in cui si
¢ dimostrato in grado di indurre fattori di resistenza localizzata come necrosi
e sintesi di fitolaessine. L'acido arachidonico ¢, anche, in grado di indurre
resistenza sistemica a lungo termine in piante di patate e pomodoro contro
funghi fitopatogeni e nematodi (Zinov’eva et al., 1997). Il trattamento di fo-
glie di patata con AA ha permesso di indurre SAR nei confronti di P infestans
o Alternaria solani (Cohen et al., 1991; Coquoz et al., 1995). Lapplicazione
di AA puod portare, inoltre, a un accumulo di Acido Salicilico che rimane
limitato alle parti trattate (Coquoz et al., 1995).

Acido jasmonico

Lacido jasmonico (JA) e i suoi esteri metilati (Me-JA) sono comuni regola-
tori di diverse funzioni fisiologiche delle piante (Hamberg e Gardner, 1992;
Sembdner e Parthier, 1993). Gli jasmonati sono i prodotti dell’ossidazione
enzimatica dell’acido linoleico. La reazione ¢ catalizzata, nelle piante superio-
ri, dalle lipossigenasi (Vick e Zimmerman, 1987). Studi condotti sul ruolo fi-
siologico, sui meccanismi d’azione, sulla biosintesi e sulle trasformazioni me-
taboliche degli jasmonati hanno mostrato che I'acido jasmonico e i suoi esteri
metilati sono componenti delle reazioni biochimiche associate alla resistenza
e sono in grado di indurre la biosintesi di specifiche proteine e di polipeptidi
che forniscono protezione alle piante contro stress e fattori patogenici. Gli
jasmonati sono risultati efficaci nell'indurre resistenza a Verticillium dahliae
su cotone e in Arabidopsis verso diversi patogeni tra cui Botrytis cinerea (Howe
e Schilmiller, 2002; Weber, 2002; Farmer ez 2/., 2003; Thomma ez 4/., 2001,
Pena-Cortes, et al., 2005) e su patata verso Phytophthora infestans (Irinskaya,
et al., 2000).

Oligogalatturonidi
Alcuni enzimi di origine fungina, le endopoligalatturonasi, hanno mostrato
la capacita di attivare le risposte di difesa in diverse piante di interesse agrario.
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Queste reazioni includono la produzione di specie attive dell’ossigeno, Iatti-
vazione di proteine chinasi, 'accumulo di prodotti di trascrizione di geni per
la difesa e la produzione di fitoalessine.

La maggior parte di queste reazioni di difesa ¢ attivata in risposta a oligo-
galatturonidi (OGA), prodotti di degradazione dei poligalatturonati in conse-
guenza dell’attivita delle endopoligalatturonasi, con un grado di polimerizza-
zione da 9 a 20 (De Lorenzo et al., 1994). Questi OGA attivi corrispondono
a una parte dei prodotti rilasciati dall’attivita delle endopoligalatturonasi sulla
parete cellulare. Alcuni patogeni come Botrytis cinerea sono capaci di degrada-
re la parete cellulare vegetale mediante produzione e rilascio di endopoligalat-
turonasi (Staples e Mayer 1995) e attivare gli elicitori delle risposte di difesa
(Derckel et al. 1999; Poinsott et al., 2003). Recentemente, oligogalatturonidi
si sono dimostrati in grado di indurre resistenza a Botrytis cinerea in piante di
Arabidopsis, indipendentemente da segnali mediati da acido jasmonico, acido
salicilico ed etilene (Ferrari et al., 2007).

Acido salicilico

Composti di natura fenolica, come molti derivati dell’acido benzoico, si ac-
cumulano nelle piante durante la fase di infezione. Questi composti si origi-
nano grazie all’attivazione di un enzima chiave, la fenilalanina- ammonio liasi
(PAL) che porta alla formazione di derivati a partire dalla fenilalanina. Tra i
derivati dell’acido benzoico, I'acido salicilico (SA) svolge un ruolo fondamen-
tale nella resistenza delle piante, in modo particolare durante la resistenza
sistemica acquisita (SAR). E stato dimostrato che i livelli di SA aumentano
molto in piante di tabacco e cetriolo dopo l'infezione da parte di patogeni
(Malamy et al., 1990; Rasmussen et al., 1991) e questo incremento ¢ correla-
to con la SAR (Metraux et al., 1990). Inoltre, piante transgeniche di tabacco
e di Arabidopsis non capaci di accumulare SA, non sono in grado di sviluppare
SAR e mostrano un’aumentata suscettibilita all'infezione. Sebbene non sia
stata dimostrata una diretta attivita antifungina del SA (Okuno et al., 1991),
in alcuni lavori ¢ stato osservato un alterato sviluppo fungino in presenza di
SA. Lacido salicilico influenza la vitalita delle spore di Saccharomyces cerevisiae
(Romano e Suzzi, 1985), riduce la germinazione dei conidi e lo sviluppo delle
ife di Sphaerotheca fuliginea (Conti et al., 1996) e inibisce la differenziazione e
la crescita in Sclerotium rolfsii e Sclerotinia minor (Georgiou et al., 2000). Nel
2004, su Platanus x acerifolia & stata valutata la capacita del SA di indurre resi-
stenza alla Ceratocystis fimbriata £. sp. platani. Pretrattamenti con il composto
hanno determinato una riduzione della gravita della malattia e della crescita

del fungo (Pilotti et al., 2004).
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Induttori di origine abiotica

Acido 2,6 dicloroisonicotinico,

Sulla base dell’ormai noto sistema di induzione di resistenza descritto da Kuc
nel 1982, alcuni composti di origine abiotica sono stati studiati e utilizzati
per la loro capacita di indurre un effetto SAR nelle piante. Oltre ai fosfati,
gia impiegati in agricoltura biologica e attivi nei confronti dell’antracnosi e
dell’oidio del cetriolo e della peronospora della lattuga o I'acido acetilsalicilico
(purtroppo non utilizzabile a causa della sua elevata fitotossicita), possiamo
ricordare I'acido 2,6 dicloroisonicotinico (INA). LINA ¢ in grado di indurre
lo stesso spettro di resistenza e gli stessi cambiamenti biochimici gia descritti
per l'induzione della SAR da parte di agenti biotici sia su cetriolo che su
tabacco (Metraux et al., 1991; Kessmann et al., 1994; Oostendorp et al.,
2001), ha un’attivita pienamente sistemica e non richiede SA per l'attivazione
della risposta SAR (Metraux et al., 1991).

Acido B-aminobutirrico,

Un altro composto di natura chimica, 'acido B-aminobutirrico (BABA), un
aminoacido non proteico, si ¢ dimostrato in grado di agire come induttore
abiotico di resistenza in numerose specie vegetali, sebbene non sia mai stato
dimostrato un effetto antimicrobico diretto iz vitro. Il BABA ¢ stato descritto
come capace di attivare le risposte di difesa nella pianta, coinvolgendo anche
le PR-proteins. Lazione ¢ stata documentata su piante di pomodoro e patata
verso Phytophthora infestans (Cohen et al., 1991; Cohen, 1994a; Cohen e
Gisi, 1994; Cohen et al., 1994), di tabacco verso Peronospora tabacina (Co-
hen, 1994b), di peperone verso Phytophthora capsici (Lee et al., 2000), di
lattuga e cavolfiore verso l'oidio (Pajot et al., 2001; Silue et al., 2002) e di vite
verso Plasmopara viticola (Hamiduzzaman ez al., 2005). E stato ipotizzato che
il BABA possa deteriorare le cellule della pianta ospite penetrate dal patogeno,
bloccando, in tal modo, la traslocazione dei nutrienti negli austori (Steiner e
Schonbeck, 1997). Il BABA si ¢ visto, inoltre, interferire con la deposizione
di callosio, importante meccanismo di difesa contro patogeni fungini come

Hyaloperonospora parasitica (Flors et al., 2000).

Acibenzolar-s-metyl,

Sempre nell’ambito della possibilita di impiego di prodotti di origine abiotica
per I'induzione della resistenza nelle piante verso patogeni vegetali, sono a
disposizione alcuni lavori che valutano la possibilitd di utilizzo di un altro
composto, I'acibenzolar-s-methyl (ASM) su specie di interesse agrario. Dann
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et al. (1998) hanno osservato una riduzione nella severitd della muffa bianca
dovuta all’attacco di Sclerotinia sclerotiorum su soia cosi come Meyer et al.
(2006) sempre su soia ma verso Rhizoctonia solani. Linduzione di resistenza a
seguito dell’applicazione del’ASM sulle piante ospiti ¢ possibile mediante la
promozione dell’espressione di geni che codificano la sintesi di PR-proteins
(Yamaguchi, 1998; Hammerschmidt e Smith-Becker, 2000; Venancio et al.,
1999). Nel 2007 '’ASM ¢ stato testato, in campo, su diverse cultivars di po-
modoro in cui si ¢ dimostrato capace di indurre resistenza (Herman et al.,

2007).

Benzotiadiazolo

Infine I'acido benzo-(1,2,3)-tiadiazolo-7-carboico-S-metil estere (BTH), un
composto chimico di sintesi di tipo benzotiadiazolo, ¢ stato applicato come
spray fogliare su pomodoro e valutato per la sua potenziale capacita di confe-
rire un aumento nella resistenza a Fusarium oxysporum {. sp. radicis-lycopersici.
Nelle piante non trattate il patogeno ¢ in grado di colonizzare abbondante-
mente i tessuti vascolari, laddove nelle piante trattate con BTH si puo os-
servare una riduzione dell’estensione della colonizzazione. In particolare, la
crescita del patogeno appare ridotta e I'ingresso nei tessuti vascolari ¢ alterato
dalla formazione di parete arricchita di callosio che si oppone all'ingresso
del patogeno (Benhamou e Bélanger, 1998). Nel 2002 gli stessi autori han-
no applicato il BTH su foglie di cetriolo dove il composto si ¢ dimostrato
in grado di indurre resistenza verso Pythium ultimum, in modo particolare
in piante suscettibili che reagiscono molto rapidamente mediante accumulo
di composti fenolici in corrispondenza dei siti di penetrazione. Il prodotto
commerciale Bion’, il cui principio attivo ¢ il BTH, ¢ stato anche saggiato su
grano per valutare la capacita di indurre resistenza a Blumeria graminis f. sp.
tritici. 11 prodotto ha favorito 'accumulo di fenilalanina ammonio-lisi (PAL)
correlata con un accumulo di sostanze fenoliche che concorrono a bloccare lo
sviluppo del patogeno nella pianta (Stadnik e Buchenauer, 2001). Trattamen-
ti in campo con BTH su vite possono indurre meccanismi di resistenza nei
confronti di Botrytis cinerea (lriti et al., 2005) e, aspetto molto interessante,
aumentarne il contenuto nutraceutico (Fumagalli et al., 2000).

I meccanismi di base attraverso cui le piante reagiscono dopo I'elicitazione
dei meccanismi di difesa da parte dei prodotti naturali sono gli stessi attivati
da parte di alcuni microrganismi, sia patogeni che antagonisti, questi ultimi
impiegati come agenti di lotta biologica. Leflicacia di questi prodotti naturali
dipende dagli stessi fattori e dalle medesime condizioni che regolano I'eflica-



46 GIOVANNI VANNACCI ET AL.

cia degli antagonisti che utilizzano I'induzione di resistenza come meccanismo
d’azione: specie e cultivar delle piante ospiti, stadio fisiologico della pianta,
pressione dell'inoculo del patogeno e condizioni climatiche, solo per citarne
alcuni. Si deve, comunque, osservare che anche I'impiego di induttori di resi-
stenza offre, spesso, risultati erratici. D’altra parte le piante, in natura, sono di
continuo “sfidate” da organismi diversi ed entrano continuamente in contatto
con sostanze di origine biotica o abiotica, in altre parole molti dei meccanismi
che sono indotti dall’applicazione di induttori di resistenza possono essere gia
attivati, e questo introduce un rumore di fondo che confonde gli effetti che si
vogliono ottenere e valutare mediante 'impiego deliberato di induttori.

La qualita che rende particolarmente appetibili questi prodotti naturali
¢ che, in alcuni Paesi, non sono considerati prodotti per la protezione delle
piante bensi “rafforzatori” delle piante, sfuggendo in tal modo alle regola-
mentazioni da applicare ai prodotti impiegabili per la protezione delle col-
ture. Secondo le Regolamentazioni Europee, se si intendesse utilizzare questi
prodotti nella protezione delle piante, si dovrebbero considerare prodotti per
la difesa e sarebbe necessario soddisfare le stesse procedure di registrazione
previste per i prodotti a base di molecole di sintesi (Direttiva 91/414). Un
problema a parte si genera per estratti vegetali costituiti da un’associazione
di numerose molecole differenti come nel caso degli estratti di neem in cui
possono essere presenti fino a 50 molecole differenti. Lazadiractina, che ¢ uno
dei maggiori costituenti, ¢ stato prolungatamente studiato e potrebbe essere
impiegato da solo. Tuttavia gli operatori che seguono programmi di agricol-
tura biologica hanno la tendenza a preferire I'utilizzo degli estratti naturali da
pianta la cui composizione varia in funzione dell’origine della pianta stessa e
del processo di estrazione (Alabouvette et al., 2000).

Questa breve rassegna dei mezzi tecnici innovativi disponibili, gia oggi o
in un prossimo futuro, per la protezione delle colture, mostra come la scelta
che deve operare chi si occupa di difesa da funghi patogeni ¢, oggi, molto piu
complessa di quanto non fosse ancora pochi anni fa, per la diversificazione in
atto nella tipologia degli strumenti dovuta sia all’accresciuta sensibilita am-
bientalista degli operatori, ma anche per oggettivi limiti imposti dalle norma-
tive vigenti.

Linnovazione, tuttavia, non puo limitarsi agli strumenti diretti di difesa,
ma deve coinvolgere anche altri importanti settori quali la diagnostica fitopa-
tologica, la messa a punto di sistemi pil precisi di applicazione dei fitofarma-
ci, la definizione di modelli previsionali e di sistemi di supporto alle decisioni.
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a difesa di una coltura non ¢é pitt delegabile all'impiego di un particolare
La difesa d lt delegabile all g

prodotto, ma deve essere la conseguenza di scelte oculate di gestione della
coltura stessa, in tutti i suoi aspetti.

RIASSUNTO

La scelta che deve operare chi si occupa di difesa da funghi patogeni ¢, oggi, molto pit
complessa di quanto non fosse ancora pochi anni fa, per la diversificazione in atto nella
tipologia degli strumenti dovuta sia all’accresciuta sensibilith ambientalista degli operato-
ri, ma anche per oggettivi limiti imposti dalle normative vigenti.

Nel lavoro sono passati brevemente in rassegna strumenti tecnici per la difesa delle
colture gia disponibili per 'agricoltore, senza per questo pretendere che sia una rassegna
esaustiva, e strumenti, quali gli OGM, la cui disponibilita non sara immediata ma la cui
importanza non pud essere sottaciuta. Linclusione di questo o quel prodotto o tecnica,
non implica automaticamente un giudizio acriticamente positivo; in diversi casi le ricer-
che e la sperimentazione in campo hanno fornito risultati contrastanti, e, quindi, per
alcuni prodotti o tecniche ricordati saranno necessari approfondimenti e aggiustamen-
ti, prima di poterli considerare come pienamente affidabili. Oltre agli OGM, vengono
trattati gli agrofarmaci i cui principi attivi sono costituiti da microrganismi viventi, i
biofumiganti, gli estratti e altre sostanze naturali e gli induttori di resistenza di origine
biotica o abiotica.

ABSTRACT

Crop protection today can rely on a very different array of tools as a consequence of
both a different perception of the environmental impact of pesticides by farmers and
agroindustries, and restraints posed by laws. This short review discusses some of the tools
available, or that will be available in the near future such as the GMO. The inclusion
of some of them does not imply their uncritical endorsement as the analysis of availa-
ble literature reveals contrasting results, so they will require further in depth studies to
become fully reliable. This concise survey includes GMO, biopesticides, biofumigants,
natural substances, including plant extracts, and plant resistance inducers, both of biotic
and abiotic origin.
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PASQUALE SALDARELLI*

Esperienze di impiego in pieno campo
di piante transgeniche per la resistenza a virus

INTRODUZIONE

Le malattie da virus hanno un rilevante impatto agronomico sulle colture.
Il loro controllo si attua attraverso I'individuazione e introduzione di geni
di resistenza mediante programmi di miglioramento genetico classico o bio-
tecnologico, 'impiego di strategie preventive basate sull’utilizzo di materiale
di propagazione virus esente e 'eliminazione di vettori di virus dalle colture
agrarie. A fronte di considerevoli progressi nella gestione preventiva delle ma-
lattie virali attraverso lo sviluppo di protocolli di certificazione e sempre piu
sensibili strumenti diagnostici, le fonti di resistenza naturale ai virus e le co-
noscenze sulla funzione dei geni correlati, sono ancora limitate se non assenti
per numerose specie (Maule et al., 2007; Palukaitis e Carr, 2008). A cio si
aggiunge che molte specie agrarie hanno lunghi periodi vegetativi e talvolta
genomi poliploidi scarsamente conosciuti a livello genetico. Allo stato attuale,
tra i genomi sequenziati si annoverano solo cinque specie, Arabidopsis thalia-
na, riso, pioppo, vite e papaya, sebbene nel corso dei prossimi anni queste
conoscenze si arricchiranno di una notevole mole di informazioni.

Su un fronte parallelo, 'enorme quantita di dati sulla genomica dei patogeni
virali, ha consentito I'introduzione di fenotipi di resistenza utilizzando metodi-
che di trasformazione genetica, fondate sulla strategia indotta da geni del pato-
geno (PDR: Pathogen derived resistance; Sanford e Johnston, 1985). Questo
approccio si sviluppa attraverso I'espressione di proteine del virus, per esempio
proteine di movimento (MP: movement protein) o strutturali (CP: coat pro-
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tein) che interferiscono con il ciclo replicativo virale (Beachy, 1999), oppure la
sintesi di acido ribonucleico sempre di origine virale, che induce fenomeni di
silenziamento genico specifici per il genoma del virus (RNA mediated resistan-
ce o RNA silencing; Baulcombe, 2004; Lindbo e Dougherty, 2005). I vantaggi
dell’adozione della PDR nell'induzione di resistenza a virus risiedono: (i) nella
possibilita di inserimento di transgeni in cultivar di pregio senza alterarne il
fenotipos; (ii) nella possibilita di utilizzare lo stesso transgene per 'induzione di
resistenza in specie correlate tutte suscettibili allo stesso virus; (iii) nell'introdu-
zione di geni in specie a propagazione vegetativa, difficilmente modificabili con
tecniche di miglioramento genetico classico.

Sono state documentate sperimentazioni di piante resistenti a malattie
da virus appartenenti a numerose specie, limitatamente a condizioni con-
trollate di laboratorio, mentre pochi studi riportano di prove condotte in
pieno campo, e un numero ancor pitt limitato di piante ¢ stato ammesso alla
coltivazione e commercializzazione (Fuchs e Gonsalves, 2007). Il presente
lavoro si riferira solo a queste ultime esperienze, dalle quali si puo delineare
un quadro realistico dei rischi e dell'impatto derivanti dall'impiego di questi
strumenti biotecnologici in agricoltura. Le informazioni raccolte, derivanti
da osservazioni svoltesi per un periodo superiore al decennio, permettono di
trarre conclusioni relativamente all’entita del rischio reale rispetto a quello
percepito, e forniscono nuovi dati che possono essere di aiuto al legislatore e
informazione per 'opinione pubblica.

COLTURE IN PRODUZIONE COMMERCIALE NEGLI STATI UNITI D’AMERICA
Papaya resistente a Papaya Ringspot virus

E questo il meglio documentato esempio di resistenza transgenica a virus
che ha avuto un’efficace applicazione nelle isole Hawai (Gonsalves D., 1998)
dove la pianta ¢ ammessa alla coltivazione commerciale, e in altri paesi del
continente asiatico, in cui sono state condotte prove di campo (Gonsalves et
al. 2007; Sriwatanapongse et al., 2007). In queste ultime regioni a clima tro-
picale, la papaya ha un ruolo importante nella dieta per il suo alto contenuto
in vitamina C e pro vitamina A, ambedue facilitanti 'assunzione di ferro
(Duxbury, 2003).

Negli anni *90 l'industria della papaya (Carica papaya) nelle isole Hawai,
subi considerevoli riduzioni di produzione a causa di epidemie del virus della
maculatura anulare della papaya, Papaya ringspot virus (PRSV; Gonsalves et
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al., 2007). Questo potyvirus, identificato in queste stesse isole (Jensen, 1949),
¢ trasmesso in modalitd non-persistente da diverse specie di afidi e, come tale,
le sue infezioni assumono un andamento epidemico. PRSV ¢ considerato tra
i pitt dannosi agenti di malattia per le coltivazioni di papaya poiché le sue
infezioni compromettono la capacita fotosintetica della pianta, inducendone
un progressivo declino che pud condurla alla morte, e rendendo i frutti non
commerciabili (Gonsalves, 1998).

I tentativi di identificazione di geni di resistenza o tolleranza al virus in
papaya sono stati infruttuosi (Gonsalves et al., 20006) e, nel passato, sono state
condotte diverse esperienze di pre-immunizzazione (cross protection) median-
te infezione con ceppi attenuati (mild) di PRSV (Gonsalves, 1998). Nessuna
di queste strategie si ¢ rivelata efficace nel controllo delle epidemie da PRSV.

Piante di papaya resistenti al virus (SunUp e Rainbow) furono ottenute
mediante trasformazione genetica con il gene del capside virale (CP: coat pro-
tein) di PRSV. Le piante furono poi ammesse alla coltivazione commerciale
nelle Hawai nel 1998, dopo studi e prove di campo e in condizioni control-
late, durati 13 anni (1985-1998). I semi della papaya transgenica, distribuiti
nel 1998 agli agricoltori di queste isole secondo un principio di estrazione a
sorte, determinarono una pronta ripresa delle produzioni nei successivi quat-
tro anni, arrecando beneficio anche alle colture tradizionali che si avvantag-
giarono dell’abbattimento delle fonti di inoculo di PRSV determinato dalle
piante transgeniche resistenti. Si assistette inoltre, all’arresto di fenomeni di
deforestazione, causati, durante gli anni di elevata epidemia, dalla ricerca di
nuove aree non contaminate dal virus. Il transgene adoperato in incroci clas-
sici, ha portato allo sviluppo di un’altra varieta, Laie Gold, che, insieme a
SunUp e Rainbow, ¢ attualmente coltivata in queste isole (Gonsalves et al.,
2007).

Il successo di quest’approccio richiamo I'interesse di ricercatori della Tai-
landia, Taiwan, Vietnam, Filippine e Malesia, paesi nei quali furono svilup-
pate piante transgeniche utilizzando sequenze della CP di isolati locali e sono
state condotte o sono in corso prove di campo (Bau H.J. et al., 2004). Le
sperimentazioni in atto in Tailandia, documentate in un recente lavoro da Sa-
rah Nell-Davidson (2008) sono state interrotte per I'avversione dell’opinione
pubblica alla tecnologia.

Sebbene la resistenza a PRSV della papaya transgenica Rainbow non sia ri-
sultata efficace verso isolati virali provenienti da Tailandia, Australia e Brasile
(Tennant et al., 1994), a tutt’'oggi non sono stati descritti casi di superamento
del fenotipo resistente nelle isole Hawai. In queste isole le colture transgeniche
coesistono con quelle convenzionali grazie allo sviluppo di filiere produttive
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differenziali e tracciabili, che consentono la commercializzazione dei frutti in
paesi che non permettono 'introduzione del prodotto transgenico.

Zucca resistente a Zucchini yellow mosaic, Watermelon mosaic virus
e Cucumber mosaic virus

Zucche transgeniche (ZW-20) resistenti a Zucchini yellow mosaic (ZYMV) e
Watermelon mosaic virus (WMV), sono state ammesse alla coltivazione com-
merciale nel 1995. Ad esse segui la linea CZW-3 (Acord, 1996) che presenta,
in aggiunta, resistenza anche a Cucumber mosaic virus (CMV). Per ambedue
le varieta transgeniche il fenotipo resistente si manifesta attraverso I'espressio-
ne delle proteine del capside virale del virus (Tricoli et al., 1995).

I due potyvirus ZYMV e WMV e il cucumovirus CMV, sono trasmessi in
natura da diverse specie di afidi in maniera non circolativa e non persistente.
Il controllo delle loro infezioni si fonda su pratiche colturali quali il trapianto
differito rispetto ai tempi di volo degli afidi, 'uso di pacciamature repellenti
e ripetute applicazioni di miscele di oli minerali e insetticidi. Si calcola che
nello stato americano della Georgia il controllo delle popolazioni di afidi su
zucca richieda almeno dieci applicazioni di insetticida (Gianessi et al., 2002).
Una strategia efficace per il contenimento di queste malattie risiederebbe uni-
camente nell’'uso di piante resistenti, ottenute mediante tecniche tradizionali
di miglioramento genetico, ma che non hanno fornito adeguati livelli di pro-
tezione.

Dati recenti (Shankula, 2006, Johnson et al., 2008) dimostrano che 'ado-
zione di queste varieta transgeniche ha permesso agli agricoltori degli Stati
Uniti, di ottenere un beneficio netto di 22 milioni di dollari nel 2005, deter-
minando maggiori rese di prodotto commercializzabile e un minor numero
di interventi con insetticidi (M. Fuchs, comunicazione personale). A riprova
dei vantaggi ottenuti, si calcola che nel 2006, la percentuale di adozione di
zucca transgenica ammonta al 12% della superficie coltivata negli Stati Uniti
seguendo una tendenza che si ¢ mantenuta stabile nell’arco di 5 anni (John-
son et al., 2008).

Studi comparativi hanno inoltre dimostrato che, analogamente a quanto
si verifica per la papaya resistente a PRSV, 'impiego della linea ZW-20 li-
mita la diffusione secondaria di ZYMV e WMV in pieno campo, poiché le
piante infette, inibendo la replicazione e la diffusione sistemica dei due virus,
determinano bassi titoli virali peraltro limitati ai tessuti inoculati. Minori
titoli virali nei tessuti delle piante transgeniche infette riducono la frequenza



ESPERIENZE DI IMPIEGO IN PIENO CAMPO 59

di acquisizione del virus da parte degli afidi e la sua successiva trasmissione
in campo, determinando una sostanziale limitazione delle epidemie sia nelle
colture transgeniche che in quelle convenzionali.

COLTURE DEREGOLAMENTATE' MA NON ANCORA AMMESSE
ALLA COMMERCIALIZZAZIONE NEGLI STATI UNITI D’ AMERICA

Susino resistente a Plum Pox Virus

Plum pox virus (PPV) ¢ I'agente eziologico della Sharka o vaiolatura del su-
sino, una delle pitt devastanti malattie della specie Prunus (Cambra et al.,
2000), che provoca maggiori danni su albicocco, susino e pesco. Questo pot-
yvirus ¢ trasmesso da afidi in maniera non circolativa e non persistente e per
propagazione vegetativa. Sono stati descritti fino a sei gruppi di isolati virali
aventi caratteristiche biologiche distintive (Candresse e Cambra, 2000).

A ragione dell'importanza di PPV per I'industria delle drupacee, numerosi
studi sono stati condotti e sono tuttora in corso, miranti all’ottenimento di
cultivar di Prunus resistenti al virus secondo tecniche di miglioramento gene-
tico classico (Badenes et al., 2006).

In Europa ¢ stata sviluppata la prima varieta resistente a PPV mediante
trasformazione genetica di Prunus domestica con il gene della CP di un isolato
di tipo D del virus (Scorza et al., 1994). Gli studi di campo, condotti per un
periodo di 7 anni in Spagna, Polonia e Romania, hanno provato che la linea
di susino C5 esprime un fenotipo resistente che ¢ basato sul silenziamento
genico e sulla produzione di piccoli RNA interferenti (Scorza et al., 2001).
La pianta pertanto non sintetizza alcuna proteina transgenica e trascrive bas-
sissimi livelli del corrispondente RNA messaggero.

Gli studi di valutazione del rischio, condotti in campo in diverse regioni
europee nell’ambito del Progetto Europeo TRANSVIR (Fuchs et al., 2007),
hanno dimostrato che la diversita molecolare di popolazioni di PPV non
cambia in piante transgeniche resistenti al virus. Inoltre, il susino transgenico

Secondo la legislazione americana una varietd geneticamente modificata, dopo essere stata
coltivata in condizioni controllate per diversi anni, pud assumere lo status di “varieta dere-
golamentata”. Questa condizione viene rilasciato dall'USDA (United States Department of
Agriculture) dopo I'analisi dei dati ottenuti durante le prove di campo e le osservazioni che
possono emergere da un pubblico dibattito. Questa condizione rappresenta il primo passo
verso I'eventuale utilizzo commerciale che richiede inoltre 'approvazione da parte dell’ FDA
(Food and Drug Administration) e del’EPA (Environmental Protection Agency).
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non ha alcun impatto sulla dinamica delle popolazioni di afidi che visitano le
piante. Lalinea C5 “HoneySweet” ¢ stata recentemente deregolamentata negli
Stati Uniti (http://www.agbios.com/dbase.php?action=Submit&evidx=529.)
per essere in futuro resa disponibile ad agricoltori e miglioratori genetici.

I RISCHI PER L’AMBIENTE E LA SALUTE UMANA: PERCEZIONE E REALTA

Diversi studi, alcuni promossi dalla Unione Europea (TRANSVIR; Fuchs
et al., 2007), sono stati condotti in condizioni di campo, per la valutazione
del rischio di impiego di piante transgeniche resistenti a virus. In nessuna di
queste esperienze, svoltesi nell’arco di due decenni, sono stati descritti eventi
dannosi per 'ambiente e/o 'uvomo. Si ¢ invece evidenziata la notevole dif-
ferenza che esiste tra cid che ¢ percepito come rischio e I'entita reale di tale
rischio (Fuchs e Gonsalves, 2007). Pertanto, piuttosto che concentrare le at-
tenzioni sui possibili rischi che le piante transgeniche resistenti a virus pos-
sono determinare sull'ambiente e 'uomo, ¢ piti importante valutarne le reali
conseguenze in esperienze di campo.

Potenziali rischi di impiego di piante transgeniche per la resistenza
a virus e loro reali conseguenze

Eteroincapsidazione

La possibilita che un acido nucleico virale si rivesta di una proteina capsidica
eterologa (di un altro virus), detta eteroincapsidazione, ¢ un evento noto che
si verifica naturalmente in piante con infezioni multiple. In piante transge-
niche, la presenza intracellulare e costitutiva di subunita di CP potrebbe dar
luogo a particelle virali ibride, con nuove caratteristiche di trasmissibilita da
parte di insetti vettori. Potrebbe pertanto accadere che un virus naturalmen-
te non trasmesso da un determinato vettore lo diventerebbe, se il suo acido
nucleico si dovesse rivestire di una CP transgenica. Il virus transcapsidante
potrebbe cosi esplorare nuove specie e areali o dar luogo a nuove epidemie.
In condizioni di laboratorio I'evento di eteroincapsidazione ¢ stato frequen-
temente descritto in piante transgeniche infettate (Lecoq et al., 1993; Fuchs
e Gonsalves, 2007).

Gli studi di pieno campo hanno dimostrato che un isolato di ZYMV non
trasmissibile da afidi, viene trasferito con scarsa efficienza (2%), se introdotto
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in colture di piante transgeniche esprimenti la CP di un ceppo trasmissibile
di WMV. Al contrario, la diffusione di un isolato trasmissibile dello stesso
virus, nelle stesse condizioni e sulle stesse piante transgeniche, risulta in un
efficienza di trasmissione del 99% (Fuchs et al., 1999).

Ulteriori studi condotti su piante di zucca e melone esprimenti la CP
di CMV (Fuchs et al., 1998), patate e papaya esprimenti rispettivamente
le CP di PLRV (Thomas et al., 1998) e PRSV (Fuchs e Gonsalves, 2007),
non hanno mostrato nessuna variazione del livello base di eventi contro cui
Pimpatto delle piante transgeniche ¢ comparato, suggerendo pertanto che la
eteroincapsidazione, laddove avvenga, non induce alterazioni delle proprieta
sierologiche, biologiche ed epidemiologiche del virus infettante (Fuchs et al.,
1999).

Levento di eteroincapsidazione si riassume comunque in un singola ge-
nerazione virale, poiché il virus transcapsidante (i.e. incapsidatosi con la CP
codificata dal transgene), se trasferito in un nuovo ospite in cui ¢ in grado di
replicarsi, riprende le sue caratteristiche originarie, che gli derivano dal’RNA
virale rimasto inalterato nella sequenza. La possibilita che eventi successivi
determinino il trasferimento del virus transcapsidante di pianta in pianta ¢
risultata esistere solo a livello teorico e non avvenire nella realta.

Ricombinazione e alterazioni della dinamica delle popolazioni virali

Lespressione costitutiva di un gene virale non avviene in piante non tran-
sgeniche. Esiste pertanto il rischio, documentato in diversi studi, condotti
in condizioni controllate (Greene e Allison, 1994; Jakab et al., 1997; Fu-
chs e Gonsalves, 2007), di creazione di molecole chimeriche tra il trascritto
transgenico e il genoma di un virus che infetta successivamente la pianta. Il
risultante virus ricombinante potrebbe possedere caratteristiche di maggiore
aggressivita e diffusivitd nell’ambiente, comportandosi pertanto come un “su-
pervirus”, non altrimenti generantesi in natura (Tepfer, 2002).

Una tale visione rispecchia un errato concetto di fissita delle specie virali che, al
contrario, fondano sulla ricombinazione gran parte dei loro meccanismi evolutivi
(Garcia Arenal et al., 2001). La ricombinazione non ¢ pertanto un fatto nuovo e
sconosciuto in natura poiché nelle condizioni di infezione virale mista, comuni
nelle piante, RNA eterologhi possono venire frequentemente in contatto. Essa
avviene per i virus a RNA, tra una molecola donatrice e una accettrice secondo
un meccanismo di “template switching” operato dalla RNA polimerasi RNA di-
pendente virale che, nel corso del sua attivita polimerasica, slitta da una molecola,
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'RNA genomico virale, a un’altra, 'RNA del transgene, incorporando quest’ul-
timo nella nascente molecola chimerica. Levento puo avvenire tra molecole che
hanno o no omologia di sequenza tra loro. In quest'ultimo caso si tratterebbe
di una ricombinazione interspecifica che coinvolgerebbe un virus e un transge-
ne non correlato. Studi recenti (Chung et al., 2007) e molteplici esperienze di
manipolazione in laboratorio di virus ibridi, contenenti sequenze di altre specie
virali, dimostrano chiaramente che questi virus ricombinanti sono selettivamente
svantaggiati, oggetto di degradazione da parte del sistema di silenziamento genico
cellulare e non competitivi nella replicazione rispetto ai virus parentali.

Altre ricerche hanno mostrato che la ricombinazione tra RNA virali e tra-
scritti transgenici ¢ frequente nelle condizioni di elevata pressione di selezione
quali sono quelle che si verificano in serra (Greene e Allison, 1994; Borja et al.,
1999). Al contrario in colture di pieno campo, laddove la pressione selettiva ¢
minore, tali eventi non sono stati osservati. In prove di campo di susino tran-
sgenico per la CP di PPV (Capote et al, 2008), coltivate per un decennio, e
portinnesti di viti transgeniche esprimenti la CP di GFLV (Vigne et al., 2004),
non si sono generati virus ricombinanti e neppure si sono avute evidenze di
alterazioni della dinamica delle popolazioni virali nei suoi aspetti di diversita
molecolare e caratteristiche eco-epidemiologiche. Al contrario, negli studi sulla
resistenza a GFLYV, si ¢ osservato che la frequenza di ricombinazione e la diver-
sitd genetica delle popolazioni di GFLV, sono risultati maggiori nelle piante
non transgeniche adoperate come controllo, rispetto a quanto osservato nei
portinnesti transgenici (Moury et al., 2006). Gli autori di questo recente studio
ipotizzano che le viti transgeniche resistenti a GFLV, impedendo la replicazione
di varianti virali potenzialmente pii aggressive, determinano una diminuizione
della diversita della popolazione virale. Un fatto questo che denota una situa-
zione di campo esattamente opposta al rischio teorico paventato, che attribu-
irebbe alle piante transgeniche un aumento degli eventi di ricombinazione e
della diversitd molecolare rispetto al livello di base osservato in eventi naturali.
La ricombinazione tra RNA transgenico e virale non ha pertanto determinato
effetti ambientali dannosi in prove di pieno campo condotte per virus (CMV,
PPV, PRSV, ZYMV e WMV) e specie diverse (papaya, zucca, vite e susino),

alcune di esse osservate per periodi maggiori di un decennio.

Gene flow

Il potenziale impatto che un transgene potrebbe avere sulla dinamica e compe-
titivita di popolazioni naturali di piante nelle quali traslochi accidentalmente,
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riveste una notevole importanza ecologica. Levento potrebbe verificarsi tra
un transgene virale che venga a essere trasferito da una specie coltivata a una
selvatica tassonomicamente correlata e interfertile, conferendo a quest’ultima
il fenotipo di resistenza. E importante perd sottolineare che, solo in caso di
introgressione, che consiste nell'integrazione permanente di un gene in una
specie selvatica, si determinerebbe I'insediamento di un transgene nell’am-
biente, con un potenziale impatto ecologico dannoso (Stewart et al., 2003).

In esperienze di campo, ¢ stata documentata la dispersione del transgene
da zucca (Cucurbita pepo ssp. ovifera var. ovifera) resistente a CMV, ZYMV
e WMV (piante CZW-3), alla specie selvatica imparentata Cucurbita pepo
ssp. ovifera var. texana (Fuchs et al., 2004a; Fuchs et al., 2004b). Le prove
condotte hanno dimostrato che: (i) la frequenza degli eventi di ibridazione
aumenta con I'aumentare del rapporto tra piante donatrici del polline e
accettrici del transgene e in funzione della sincronia dei tempi di fioritura;
(ii) ¢ sufficiente un sola generazione di ibridazione e reincrocio per otte-
nere ibridi che abbiano ereditato il transgene e mostrino resistenza ai tre
virus; (iii) ibridi di C. fexana che hanno acquisito la resistenza ai tre virus
presentano un chiaro vantaggio in situazioni di elevata pressione di inoculo
virale. Questi studi pertanto documentano il movimento di un transgene
che conferisce resistenza a virus, dalla varietd di zucca commerciale CZW-
3 a quella selvatica C. texana in condizioni naturali. Si ¢ osservato perd
che la fitness degli ibridi generatisi ¢ determinata dalla pressione virale cui
essi sono sottoposti: se questa ¢ bassa la invasivita (weediness) di tali ibridi
risulta non diversa da quella della specie selvatica. Studi recenti (Quemada
et al., 2008) hanno mostrato che la frequenza di alcune infezioni virali
(CMYV, ZYMV, WMV2, PRSV e altri potyvirus) in popolazioni di zucche
selvatiche che crescono in prossimita di colture di zucche transgeniche, ¢
relativamente bassa, indicando percio che la vicinanza delle colture transge-
niche non induce cambiamenti significativi nella dinamica e struttura delle
popolazioni selvatiche. La specie selvatica ¢ peraltro soggetta a infezioni
da altri virus che contribuiscono a controllarne la popolazione. Gli autori
dello studio concludono che, poiché le zucche transgeniche risultano forni-
re maggior resa e qualitd di prodotto per via del fenotipo resistente, e non
hanno determinato insorgenza di eventi ecologicamente infausti, la loro
coltura continua ad essere ammessa negli Stati Uniti.

C’¢ infine da ricordare che geni di resistenza ai virus sono stati introdotti
in zucca anche attraverso tecniche di miglioramento genetico convenziona-
le (Munger, 1993). Poiché il rischio di dispersione nell’'ambiente (escape) di

transgeni o geni di piante risulta essere identico, nel caso di tratti monogenici,
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analoghe preoccupazioni di gene flow potrebbero essere sollevate per queste
varietd ottenute con tecniche classiche.

La letteratura documenta un altro esempio di movimento di transgene
da barbabietola da zucchero esprimente la CP del virus della rizomania, Beer
necrotic yellow vein virus (BNYVYV) alla specie selvatica Beta vulgaris var. ma-
ritima, dimostrando, anche in questo caso, una assenza di incremento di
invasivita in ambienti naturali, in seguito a ibridazione e introgressione del

transgene (Bartsch et al., 1996).

Effetti su organismi non bersaglio

Questo rischio potenziale attiene alla eventualita che 'introduzione in un are-
ale agricolo di una coltura transgenica possa alterare la diversita e dinamica di
organismi non bersaglio, quali possono essere insetti vettori di virus, oppure
microorganismi del suolo, batteri e funghi. Lavori svolti nel Progetto TRAN-
SVIR (Fuchs et al., 2007; Capote et al., 2008), evidenziano che non si sono
rilevate differenze nelle popolazioni di afidi, siano essi viruliferi e non, che
hanno visitato piante di susino convenzionali e transgeniche per la resistenza
a PPV. Gli studi, condotti in condizioni di campo per un periodo di 8 anni,
non hanno mostrato alcun effetto deleterio. Simili ricerche riferite ad attino-
miceti raccolti nella rizosfera di piante di papaya transgeniche per la resistenza
a PRSV, hanno sortito analoghi risultati (Hsieh e Pan, 2006).

Tossicita alimentare e allergenicita

Al momento tre colture transgeniche resistenti a virus sono ammesse alla pro-
duzione commerciale negli Stati Uniti, papaya, zucca e patata, quest'ultima
ritirata dal mercato per motivi diversi dall'impatto sull’ambiente e la salute
umana, e derivanti da pressioni esercitate dalla opinione pubblica contraria
(Kaniewski e Thomas, 2004).

Lanalisi delle proteine transgeniche espresse da queste piante, in tutti i
casi descritti CP, mostra che nessuna di esse possiede sufficiente omologia con
sequenze di allergeni noti. Inoltre, studi di digestione in succo gastrico simu-
lato, condizioni in cui le proteine allergeniche sono resistenti, mostrano che
la CP di PRSV viene degradata in seguito a una esposizione di 5 secondi.

Simili considerazioni possono essere condotte per le altre proteine tran-
sgeniche oggetto di questa rassegna, con 'osservazione addizionale che gran-
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di quantita di proteine virali sono state ripetutamente e continuativamente
ingerite dall’'uomo con il cibo nel corso del tempo, senza che cid abbia mai
indotto allergie o fenomeni di tossiciti alimentare. E certamente prudente
valutare gli aspetti di sanita del cibo derivato da piante transgeniche resistenti
a virus ma, allo stato delle conoscenze, il rischio che queste possano risultare
dannose ¢ molto limitato poiché, almeno per le varieta ammesse alla colti-
vazione commerciale, queste si sono dimostrate sostanzialmente equivalenti
alla corrispondente coltura convenzionale, eccezion fatta per il fenotipo di
resistenza.

ALTRE PROBLEMATICHE CONNESSE ALL'IMPIEGO DI PIANTE TRANSGENICHE
Coesistenza di colture transgeniche e convenzionali

Tale rischio rientra nella problematica della dispersione genica o gene flow da
colture transgeniche a tradizionali, coltivate in prossimita spazio-temporale.
Esso viene sollevato soprattutto in relazione alla vicinanza di colture biologi-
che e agli scambi con paesi che non accettano sui loro mercati la commercia-
lizzazione di prodotti transgenici.

Nell'esempio della papaya prodotta nelle isole Hawai, una sua ragguar-
devole quota di mercato ¢ rappresentata dalle esportazioni in Giappone, pa-
ese che non consente il commercio di prodotti transgenici. Lintroduzione
di piante transgeniche per la resistenza a PRSV ha chiaramente rischiato di
limitarne esportazione. Per ovviare a questo limite, si ¢ creata una filiera di
produzione (Camp, 2003), sotto il controllo dell’Hawaian Department of
Agriculture (HDOA), che garantisce la fornitura di prodotto non transge-
nico. Gli agricoltori che aderiscono a questa filiera sottopongono a controlli
tutte le loro piante e campioni della loro produzione, per la presenza del gene
reporter della beta-glucoronidasi (gus), associato al transgene per la resistenza
a PRSV. Dopo questi controlli di laboratorio, THDOA rilascia una certifica-
zione che consente un immediato sdoganamento in Giappone dei frutti di
papaya.

I rischio di contaminazione del prodotto ottenuto da agricoltura biolo-
gica ¢ stato valutato in studi di coesistenza tra papaya transgenica e conven-
zionale (Manshardt R., 2002). Una prima considerazione, riferita alla natura
della parte edibile del frutto della papaya (ma che si estende anche al susino
transgenico per la CP di PPV, per esempio), riguarda il fatto che esso ha la
stessa costituzione genetica della pianta che lo produce. Cio significa che la
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parte edibile di una papaya non transgenica non viene a essere alterata nella
composizione in seguito a impollinazione incrociata, qualunque possa essere
la fonte di polline. Limpollinazione incrociata ¢ peraltro limitata per le se-
guenti ragioni: (i) le varieta di papaya coltivate nelle isole Hawai sono pre-
valentemente ermafrodite e autofertili; (ii) studi di movimento del transgene
hanno dimostrato che esso avviene in percentuali maggiori in piante con fiori
femminili che contornano le piante transgeniche; (iii) una distanza di 400
metri assicura che il polline transgenico non sia in grado di contaminare col-
ture di varieta tradizionali.

La coesistenza di colture transgeniche e convenzionali ¢ pertanto compati-
bile, a patto che alcuni pregiudizi vengano superati con il consenso delle parti
coinvolte. Laddove trattasi di virus ad andamento epidemico, le colture bio-
logiche, e le tradizionali in genere, trarrebbero vantaggio dalla introduzione di
piante resistenti. Infatti, tra le motivazioni a supporto della richiesta di derego-
lamentazione del susino transgenico resistente al virus della Sharka (PPV) negli
Stati Uniti (http://www.agbios.com/dbase.php?action=Submit&evidx=529),
si fa notare che esso abbatterebbe le fonti di inoculo virale con beneficio di
tutte le colture, siano esse transgeniche e non. Le esperienze maturate dimo-
strano infatti 'impossibilitd, nel tempo, di controllare la diffusione del virus
con tecniche tradizionali di eradicazione e utilizzo di materiale sano che, in
altri areali frutticoli, Italia compresa, ¢ divenuto endemico.

Integrazione e stabilita del transgene

Un recente lavoro, originato dallo studio della sequenza del genoma della
papaya transgenica “Sun Up” (Ming et al., 2008), ha fatto luce sulle modalita
di integrazione e la stabilita del transgene. Questo studio fornisce la prima
evidenza, sostanziata a livello molecolare, di integrazione di un transgene sen-
za che abbia subito fenomeni di riarrangiamento, e della sua fissazione stabile
nel genoma. Lanalisi mostra che il DNA inserito non interrompe nessuna
sequenza genica endogena, cosi che le piante transgeniche risultano funzio-
nalmente simili a quelle non trasformate, eccezion fatta per il transgene che
apporta la resistenza a PRSV. 1l lavoro fornisce nuove informazioni sulle mo-
dalita di integrazione dei transgeni nel genoma di piante, e spinge verso lo
sviluppo di tecnologie di trasformazione sempre meno lasciate alla casualita
delle tecnologie attuali. Inoltre, I'identificazione di sequenze troncate corri-
spondenti a regioni provenienti dal plasmide adoperato per la trasformazione
(geni tetA e nptll), integratesi indipendentemente dal transgene, suggerisce
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che, sebbene questi eventi di trasferimento di sequenze aberranti siano possi-
bili e gia descritti, esistono, sin d’ora, tutti gli strumenti per poterne eviden-
ziare la presenza.

L’ IMPATTO AMBIENTALE DI PIANTE TRANSGENICHE RESISTENTI A VIRUS:
OSSERVAZIONI NELL’ARCO DI DUE DECENNI

Le esperienze descritte dimostrano che il controllo di alcune malattie virali
attraverso la PDR e utilizzando la CP virale come transgene, si ¢ rivelato
efficace in prove di campo, consentendo agli agricoltori di ricavarne benefici
in termini di qualita e quantita di prodotto. Recenti studi sull'impatto che le
piante transgeniche hanno avuto sulla agricoltura degli Stati Uniti (Shankula,
2006; Johnson et al., 2008), riportano un incremento di adozione di papaya
e zucca resistente a virus, nel 2006, con percentuali rispettivamente del 90%
e 13%. Nel caso della papaya le alte percentuali di utilizzo sono spiegate dalla
impossibilita di proseguire nella coltura in assenza di piante resistenti.

Gli studi di impatto ambientale, condotti prevalentemente negli Stati
Uniti e in Europa, hanno mostrato che esso ¢ ininfluente nel caso di piante
transgeniche per geni della CP virale, se riferito agli aspetti di eteroincapsi-
dazione e ricombinazione (Fuchs e Gonsalves, 2007; Turturo et al., 2008).
Limitatamente a questi due generi di rischio, ritenuti privi di conseguenze
dannose, alcuni autori suggeriscono di estendere questa valutazione a tutte
le piante transgeniche per il gene della CP di un virus (Fuchs e Gonsalves,
2007). Anche ininfluente risulta essere il rischio di allergenicita e tossicita in-
dotto da queste piante. Rischio che peraltro puo essere valutato a priori grazie
alle aumentate conoscenze in campo bioinformatico e molecolare riguardanti
la struttura degli allergeni.

Al contrario nel considerare gli eventi di gene flow e le sue possibili con-
seguenze, deve essere seguire un approccio pit cauto, cosiddetto “caso per
caso”, cosi come dimostrato nelle sperimentazioni condotte su zucca tran-
sgenica.

Tutti questi studi durati ormai quasi 20 anni, provano che, a prescindere
dai rischi teorici paventati, le esperienze di campo possono fornire dati re-
alistici sulle conseguenze di utilizzo di queste biotecnologie in agricoltura.
Numerosi dati, ottenuti in condizioni di laboratorio, si concentrano sulle
interazioni tra pianta ospite e virus, avulsa dall’'ambiente in cui la coltura ¢
abitualmente condotta, e traggono conclusioni che vengono arbitrariamente
traslate alla realtd di campo. Questa ¢ diversa e soggetta a un maggior numero
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di variabili, come dimostrano gli esperimenti disegnati in modo da simulare
condizioni di colture commerciali. E infatti sulle conseguenze, piuttosto che
sull’eventualita di potenziali rischi che bisogna concentrare gli studi, da con-
dursi in condizioni quanto pitt possibili realistiche. Un’attivita quest’ultima,
sempre pil difficile da realizzarsi in Europa e nel nostro paese, a causa di
avverse condizioni socio-politiche.

Inoltre, per i virus, 'approccio transgenico basato sul’RNA silencing co-
stituisce una rilevante opportunita che sarebbe poco saggio ignorare per una
difesa di lungo termine delle colture. Alla luce delle aumentate conoscenze
molecolari sull’interazione pianta-virus, un approccio che combini resistenza
naturale e transgenica risulterebbe efficace, specifico e duraturo. Lauspicio &
che queste informazioni possano essere di supporto al legislatore nell'imple-
mentazione di protocolli di regolamentazione, e a governi e opinione pubbli-
ca, nel sostenere le ricerche nel settore.

RIASSUNTO

Il rilascio nell’ambiente di piante transgeniche per la resistenza ai virus ha posto una
serie di interrogativi sui potenziali rischi ecologici e per la salute umana. Fenomeni come
la ricombinazione, le alterazioni della dinamica delle popolazioni virali e degli insetti,
I'eteroincapsidazione, il flusso genico, 'impatto su organismi non bersaglio e la tossicita
alimentare, sono analizzati e discussi nella presente review. Largomento ¢ trattato in
riferimento alle colture ammesse alla commercializzazione o estensivamente saggiate in
campo, quali zucca, papaya, susino e vite, per le quali esistono dati risalenti a piti di una
decade. Queste osservazioni, effettuate in condizioni reali di campo, offrono nuovi spunti
per la valutazione dell'impatto ambientale di piante transgeniche per la resistenza a virus,
e possono essere di aiuto al legislatore e di informazione per il pubblico.

ABSTRACT

The environmental release of transgenic plants for virus resistance raised several potential
concerns about risks related to the environment and human health. The present review
encopasses recombination, modification of the dynamic of viral and insects populations,
heteroencapsidation, gene flow, impact on non target organisms and food safety. Data
originated from field-released crops, extensively tested and/or commercialized for more
than ten years: squash; papaya, plum and grapevine. These observations, obtained in
realistic field conditions, could be useful for regulatory authorities in evaluating the envi-
ronmental impact, and for the public to scientifically approach transgenic virus resistant
plants.
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Mario SorLinas*

Il controllo delle infestazioni entomatiche
con mezzi chimici

PREMESSA

E noto che I'equilibrio biologico negli ecosistemi terrestri, naturali o antropiz-
zati, rappresentati graficamente dalla cosiddetta “piramide ecologica”, ¢ assi-
curato dai meccanismi omeostatici a feed-back che regolano lo sviluppo della
biomassa nei tre principali livelli trofici (1°- accumulatori: piante; 2°- consu-
matori primari: fitofagi; 3°- consumatori secondari: zoofagi).

Ecologicamente parlando, le infestazioni di insetti fitofagi alle colture, al-
tro non sono che esplosioni demografiche di una o pit specie di consumatori
primari (“2° livello trofico”), provocate dall’alterazione dei rapporti naturali
di biomassa tra consumatori primari e accumulatori vegetali (1° livello trofi-
co) ovvero, pil semplicemente, dalle modificazioni quali/quantitative arrecate
alla fitomassa con la coltivazione. Modificazioni qualitative: sostituzione di un
grande numero di piante spontanee locali con una o poche specie coltivate (e
particolarmente idonee allo sviluppo demografico delle specie fitofaghe infe-
stanti); e quantitative: eccezionale sviluppo della fitomassa che diventa risorsa
alimentare sovrabbondante per detti fitofagi.

In quest’ottica, gl'interventi in difesa delle colture dalle infestazioni di in-
setti fitofagi non mirano al fine (semplicistico e fallimentare, come dimostrato
dall’uso indiscriminato di insetticidi chimici di sintesi nell’'ultimo mezzo seco-
lo: Solinas, 2003) di eliminare completamente e definitivamente tali insetti,
bensi al controllo demografico dei medesimi, onde contenerli (o riportarli) al
di sotto di determinati livelli (soglie economiche) di popolazione.

*  Dipartimento di Scienze agrarie e ambientali, Universita degli Studi di Perugia
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I metodi di difesa entomologica delle piante con mezzi chimici attualmente
in uso sono tutti dichiaratamente basati su principi di “compatibilita ecologi-
ca’ e di “sostenibilitd economica”, ma cid puo essere ritenuto valido in riferi-
mento alle modalita piti che ai mezzi di intervento. Questi, infatti, si prestano
con difficolta a essere qualificati di per sé “ecocompatibili”, specialmente se
si parla di insetticidi chimici di sintesi. E certamente piti corretto definirli,
eventualmente, “a basso impatto ambientale”. Ma anche questa definizione
rimane generica, se mancano precisi punti di riferimento, ordinariamente
rappresentati dai ben noti “effetti collaterali indesiderabili” dell’'uso ripetu-
to di mezzi chimici sulle colture, e comunemente identificati come tossicita
verso gli operatori dei trattamenti, residui tossici nelle derrate alimentari, re-
sistenza e risorgenza demografica dei fitofagi dannosi, e riduzione dell’ento-
mofauna utile.

I principi attivi chimici “tradizionali”, pur mostrando tra loro differente
efficacia insetticida (talora pitt 0 meno volutamente scambiata per selet-
tivitd) nei confronti dei diversi gruppi di insetti, esercitano tutti azione
biotossica sostanzialmente universale. Le potenzialitd innovative di questi
mezzi, nel senso di una riduzione dell'impatto ambientale, sono dunque
da ricercare soprattutto nelle possibilita che essi offrono di venire usati con
strategie d’impiego che ne abbassano detto impatto adeguatamente, ¢ com-
patibilmente con la sostenibilitd economica dell’intervento. E cid risulta
sempre pil fattibile mediante I'applicazione di strumenti afhidabili di cam-
pionamento e monitoraggio in tempo reale dei livelli di popolazione dei
fitofagi interessati e dei loro regolatori demografici naturali; come pure me-
diante particolari tecnologie formulative dei coadiuvanti (purtroppo, non
sempre innocui, anzi talvolta pit pericolosi del principio attivo stesso) per
migliorare nel formulato caratteristiche importanti come ritenzione, bagna-
tura, distribuzione, penetrazione e assorbimento della sostanza attiva; e con
Pintroduzione nei formulati stessi di attrattivi specifici per il fitofago e/o
repellenti per gl’insetti utili.

Negli ultimi tempi, tuttavia, 'industria chimica sta cercando di produrre
anche nuove molecole insetticide con potenzialita innovative basate su pos-
sibilitd intrinseche di ovviare in tutto o in parte agli effetti collaterali sopra
menzionati, e in particolare ai fenomeni della resistenza diretta e/o crociata
agli insetticidi da parte dei fitofagi pitt dannosi. E cid ¢ reso possibile grazie
all'applicazione da parte dei chimici delle importanti conoscenze di base ac-
cumulatesi soprattutto negli ultimi decenni sulla fisiologia biochimica degli
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insetti (del sistema nervoso in particolare), unitamente a quelle pili generali
sulle “interazioni insetti-piante”.

Nonostante i grandi progressi dei mezzi biologici e biotecnici, e a par-
te gl'insetticidi organici di origine vegetale, il cui impiego ¢ praticamente
limitato alle cosiddette “agricolture alternative” (“agricoltura biologica”, in
particolare), il modesto uso di oli minerali detti “di nuova generazione” ma
sostanzialmente non nuovi, e i mezzi (metodi?) agroecologici (“Biodiversita
vegetale e controllo dei fitofagi”, sensu Altieri et al., 2003), molto promettenti
ma ancora in fase pionieristica, la difesa delle coltivazioni dalle infestazioni
entomatiche risulta ancora in massima parte (oltre il 90% a livello mondiale)
affidata agli insetticidi organici di sintesi, ai quali pertanto si continua a guar-
dare in attesa di valide innovazioni.

Per i principi attivi dei gruppi tradizionali (fosforganici, carbammati e pi-
retroidi, principalmente), le potenzialita innovative risultano limitate alle stra-
tegie d’'impiego dei medesimi soprattutto per cercare di contenerne i riflessi
negativi sull’entomofauna utile, mentre rimangono grossi limiti, ad esempio,
per quanto riguarda la resistenza dei fitofagi dannosi, data la comunanza dei
meccanismi di azione dei fosforganici e della maggioranza dei carbammati (e
dunque la facilita di far emergere resistenze crociate) e le difficolta di ricorrere
al cambio frequente dei principi attivi, aggravate dalla drastica riduzione del
numero di detti principi ancora disponibili (Direttiva europea 91/414).

Particolare interesse e notevoli aspettative destano un certo numero di
principi attivi di recente formulazione, in quanto presentano bassa tossicita
per mammiferi e altri gruppi animali “non target” e meccanismi di azione
biotossica alquanto differenziati tra loro e rispetto ai gruppi insetticidi pitt co-
muni in commercio. Cio che permette un pit efficace controllo della resisten-
za normale ai singoli principi attivi (mediante 'uso alternativo dei medesimi)
e minori rischi di resistenze crociate.

Si riporta appresso come esempio una breve rassegna di tali prodotti (in
ordine alfabetico: Clorantraniliprole, Emamectina benzoato, Flonicamid,
Metaflumizone, Spiromesifen), cosi come sono stati presentati alle Giornate
Fitopatologiche 2008 (sia pure con un prudenziale “beneficio d’inventario”
da parte del sottoscritto circa i giudizi di merito non sempre disinteressata-
mente espressi dagli oratori in quell'importante assise) e che meritano parti-
colare attenzione per le riportate caratteristiche di basso impatto ambientale.

Chlorantraniliprole (Bassi et al., 2008) ¢ il primo membro di una nuo-
va classe di insetticidi, le ammidi dell’acido antranilico (Cordova et al.,

20006), scoperta e sviluppata dalla Dupont (Rynaxypyr®). Questo prodotto
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ha un’azione biotossica nuova (gruppo 28 nella classificazione IRAC): bersa-
glio molecolare sono i canali ionici del calcio presenti sulle fibre muscolari,
definiti “recettori rianodinici” (RyRs) per la loro affinita verso 'alcaloide di
origine vegetale “rianodina’. Il prodotto si lega ai citati recettori molecolari
del reticolo sarcoplasmico, attivando il rilascio incontrollato degli ioni calcio
nel citosol e quindi 'esaurimento del loro stock. Cio provoca I'arresto imme-
diato delle normali contrazioni muscolari, con sintomi di atassia seguiti da
paralisi e morte. La paralisi ¢ quasi immediata e determina la rapida interru-
zione dell’attivita trofica, da pochi minuti a qualche ora dopo I'ingestione. La
morte dell’insetto interviene normalmente 24-72 ore dopo I'assunzione della
sostanza attiva (Cordova et al., 2006).

Il prodotto ha una bassa solubilita in acqua (a 200 C: 1,0 mg/l) e nella
maggior parte dei solventi organici.

Sulle piante trattate si comporta come citotropico translaminare e debol-
mente sistemico per via acropeta.

Glinsetti s'intossicano principalmente per ingestione e secondariamente
per contatto.

Il prodotto ha una tossicita acuta molto bassa per i mammiferi (orale DL50
ratto: >5000 mg/kg; dermale DL50 ratto: >5000 mg/kg), non ¢ irritante né
sensibilizzante per gli occhi e per la pelle. Anche la tossicita cronica ¢ molto
bassa, come basso ¢ il bioaccumulo potenziale (logaritmo del coefficiente di
partizione ottanolo/acqua: 2,76); non ha potenziale mutagenicita (tests di
Ames: negativi), né effetti embriotossici o cancerogeni.

La combinazione di bassa tossicita e basse dosi d’impiego (10-60 g di p.
attivo/ettaro) offre margini di sicurezza in termini di esposizione degli opera-
tori e di contaminazione alimentare.

Il prodotto risulta efficace contro importanti fitofagi appartenenti a diversi
ordini d’insetti (lepidotteri, coleotteri, ditteri) in applicazioni fogliari su col-
ture frutticole, orticole, vite e mais (Bassi et al., 2007).

I risultati dei test registrativi indicano un impatto molto basso del pro-
dotto su mortalita e riproduzione di organismi utili quali lombrichi (Zumbri-
cus terrestris), api, acari predatori (Zjyphlodromus pyri), imenotteri parassitoidi
(Braconidae, Aphidiidae, Trichogramatidae, Aphelinidae), coleotteri (Cocci-
nellidae), neurotteri (Chrysopidae), eterotteri (Anthocoridae, Nabidae, Ly-
gaeidae), ditteri (Syrphidae), in condizioni di laboratorio e di campo, con
risultati che indicano impatto basso o nullo in base alla classificazione OILB
degli effetti (Marchesini et al., 2008).

Chlorantraniliprole ha una bassa tossicita acuta, cronica, alimentare e ri-
produttiva per la fauna selvatica (uccelli, pesci e mammiferi). Pure bassa ¢ la



IL CONTROLLO DELLE INFESTAZIONI ENTOMATICHE CON MEZZI CHIMICI 77

tossicita per alghe e piante acquatiche quali Lemna spp. E invece tossico per
Pindicatore invertebrato acquatico Daphnia magna. 1l prodotto e i suoi meta-
boliti non hanno effetti negativi sui microorganismi del suolo.

La via primaria di degradazione ¢ chimica e da luogo a un metabolita princi-
pale biologicamente inattivo e non lisciviabile. Il prodotto si degrada nel terreno
secondo un’emivita variabile da < 2 a 12 mesi negli studi standard. La degrada-
zione del prodotto nel terreno ¢ positivamente correlata alla temperatura e non ¢
influenzata dal pH. Lemivita risulta sempre pili breve in presenza della coltura.

Emamectina benzoato (Liguori et al., 2008) ¢ un insetticida di derivazio-
ne naturale appartenente alla famiglia chimica delle avermectine e sviluppato
da Syngenta Crop Protection AG (Affirm®). Le prime avermectine furono
isolate gia negli anni “70 dai prodotti di fermentazione del microrganismo del
terreno Streptomyces avermitilis.

La sostanza attiva agisce stimolando il rilascio del neurotrasmettitore Aci-
do Gamma-Amino-Butirrico (GABA) a livello delle cellule nervose inibito-
rie. Cio causa un continuo flusso di ioni cloro nelle cellule del muscolo e il
conseguente blocco della contrazione con conseguente arresto dell’alimenta-
zione e paralisi nel giro di poche ore.

Per questo suo particolare meccanismo di azione biotossica, Emamecti-
na benzoato non presenta resistenza crociata con gli insetticidi attualmente
disponibili per la lotta contro i lepidotteri fitofagi (Reyes et al., 2007), verso
i quali la forma salificata del prodotto (15-30 g di p.a./hl) manifesta una
potente attivitd larvicida in diverse colture agrarie frutticole, orticole e vite
(Dybas e Babu, 1988; Lasota e Dybas, 1991).

Il prodotto ha una solubilita scarsa in acqua (0,31 g/l a 25°C) ma notevole
nei solventi organici (toluene 20,0 g/l; cicloesano 0,23 g/l).

Penetra negli insetti per contatto e per ingestione di tessuti vegetali avve-
lenati.

Viene assorbito rapidamente dalla vegetazione, manifestando proprieta
translaminari, mentre la parte di prodotto che rimane sulla superficie delle
piante trattate, viene rapidamente degradata per fotoossidazione fino a livelli
non tossici (Ishaaya et al., 2002). La fotolisi ¢ molto rapida anche nel terreno
(emivita dichiarata: 5 giorni); ed essendo praticamente immobile non presen-
ta rischi di percolazione nella falda.

Emamectina benzoato viene dato come mediocremente tossico per i mam-
miferi (DL50 orale acuta: 76-89 mg/kg ratto; DL50 dermale acuta: > 2000
mg/kg coniglio), ma notevolmente tossico per le api esposte direttamente al
trattamento e per gli organismi acquatici.
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Dato il rapido assorbimento nella vegetazione e la veloce fotodegradazione
sulla superficie vegetale, il prodotto si presta bene all'impiego strategico per
trattamenti selettivi nei confronti degli organismi ausiliari (entomoparassitoi-
di e predatori).

Flonicamid (Nieto ]. e Simonetta F, 2008) ¢ una nuova molecola del-
la famiglia chimica delle piridinecarbossamidi, proveniente dalla ricerca ISK
(Morita et al., 2000; Laurentie e Morita, 2005) e commercializzata dalla ISK
Biosciences Europe S.A. Il principio attivo non ¢ neurotossico e agisce per
un meccanismo d’azione non ancora bene identificato ma comunque non
rappresentato da alcun’altra famiglia chimica di insetticidi, e pertanto parti-
colarmente idoneo a essere utilizzato in strategie antiresistenza.

Risulta particolarmente attivo per contatto e per ingestione su insetti ad
apparato boccale pungente succhiante (Afidi e Aleirodidi). Lesposizione a
flonicamid provoca negli insetti bersaglio un’immediata cessazione dell’atti-
vita trofica (entro la prima ora dall’esposizione) e la conseguente morte per
disidratazione (nei successivi 2-4 giorni seguenti al trattamento), sia negli
stadi adulti che in quelli preimmaginali.

Flonicamid viene assorbito dalle piante trattate per via fogliare o radica-
le, e traslocato per via xilematica verso I'apice del germoglio. Ha dimostrato
particolare efficacia nel controllo di alcune importanti specie di afidi non
facili da contenere su melo (Dysaphis plantaginea) e su pesco-nettarine (Myzus
persicae e Myzus varians).

Il prodotto ¢ inodoro, relativamente solubile in acqua (5,2 g/l 2 20°C), e
alquanto fotostabile (= 3 gg a 100.000 lux).

Flonicamid non ha dimostrato effetti negativi su di un’ampia varieta di
artropodi utili, quali Imenotteri impollinatori (Bombus terrestris e Apis mel-
lifera); e regolatori demografici naturali di afidi: Acari Fitoseidi (Amblyseius
degenerans, Phytoseiulus persimilis e Typhlodromus pyri) su Tripidi; Eterotteri
Antocoridi (Anthocoris femorali) su Psilla; Imenotteri (Aphidius colemani) su
Afidi; Coleotteri (Atheta coriaria) su Tripidi e (Coccinella septempuntata) su
Afidi; Neurotteri (Chrysoperla carnea) su Ahdi; Ditteri (Episyrphus balteatus)
su Afidi; Eterotteri Miridi (Macrolophus caliginosus) su Aleirodidi.

Il prodotto presenta bassa tossicita verso i mammiferi (Orale DL50 ratto ma-
schio: 884 mg/kg; Orale DL50 ratto femmina: 1768 mg/kg; Dermale DL 50
ratto >5000 mg/kg); non produce irritazione oculare né cutanea (su coniglio);
non risulta teratogeno e non presenta mutagenicitd (Ames Test: negativo).

Esito favorevole hanno dato anche i test sulla tossicita verso organismi ac-
quatici come pesci (Trota arcobaleno - Oncorynchus mykiss: CL50, 96 h >100
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mg/l; Pesce Persico - Lepomis macrochirus: CL50, 96 h >100 mg/l; Cipri-
nodonte - Cyprinodon variegates: CL50, 96 h >120 mg/l), Dafnia (Daphnia
magna: EC50, 48 h >100 mg/l), alghe (EC50, 72 h >100 mg/l), Lenticchia
d’acqua (Lemna sp.: EC50, 7 giorni >119 mg/l); e verso uccelli selvatici (Ger-
mano reale: acuta LD50, 2621 su maschio e 1591 su femmina mg/kg p.c.;
Germano reale: dieta CL50 >5000 mg/kg dieta).

Flonicamid si degrada nel suolo a opera di batteri con una emivita di 1,1
giorni. Il principio attivo per le sue caratteristiche non presenta rischi di con-
taminazione delle acque superficiali e di falda.

Metaflumizone (Marchi et al., 2008) ¢ un nuovo insetticida appartenente
alla famiglia chimica dei semicarbazoni (Jose et al., 2007), cosviluppato dalle
industrie Basf e Nihon Nohyaku, caratterizzato da un’azione biotossica non
riscontrata finora in altri prodotti. Il sito bersaglio del principio attivo non ¢
stato ancora identificato, tuttavia ¢ stata evidenziata la sua azione sul sistema
nervoso dell’insetto, dove blocca i canali del sodio della membrana neurona-
le, provocando inattivazione dei neuroni con conseguente “paralisi rilassata”
dell'insetto. Questo cessa di alimentarsi dopo 15 minuti - 12 ore dall’applica-
zione e muore nel giro di 1-72 ore.

Sperimentazioni condotte in laboratorio e in campo avrebbero evidenziato
Passenza di fenomeni di resistenza crociata con altre famiglie chimiche, quali
carbammati, fosforganici, piretroidi, neonicotinoidi, benzoiluree, ossadiazine
e spinosine.

Si tratta di un insetticida ad ampio spettro di azione e media persistenza
(attivita residuale fino a 7-10 giorni), particolarmente efficace nel controllo
della Dorifora della patata (Leptinotarsa decemlineata) su patata e melanzana,
di Heliotis sp. su melanzana, di Heliothis armigera, Pieris brassicae e Plutella
xylostella su cavoli, di Heliothis armigera su pomodoro, di Agrotis spp., Helio-
this armigera e Autographa gamma su lattuga.

Metaflumizone viene assorbito prontamente dai tessuti della pianta tratta-
ta, mentre presenta scarsa mobilita all'interno della medesima. Inoltre presen-
ta un’elevata affinitd per lo strato ceroso che riveste la superficie della pianta.

La tossicita acuta del prodotto verso i mammiferi ¢ abbastanza bassa (orale
DL50 (ratto) >2000 mg/kg (maschi/femmine; dermale DL50 (ratto) >4000
mg/kg (maschi/femmine), e non risulta irritante cutaneo (coniglio), né can-
cerogeno, teratogeno o mutageno. Test su Germano hanno riportato (acuta
orale DL50 > 2000 mg p.a./kg bw).

Studi condotti in laboratorio e in pieno campo ne hanno dimostrato un

basso impatto verso lombrichi (CL50, 14 g > 1000 mg p.a./ kg suolo), insetti
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impollinatori (Apis mellifera: 48 h contatto DL50 (protocollo US EPA)* >
106 pg p.a./ape; 96 h contatto DL50 (protocollo EU)** > 1,65 pg p.a./ape;
96 h orale DL50 (protocollo EU) > 2,43 pg p.a./ape), e regolatori demo-
grafici nacurali (Amblyseius sp., Crysopa sp, Geocoris sp., Nabis sp., Orius sp.,
Trichogramma sp.).

Limpatto su organismi acquatici ¢ stato saggiato con i risultati appresso
indicati su: Trota arcobaleno (acuta 96 h CL50, solo acqua, > 343 ppb); Pesce
gatto (acuta 96 h CL50, esposizione acqua/sedimento, > 300 ppb (acqua) > 1
ppm (sedimento); Carpa (acuta 96 h CL50, esposizione acqua/sedimento, >
300 ppb (acqua) > 1 ppm (sedimento); Dafnia (acuta 48 h CE50 > 331 ppb);
Alga verde (acuta 96 h CE50 > 313 ppb).

Su tutte le colture saggiate, anche a dosi tre volte superiori a quella in eti-
chetta, non ha procurato sintomi di fitotossicita.

La solubilitd in acqua di metaflumizone (E/Z)-isomeri) ¢ molto bassa
(1,79 x 10-3 mg/l, a 20 °C), per cui esso risulta poco mobile nel suolo, e
presenta una emivita di 4,3-27 giorni.

Spiromesifen (Rofeni et al., 2008) ¢ un nuovo principio attivo dotato
di attivita insetticida e acaricida, appartenente alla classe chimica degli acidi
tetronici spiro ciclici (Bretschneider et al., 2005), scoperto e sviluppato dalla
Bayer CropScience AG.

La molecola si distingue per un meccanismo d’azione innovativo, che ini-
bisce la biosintesi dei lipidi negli artropodi bersaglio. Il prodotto non eviden-
zia resistenza crociata con gli acaricidi e insetticidi attualmente in commercio
(Nauen e Konanz, 2005), per cui viene presentato come particolarmente in-
teressante nelle strategie antiresistenza.

Glinsetti, in particolare Aleurodidi multi resistenti e acari Tetranichidi
dannosi alle colture orticole in serra, assumono il principio attivo per inge-
stione e per contatto. Una notevole efficacia ¢ stata evidenziata contro gli sta-
di giovanili di Aleurodidi, ma anche contro acari Tetranichidi, verso i quali &
prevalente I'attivita di contatto contro uova, stadi giovanili e femmine adulte
(Nauen et al., 2005).

Data la destinazione ufficiale limitata all'impiego in serra, nelle condizioni
di “buona pratica agricola”, spiromesifen puo essere considerato a basso/nullo
rischio di effetti indesiderabili a carico degli organismi non target normal-
mente presenti negli ecosistemi agrari, quali uccelli, mammiferi, lombrichi,
artropodi entomofagi e microrganismi presenti nel suolo (Nicolaus et al.,
2005).

Sono stati comunque effettuati e con esiti relativamente tranquillizzanti i
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normali test di tossicita per: - Mammiferi: acuta (orale: (DL50) ratto > 2500
mg/kg peso corporeo; dermale: (DL50) ratto > 2000 mg/kg peso corporeo;
irritazione cutanea coniglio: non irritante; irritazione oculare coniglio: non
irritante); e a lungo termine e dello sviluppo (non cancerogeno, non tera-
togeno e non mutageno); - uccelli (Quaglia - Colinus virginianus (DL50)
> 2000 mg/kg peso corporeo; NOEC, 20 settimane via dieta: 720 mg/kg
dieta); - organismi acquatici (Trota arcobaleno — Oncorhynchus mykiss (CL50,
96 h) 0,0155 mg/l; Alghe - Pseudokirchneriella subcapitata (cronica, ErC50,
72 h > 0,094 mg/l); Dafnia - Daphnia magna (EC50, 48 h) > 0,0923 mg/1);
e Lombrichi (Eisenia fetida (CL50, 14 gg > 1000 mg/kg substrato).

Per verificare 'impatto del prodotto con gl'impollinatori spesso impiegati
in serra per il pomodoro (Bombus terrestris in particolare), sono state condotte
alcune prove in diverse condizioni colturali, le quali hanno evidenziato che
un doppio trattamento con spiromesifen non determina effetti negativi sulla
sanita delle colonie, né sull’efficienza di impollinazione di detti pronubi (Biel-
za et al., 2005).

Nessun effetto avverso sarebbe stato riscontrato, alle dosi di impiego con-
sigliate, su artropodi utili né su microrganismi del terreno. E non si sarebbe
mai manifestata fitotossicita sulle colture trattate sopra menzionate.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Afhinché il controllo delle infestazioni d’insetti sulle colture, possa essere dav-
vero “ecologicamente compatibile” e insieme “economicamente sostenibile”,
non c’¢ dubbio che si dovra fare sempre piti afidamento sull’estensione mas-
sima e generalizzata dell’'uso di mezzi e metodi pit secundum natura (biolo-
gici, biotecnici, agroecologici), con ricorso agl'insetticidi chimici di sintesi
sempre pill limitato ai casi di estrema e accertata necessita.

Ma intanto, nonostante i grandi progressi dell’ecologia chimica (interazio-
ni insetti-piante) e di quella comportamentale (etologia entomologica) degli
ultimi decenni, le conoscenze necessarie per assicurare maggiore successo e
quindi un pitt ampio ricorso al biologico, al biotecnico e all’agroecologico,
risultano ancora insufficienti per garantire i risultati applicativi sperati e ra-
gionevolmente attesi, capaci di conquistare la piena fiducia dell’agricoltore.

E la logica e pratica conseguenza di questa situazione ¢ che ancora oggi,
oltre il 90% (a livello mondiale) delle infestazioni entomatiche viene control-
lato facendo ricorso agl’insetticidi chimici di sintesi.

Pertanto, non puo essere sottovalutato I'attuale impegno dell’'industria dei
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fitofarmaci a produrre nuove molecole intrinsecamente capaci di ridurre (se
non proprio ovviare) i noti effetti collaterali indesiderabili degli insetticidi
chimici di sintesi.

Bisogna anche aggiungere pero, che non sempre i passi sono diretti nel
verso giusto, come purtroppo si ¢ notato anche recentemente nell'impor-
tante assise nazionale sopra menzionata, dove sono stati enfatizzati risultati
di prove sperimentali per riaffermare unicamente il potere insetticida di
prodotti, dei quali ¢ gid stata evidenziata a livello internazionale (Bufhin,
2003) una grave pericolosita ambientale e per la salute umana, sia del prin-
cipio attivo (mi riferisco in particolare a imidacloprid e relativi metaboliti
di degradazione) che di coadiuvanti (es. naftalene e silice) dei formulati
commerciali impiegati.

RIASSUNTO

Dopo una breve introduzione sul significato ecologico delle infestazioni di insetti fito-
fagi e sugli interventi umani in difesa delle coltivazioni, seguita da un quadro sommario
dell’attuale importanza dell'impiego dei mezzi chimici insetticidi in agricoltura, viene
riportata una breve rassegna esemplificativa di prodotti chimici di sintesi intrinsecamen-
te capaci di ridurre se non evitare la resistenza degli insetti, con un impatto ambientale
(dettagliatamente dichiarato) sostenibile.

ABSTRACT

Pest insect outbreacks and control. After a brief introduction on a general ecological
significance of the insect pest outbreacks and control, as well as of current actual im-
portance of the insect chemical control on crops, a survey is reported of some rela-
tively new synthetic chemical compounds having intrinsic environmentally friendly
properties and especially preventing a serious problem such as pest insect resistance to
insecticides.

RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI

Arriert M.A,, NicHoris CLIL., Pontr L. (2003): Biodiversita e controllo dei fitofagi ne-
gli agroecosistemi, Accademia Nazionale Italiana di Entomologia, Firenze. ISBN 88-
900627-8-9.

Basst A., ALBer R., WiLEs J.A., Rison J.L., Frost N.M., Marmor EW., Marcon P.C.
(2007): Chlorantraniliprole: a novel anthranilic diamide insecticide, Proceedings of XVI
Internationa Plant Protection Congress, 1, pp. 52-59.



IL CONTROLLO DELLE INFESTAZIONI ENTOMATICHE CON MEZZI CHIMICI 83

Basst A., VErGARA L., ALBER R., SBriscia Fiorerti C., WiLes J. (2008): Chlorantra-
nilprole (Rynaxypyr) un nuovo insetticida: Proprietis generali e attivita su Spodoptera
littoralis, Atti Giornate Fitopatologiche, 2008, 1, pp. 9-16.

Bierza P, CoNTRERAS ]., QuUINTO V., [ZQUIERDO ]., MANSANET V., ELBERT A. (2005):
Effects of Oberon® 240 SC on bumblebees pollinating greenhouse, «Pflanzenshutz-Nach-
richten Bayer», 58, pp. 469-484.

Brerscuneiper T., Fiscaer R., BEner-BucuuoLz . (2005): Spiromesifen (Oberon®)
- discovery, synthesis and X-ray structure, «Pflanzenshutz-Nachrichten Bayer», 58, pp.
307-318.

BurriN D. (2003): Pesticides News, «The Journal of Pesticide Action Network UK», 62,
Quarterly/December 2003, pp. 22-23.

Corpova D., Benner E.A., Sacaer M.D., Raun ].J., Sora J.S., Laam G.P, SELBY
T.P, StevensoN T.M., FLExNER L., GurTERIDGE S., RHOADES D.E, Wu L., SMIiTHY
R.M., Tao Y. (2006): Anthranilic diamides: A new class of insecticides with a novel mode
of action, ryanodine receptor activation, «Pesticide Biochemistry and Physiology», 84,
196: 214A.

Dysas R.A., Basu J.R. (1988): 4 -deoxy-4 -methylamino-4"- epiavermectin B1 hydrochlo-
ride (MK-243): a novel avermectin insecticide for crop protection, Brighton Crop Protec-
tion Conference: Pests and Diseases, 1, pp. 57-64.

Isaaava L., Kontseparov S., Horowrrz A.R. (2002): Emamectin, a novel insecticide for
controlling field crop pests, «Pest Management Science», 58, pp. 1091-1095.

Josk L., Armes N.J., FarLow R., ALpripGe K., Rosin E, Tepescur L. (2007): Meta-
flumizone a new broad-spectrum insecticide for crop protection. XVI International Plant
Protection Congress. Session, 2A-8.

Lasota J.A., Dysas R.A. (1991): Avermectins: a novel class of compounds: Implications for
use in arthropod pest control, «Annu. Rev. Entomol.», 36, pp. 91-117.

Licuorr R., Cestart P, SErRraTI L., Fusarint L. (2008): Emamectina benzoato (AF-
FIRM): Innovativo insetticida per la difesa contro i lepidorteri fitofagi, Atti Giornate Fi-
topatologiche, 2008, 1, pp. 3-8.

MarcHEsINI E., Mort N., Pasint M., Basst A. (2008): Selettivita di Rynaxypyr™ su ar-
tropodofauna utile in agroecosistemi diversi, Atti Giornate Fitopatologiche, 2008, 1, pp.
71-76.

MarcHr A., GentiL E., Tarrazzr S., M. ManNarest M. (2008): Mezaflumizone (AL-
VERDE®): nuovo insetticida ad ampio spettro per la difesa di patata e colture orticole, Atti
Giornate Fitopatologiche, 2008, 1, pp. 23-28.

NauveN R. e Konanz S. (2005): Spiromesifen (Oberon®) as a new chemical option for resi-
stance management in whiteflies and spider mites, «Pflanzenshutz-Nachrichten Bayer»,
58, pp. 485-502.

Nauen R., ScunorsacH H.]., ELBERT A. (2005): The biological profile of the insecticide
Oberon®, «Pflanzenshutz-Nachrichten Bayer», 58, pp. 417-440.

Nicoraus B., Romin C., Bowkrs L. (2005): Ecoroxicological profile of the insecticide
Oberon®, «Pflanzenshutz-Nachrichten Bayer», 58, pp. 353-370.

Nieto J., StmoNerta E (2008): Flonicamid (TEPPEKI) nuovo insetticida sistemico per il
controllo di Afidi e Mosca bianca, Atti Giornate Fitopatologiche, 2008, 1, pp. 17-22.
Reves M., Franck P, CaarmiLLoT PJ., IoriarTt C., OLIVARES J., PAsQuaLINt E., SaU-
PHANOR B. (2007): Diversity of insecticide resistance mechanisms and spectrum in Euro-
pean populations of the Codling moth, Cydia pomonella, «Pest Management Science»,

63, pp. 890-902.



84 MARIO SOLINAS

Rorrent S., ARCANGELI G., GoLrLo M., GuaLco A., MEYER ]., CANTONI A. (2008): Spi-
romesifen (OBERON): Nuovo insetticida per il controllo di alcuni artropodi dannosi delle
colture orticole, Atti Giornate Fitopatologiche, 2008, 1, pp. 29-34.

SoLiNas M. (2003): Evoluzione dei mezzi di difesa fitosanitaria: La difesa entomologica, «I
Georgofili. Quaderni», 2003, I, pp. 85-102.



Aurerio Ciancio*, SERGIo MoLiNARTY, TRiFONE D’ADDABBO*

Innovazioni nella difesa delle colture
da nematodi fitoparassiti

I nematodi sono presenti sul pianeta da circa mezzo miliardo di anni e
rappresentano un gruppo animale di successo, diversificato e specializzato,
presente in natura in tutte le nicchie ecologiche disponibili. Nel terreno,
molti gruppi svolgono un ruolo utile come decompositori o predatori, e
solo una piccola frazione del totale delle specie ¢ nota per parassitare le
piante. Fra queste, alcune specie inducono un impatto economico signi-
ficativo sulle colture, e risultano essere un serio fattore limitante per le
produzioni agrarie.

Questa constatazione spiega l'attenzione dedicata nelle ultime decadi ai
nematodi fitoparassiti e gli sforzi finalizzati al loro contenimento. Come per
altre discipline afferenti alla protezione delle piante, la nematologia ¢ oggi in
una fase matura in cui 'ottimismo iniziale sull’'uso generalizzato di prodotti
chimici e fumiganti ha lasciato spazio a una visione pili pragmatica e olistica,
finalizzata alla gestione integrata e razionale delle fitoparassitosi.

Le specie fitoparassite afferiscono principalmente ai nematodi galligeni,
cisticoli e a specie vettrici di virus. Altri gruppi d’importanza agraria inclu-
dono nematodi delle lesioni e fogliari. Le perdite di produttivita variano in
funzione delle specie e delle colture interessate. Diverse stime, spesso non in
accordo fra loro, collocano le perdite di produzione causate dai nematodi, in-
cluso il prodotto non commerciabile, in un ordine di grandezza variabile dal
5 al 20% della produzione agraria mondiale. La stima dell'impatto economico
causato dai nematodi non ¢ infatti agevole, variando sia in funzione del tipo
di danno causato che del parametro agronomico o economico utilizzato per
la sua quantificazione (ad es. resa colturale, percentuale di prodotto non com-

* Istituto per la Protezione delle Piante, CNR, Bari
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merciabile ma destinabile ad altro uso agroindustriale, costi diretti o indiretti
derivanti dalle strategie di difesa adottate).

Nei paesi maggiormente industrializzati I'espansione di attivita agricole di
tipo sostenibile, integrato o “biologico” richiede lo sviluppo di nuovi fattori di
produzione e la ricerca di tecnologie alternative ai fitofarmaci per produzioni
specializzate puo avere anche ricadute applicabili nell’agricoltura convenziona-
le. In questa relazione verranno presi in esame alcuni aspetti teorici e applicativi
relativi alle innovazioni introdotte nella gestione dei problemi nematologici,
con particolare riguardo alle procedure maggiormente ecocompatibili.

I. CENNI SU NEMATODI VETTORI DI VIRUS, STRATEGIE
DI DIFESA E PREVENZIONE

Due gruppi di nematodi, appartenenti alle famiglie Longidoridae (Dorylai-
mida) e Trichodoridae (Triplonchida), includono specie in grado di trasmet-
tere virus delle piante. In particolare, i Longidoridae trasmettono Nepovirus,
mentre i Trichodoridae sono vettori di Tobravirus (Lamberti e Roca, 1987;
Decraemer & Robbins, 2007).

Il GFLYV, Grapevine fanleaf virus, & il piti importante virus trasmesso da ne-
matodi in Italia. Esso ¢ I'agente causale del complesso dell’arricciamento in-
fettivo della vite, noto come “fanleaf”, malattia molto significativa dal punto
di vista economico, che causa deformazioni di foglie e steli, estesi giallumi fo-
gliari con consistenti perdite di produzione (Lamberti, 1991; Martelli, 2002).
GFLV ¢ un Nepovirus che puo essere anche trasmesso per via meccanica e
il cui vettore naturale & Xiphinema index, specie diffusa in molte regioni del
mondo in cui la vite ¢ coltivata. Le perdite di produzione sono consistenti,
per via dei foci epidemici che si sviluppano progressivamente nei vigneti in-
festati dal vettore, ovvero quando viene utilizzato materiale di propagazione
non certificato.

Recenti indagini hanno mostrato che GFLV ¢ ancora endemico, in Italia,
nel materiale di propagazione (Bica et al., 2002). Xiphinema index ¢ purtrop-
po endemico nelle aree del Mediterraneo, ma non ¢ stato rinvenuto in campi
di pre-moltiplicazione, per cui ¢ possibile che il virus sia diffuso con partite di
materiale di propagazione infetto (Bica et al., 2002). Xiphinema index ¢ spes-
so risultato associato a GFLV in Italia meridionale (Catalano et al., 1992). In
Puglia, questo nematode ¢ stato rinvenuto negli ultimi anni con frequenze del
28% dei campioni analizzati, provenienti da parcelle da reinvestire a vite ov-
vero da vigneti in corso. Si tratta di un nematode longevo, il cui ciclo di vita
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puo durare piti di un anno, in grado di rimanere virulifero per lunghi periodi
di tempo e di acquisire particelle virali anche alimentandosi sui residui delle
radici presenti nel terreno dopo la rimozione delle piante (Raski et al., 1965;
Taylor e Raski. 1964). Lassociazione virus-vettore ¢ molto specifica e le parti-
celle di GFLV acquisite durante la fase di alimentazione rimangono adsorbite
sulla superfici interna dello stiletto e dell’esofago, dove possono restare per
lunghi periodi di tempo. Il virus viene rilasciato attraverso lo stiletto quando
il vettore si alimenta su nuove radici, ma viene perduto con la muta (Taylor e
Robertson, 1970; Belin et al., 2001).

Altri importanti virus trasmessi da nematodi in Italia sono: SLRV, Straw-
berry Latent Ringspot Virus, responsabile della malattia nota come “rosetta a
foglie saliciformi del pesco”, caratterizzata da internodi raccorciati con vegeta-
zione affastellata e trasmesso da Xiphinema diversicaudatum, e AILV, Artichoke
Italian Latent Virus, trasmesso da Longidorus apulus su carciofo (Lamberti e
Roca, 1987).

Una fondamentale strategia di contenimento della diffusione di GFLV o
altri virus si basa sull’'uso di materiale di propagazione certificato esente dalla
malattia. Con questa procedura di difesa si mira infatti a prevenire la disper-
sione del virus. A tal fine numerosi progressi sono stati effettuati negli ultimi
anni, e sono disponibili tecniche biologico-molecolari basate sia sull'uso di
anticorpi (ELISA) che su sonde specifiche con PCR, in grado di rivelare la
presenza del virus nei tessuti vegetali o anche in singoli esemplari del vettore
(Esmenjaud et al., 1993; 1994; Rowhani et al., 1993). Tecniche basate su
sonde a DNA fluorescente consentono di accertare non solo la presenza del
virus, ma d’individuarne singoli polimorfismi nucleotidici, per via dell’elevata
specificita. Queste proprietd, correlate all'informazione presente nel genoma
virale, hanno una pratica applicazione in epidemiologia e diagnostica quaran-
tenaria, ovvero quando ¢ necessario identificare isolati endemici in specifiche
aree geografiche.

Quando il vettore ¢ presente in campo, le risorse per evitare la sua disper-
sione con il vigneto in atto sono molto limitate. Dopo I'espianto, la rotazione
con colture non ospiti per alcuni anni rimane sempre una strategia necessaria
e puo essere utilmente integrata con trattamenti nematocidi con prodotti
come I' 1,3 dicloropropene, in grado di abbattere la popolazione del vettore
(Lamberti, 1991). In assenza di fumigazione, i vigneti infestati da X. index
normalmente richiedono un periodo di quarantena pit lungo (4-7 anni),
prima che sia possibile il reimpianto. In ogni caso, sono sempre necessari
campionamenti replicati nel tempo e nello spazio per verificare I'assenza o
Ieliminazione del vettore.
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La ricerca di materiale vegetale resistente, sebbene sia un’alternative molto
promettente, ¢ resa difficile dalla durata delle strategie di miglioramento gene-
tico per portainnesti resistenti e che siano compatibili per 'innesto (Esmen-
jaud e Bouquet, 2008). Fonti di resistenza a X. index sono presenti in Vitis
candicans, V. solonis, V. arizonica, V. ruforomentosa e V. smalliana (Kunde et al.,
1968). Fra i portinnesti e gli ibridi di Vizis spp., a parte la moderata resistenza
a X. index del 1613C, resistenza moderata al nematode ¢ stata rinvenuta an-
che nei portinnesti Freedom e Harmony, ottenuti sempre dal 1613C (Harris,
1988). Purtroppo questi portinnesti non manifestano resistenza al virus. Nel-
la cultivar Bérner (ibrido di V. riparia x V. cinerea), ¢ riportata resistenza sia a
X. index che a GFLV (Becker 1989; Becker e Sopp, 1990). Tuttavia, in prove
di campo condotte in Francia, 'infezione da GFLV su Cabernet-Sauvignon
innestato su Borner non ha mostrato differenze significative dagli altri portin-
nesti suscettibili (Esmenjaud e Bouquet, 2008).

Interessanti fonti di resistenza sono state rinvenute anche in Muscadinia ro-
tundifolia. Purtroppo la distanza genetica che separa questa specie dal genere Vizis
non la rende compatibile e suscettibile d’impiego come portinnesto per V. vinifera
(Bouquet & Hevin, 1978; Bouquet, 1980). Alcuni ibridi brevettati di V. vinifera
x M. rotundifolia hanno manifestato resistenza a GFLV (Walker et al., 1994), in
seguito rivelatasi parziale, per via del fatto che consentivano il movimento del
virus nei tessuti della pianta limitando i danni a livello del frutto. Fra questi, solo
il VR 039-16 viene considerato in California per i siti a rischio di fanleaf (Esmen-
jaud e Bouquet, 2008). Questo portinnesto presenta pero altri inconvenienti, fra
cui la suscettibilitd a nematodi galligeni e la difficile moltiplicazione.

Alcuni portinnesti sono stati ottenuti in Francia dall'incrocio di ibridi F,
V. vinifera x M. rotundifolia (resistenti a nematodi) col portinnesto 140 Rug-
geri (V. berlandieri x V. rupestris). Librido Mtp 3146-1-87 ¢ tollerante alla
clorosi ed ¢ usato nel Mediterraneo. Esso ha mostrato in campo un notevole
ritardo nell’infezione da GFLV e, rispetto a SO4 e 140 Ruggeri, una maggior
produzione (Bouquet et al. 2003). Questo portinnesto richiede perd un affi-
namento di alcune caratteristiche agronomiche per quanto riguarda la facilita
di moltiplicazione.

2. METODOLOGIE BASATE SU ANTAGONISTI BIOLOGICI: ASPETTI TEORICI
(MODELLISTICA) E PRATICO-APPLICATIVI

Il terreno ¢ un sistema complesso in cui i nematodi fitoparassiti coesistono
con numerosi antagonisti naturali a diverso grado di specializzazione, come
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funghi acquatici, ifomiceti, batteri, amebe o predatori come nematodi, tardi-
gradi e acari (Sayre e Starr 1988; Stirling, 1991; Ciancio, 2000). Cambiente
tellurico presenta infatti una grande biodiversita microbiologica, dell’ordine
di 10° specie per grammo di terreno (Torsvik et al., 1990). Sebbene la mag-
gior parte dei microrganismi svolga funzioni come la decomposizione o il
riciclo dei nutrienti, nei terreni non coltivati ¢ spesso possibile osservare una
grande diversita di antagonisti. Luso indiscriminato di nematocidi di sintesi e
di fumiganti spesso comporta, nei terreni agricoli, una riduzione significativa
di tutte le specie, incluso quelle utili, sia dal punto di vista della densita che
per quanto concerne la loro biodiversita.

2.1 Principali antagonisti

Gli antagonisti di nematodi rientrano principalmente in due gruppi: batteri
e funghi. I batteri del genere Pasteuria sono antagonisti specifici. Si tratta di
specie Gram-positive afferenti alle Bacillaceae, specializzate e caratterizzate
da endospore infettive e durevoli, dal tipico aspetto a ventosa (Sayre e Starr,
1988; Stirling, 1991; Sturhan et al., 1994). Numerose specie attaccano ne-
matodi fitoparassiti, ma il gruppo include anche specie parassite di nematodi
predatori o di vita libera, presenti sia in terreni agrari che in terreni non col-
tivati. Quasi tutte le specie di Pasteuria sono state osservate in nematodi, con
Peccezione di P ramosa, parassita di Daphnia spp. Pasteuria penetrans ¢ paras-
sita di nematodi galligeni del genere Meloidogyne (Mankau, 1975; Stirling,
1991; Sayre e Starr, 1988). Altre specie sono: P thornei, descritta da Pratylen-
chus brachyurus (Starr e Sayre, 1988); P nishizawae, descritta da Heterodera
glycines (Noel et al., 2005); Candidatus P. usgae, descritta da Belonolaimus
longicaudatus (Giblin Davis et al., 2003) e P hartismeri descritta da Meloido-
gyne ardenensis (Gowen et al., 2008).

Tutte le specie di Pastenria hanno un’endospora durevole provvista di fibre
parasporali. Essa ¢ sia una forma di resistenza che un propagulo infettivo, ¢
molto resistente alle alte temperature e alla disidratazione, e resta vitale per
molto tempo (Mankau, 1975; Stirling, 1991). Le fibre parasporali consen-
tono 'adesione all’ospite, che ¢ molto specifica. Nel genere Pasteuria sono
presenti specie che sporulano nell’ospite adulto (P penetrans, P nishizawae),
negli stadi giovanili (Sturhan et al., 1994; Ciancio, 1995a) o in entrambi gli
stadi dell'ospite (Ciancio, 1995a; Galeano et al., 2003).

Linfezione avviene in maniera passiva per adesione dell’endospora alla cu-
ticola del nematode, grazie ai movimenti di quest’ultimo nel terreno. Dopo
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una fase di attivazione, il processo germinativo penetra nella cuticola, origi-
nando la fase parassitaria con la proliferazione di un tallo dicotomico. Il ciclo
termina con la sporulazione e la formazione di nuove endospore all'interno
del nematode che vengono disperse nel terreno, per iniziare a un nuovo ciclo
alla morte di quest’ultimo.

Altri batteri Gram-negativi sono stati recentemente individuati e mostra-
no un ciclo parassitario simile a quello di Pasteuria spp. Essi sono in gra-
do di aderire alle larve di Meloidogyne spp. e di germinare al loro interno,
dando origine a una fase infettiva che si conclude con la morte dell’ospite.
Questo gruppo di batteri, non coltivabili, ¢ attualmente allo studio. Inoltre,
applicazioni di tipo metagenomico hanno mostrato U'esistenza di una grande
biodiversita di specie batteriche associate a nematodi d’importanza agraria,
suggerendo che quanto oggi ¢ noto rappresenti solo una frazione delle specie
esistenti (Nour et al., 2003).

Fra i funghi che attaccano i nematodi, solo alcune specie hanno un inte-
resse pratico. Gli organi di cattura di alcuni ifomiceti (per esempio le trap-
pole di Arthrobotrys spp.) sono strutture molto sofisticate ma non specifiche,
finalizzate ad acquisire fonti addizionali di nutrimento per fronteggiare la
competizione da parte di altri microrganismi. In altri casi ¢ invece la biologia
degli stessi organismi a non renderli adatti a uno scopo pratico, come per
Catenaria anguillulae, un fungo acquatico comune nei terreni agrari. Sebbene
sia molto diffuso, la necessitd di un ambiente acquatico ne limita applica-
zione. Altre specie, pur provviste di veri organi di attacco (per esempio le
cellule “cannone” di Haptoglossa o le spore a uncino di Harposporium) hanno
un ruolo marginale nell’ecologia del terreno, sono coltivabili con difhicolta o
interessano solo i nematodi di vita libera.

Applicazioni con alcuni prodotti industriali a base di micelio sono ripor-
tate in letteratura per A. irregularis (Cayrol, 1983), A. oligospora e Dactylellina
dactyloides (Jaffee, 2000; 2003). Queste specie sono caratterizzate da trappole
formate da ife adesive o anelli costrittori di cui si servono per la cattura dei ne-
matodi. Risultati di maggior interesse sono riferiti per ifomiceti quali Pocho-
nia chlamydosporia, parassita di uova di nematodi galligeni e cisticoli (Kerry
etal., 1993; De Leij et al., 1993; Bourne et al., 1994; Kerry e Bourne, 1996)
o per il predatore Dactylellina ellipsospora (syn. Monacrosporium ellipsosporum)
(Gaspard e Mankau, 1987; Jaffee ¢ Muldoon, 1994; Jaffee, 2003) (tab. 1).
Quest’ultima specie forma nella rizosfera delle reti di ife provviste di bottoni
adesivi, che immobilizzano i nematodi prima di essere colonizzati dal micelio
del predatore. Un altro fungo parassita d’interesse agrario ¢ I'ifomicete Hir-
sutella rhossiliensis, caratterizzato da conidi adesivi che germinano in seguito
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all’adesione passiva all’ospite, per svilupparsi con un micelio al suo interno.
Numerose sperimentazioni hanno chiarito per questa specie il rapporto di
densita dipendenza con 'ospite e i fattori biotici e abiotici in grado d’influen-
zarne lattivita (Jaffee e Mclnnis, 1991; Jaffee et al., 1992).

2.2 Modellistica

Lapproccio sperimentale allo studio degli antagonisti dei nematodi si basa
sull’osservazione ripetuta nel tempo di un microcosmo (rizosfera), col rilie-
vo dei dati relativi al parassitismo e alla densita di ospiti e antagonisti. Per
interpretare le dinamiche di popolazione ¢ pero necessario disporre di un
quadro teorico sulla regolazione in natura operata dagli antagonisti. Linsie-
me costituito dai nematodi fitoparassiti, antagonisti, dalle altre componenti
biotiche del terreno, unitamente all’apparato radicale e ai fattori pedologici e
ambientali, costituisce un tipico sistema complesso provvisto di componenti
caotiche che rendono difficile prevederne I'evoluzione nel tempo (Ciancio,
2000). Sono disponibili perd dei modelli interpretativi in grado di far luce sui
meccanismi di regolazione delle popolazioni in natura. La modellistica delle
relazioni ospite-parassita trae ausilio dagli studi teorici svolti nel passato e
dalle problematiche legate al monitoraggio di antagonisti o parassitoidi (Has-
sel, 1978). Lotka e Volterra, come in seguito Anderson e May (1981), hanno
costruito una solida base teorica su cui sviluppare modelli e simulazioni, utili
anche per invertebrati e antagonisti.

I dati delle dinamiche di popolazione rappresentano la base quantitativa
dell’analisi delle relazioni densita-parassitimo nel tempo e/o nello spazio (Jaf-
fee, 1992) e delle relazioni densita-dipendenti (Jaffee et al., 1990). Uno degli
obiettivi dei modelli ¢ valutare gli effetti di medio e lungo termine dei trat-
tamenti inondativi ovvero dei semplici inoculi, effettuati con la trasmissione
dell’infezione nella popolazione ospite, da parte dei microrganismi citati. Il
primo modello generale in grado di descrivere una regolazione stabile nel
tempo (Lotka-Volterra, LV), si basa su un sistema di due equazioni applicabi-
le a un ampio spettro di situazioni. Esso utilizza quattro costanti che descrivo-
no l'antagonismo fra due specie, une delle quali (X) ¢ la preda/ospite mentre
la seconda (Y) ¢ il predatore/parassita. Per 'applicazione al sistema nematodi-
antagonisti, la densita dei nematodi nel tempo ¢ ¢ riferita a un volume del
microcosmo (per es. 100 cm?® o un litro di terreno della rizosfera) mentre la
prevalenza (percentuale di vero parassitismo o di esemplari infetti) ¢ usata per
antagonista. Nella sua forma piu semplice, alle differenze, ogni valore di X
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e Y pud essere calcolato a partire da valori iniziali, con somme o differenze a
intervalli di tempo regolari (giorni, settimane o mesi, in funzione della scala
del campionamento usata). Le equazioni 1) e 2) del modello originano, con
le costanti appropriate, delle fluttazioni con cicli regolari nel tempo:

X =X +aX -bXY, 1)

t+1

Y SY +cXY,-dY, 2)
Per una popolazione di nematodi con un singolo parassita specifico (per
esempio Pasteuria), le costanti sono: il tasso a di moltiplicazione dell’ospite,
il tasso b di declino dovuto all’antagonista (o prevalenza), il tasso c di crescita
della popolazione dell’antagonista (o prevalenza), e il tasso d di riduzione del
parassita (o prevalenza), per via della mortalitd naturale del parassita.

In questo modello ¢ possibile osservare la relazione fra due specie su un
solo piano cartesiano chiamato “spazio delle fasi” (fig. 1a). Nel solo caso di
relazioni stabili, le simulazioni producono un ciclo con un’orbita a “satellite”
visibile quando le osservazioni (reali o simulate) sono proiettate su questo
piano. Il ciclo si produce per via delle fluttuazioni dei valori nel tempo e ha
un andamento antiorario. Inoltre, la sua forma varia in funzione dei punti
iniziali usati per le dinamiche simulate (fig. 1b,c). Le densita e prevalenze
simulate tendono a chiudere il ciclo intorno a un singolo punto chiamato
“punto d’equilibrio”, man mano che i valori iniziali delle due variabili si av-
vicinano alle sue coordinate. In termini dinamici, al punto d’equilibrio non
si osservano variazioni o fluttuazioni nel tempo di prevalenza e densita, che si
riducono a due rette orizzontali (dx/dt = dy/dt = 0). I valori delle coordinate
del punto d’equilibrio (indicati con un asterisco) sono dati dai rapporti fra le
costanti usate nel modello: X'=d/ceY =a/b.

Questo modello ¢ stato applicato allo studio di una popolazione di Xi-
phinema diversicaudatum su pesco e di Tylenchulus semipenetrans su agrumi,
ciascuna associata a una specifica Pasteuria sp. (Ciancio, 1995b; 1996). Seb-
bene le dinamiche reali delle popolazioni studiate ricadano nei cicli simula-
ti dal modello, quest'ultimo non fornisce informazioni circa i meccanismi
di regolazione, per via della mancanza di dettagli analitici. Per via della sua
regolarita, inoltre, esso non spiega gli effetti delle numerose variabili ester-
ne coinvolte nel parassitismo in natura e altri effetti stocastici. Le equazioni
1) e 2) hanno comunque migliorato I'interpretazione dei dati, fornendo un
quadro pil attendibile rispetto ad altri modelli applicabili a insetti, per es.
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quello di Nicholson-Bailey, per via delle instabilita prodotte da quest’ultimo
(Atibalentja et al., 1998).

Il modello G sviluppato da Anderson & May (1981), consente ur’inter-
pretazione piu analitica della regolazione da microparassiti come Pasteuria
spp. Nella sua forma alle differenze, esso ¢ il seguente:

H = H, +rH, -aY, 3)
X, = X+aX+Y)-6X -vW X +yY, 4)
Y, = Y, +vW X -(a+b+y)Y, 5)
W, = W, +AY -(p+vH)W, 6)

In questo modello H corrisponde alla densita di popolazione in un volu-
me di spazio (nel caso dei nematodi: la rizosfera); X indica la frazione della
popolazione ospite parassitata, ma non ancora in grado di trasmettere il pa-
rassita; Y indica la componente della popolazione in grado di trasmettere
l'infezione e W corrisponde alla densita dell’antagonista nello stesso volume
(rizosfera). Il sistema calcola per ogni tempo # I'incremento o variazione delle
varie popolazioni. Le costanti sono 4: tasso di moltiplicazione dell’ospite, &:
tasso di mortalita dell’ospite, a: mortalita indotta dal parassitismo, v: tasso di
variazione da infetto a infettivo dell’ospite, y: tasso di guarigione dell’ospite,
A: numero di propaguli del parassita prodotti per ospite e p: tasso di mortalita
del parassita.

Utilizzando questi modelli ¢ possibile simulare, noti i valori della costanti
e le densita iniziali delle due specie, le dinamiche di popolazione per ottenere
informazioni utili sul sistema, per es. sulle quantita di propaguli dell’anta-
gonista da introdurre nel terreno per incrementare le probabilita di ottenere
delle estinzioni locali. Le popolazioni dei nematodi, infatti, sono confinate in
un microcosmo che corrisponde al volume di terreno esplorato dalle radici, e
la mobilita delle larve ¢ limitata alla ricerca di un sito di penetrazione, men-
tre i movimenti su distanze maggiori risultano dall’azione dell'uomo o dal
trasporto passivo (percolazione, acque d’irrigazione ecc.). Lestinzione locale
pertanto si riferisce al microcosmo, al cui interno devono essere eseguite le os-
servazioni ripetute nel tempo (Jaffee e Mclnnis, 1991; Jaffee, 1992; Verdejo-
Lucas, 1992; Ciancio, 1995b). Poiché il campionamento ¢ spesso di tipo
distruttivo, per poter analizzare la relazione densita-dipendenti ¢ utile ripor-
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tare, per ciascuna osservazione temporale, le densita dei due organismi nello
spazio della fasi rappresentato dalle densita dell’ospite e del parassita. E anche
possibile effettuare un unico campionamento nello spazio, con numerose ri-
petizioni, per ricavare un quadro delle relazione densita-parassitismo senza
effettuare uno studio prolungato nel tempo (Jaffee e Mclnnis, 1991; Ciancio,
1996), poiché le diverse associazioni ospite-parassita non sono sincrone. La
rappresentazione nel piano delle fasi di un numero sufficiente di osservazioni
consente quindi la ricostruzione del ciclo.

Anche in questo modello, nello spazio delle fasi le variazioni temporali
delle due popolazioni seguono un’orbita circolare ad andamento antiorario,
con un numero elevato di cicli possibili, in funzione del punto d’avvio della
simulazione. Anche in questo caso si osservano punti d’equilibrio, che rap-
presentano il sistema quando le densitd restano costanti nel tempo. Sono
questi punti, o meglio la regione dello spazio di contorno che rimane stabi-
le, a rappresentare e simulare gli effetti osservati in campo di soppressivita
del terreno o di regolazione biologica. Come indicato da Anderson & May
(1981), il punto d’equilibrio della popolazione totale dell’ospite H* dipende
dal suo tasso di evasione dalla classe “infetti” (I' = a + b + y), dal coefhiciente
di transmissione dei propaguli (f = VA / p) e dal numero totale di stadi infetti-
vi prodotti per ospite: A = (o + b +y) / A. Per la densita dell’antagonista, il suo
punto d’equilibrio W* dipende dal tasso di crescita dell’ospite (r = a - b), dal
tasso I', dalla mortalitd indotta dal parassitismo (a) e dal tasso di variazione
dell’ospite, da infetto a infettivo (v).

Le simulazioni realizzate con questo o altri modelli ancor pitt complessi,
sebbene non siano in grado di prevedere 'evoluzione nel tempo di un sistema
naturale per via di perturbazioni esterne e di componenti caotiche proprie,
ci permettono di conoscere il meccanismo di regolazione naturale. Sulla base
di queste informazioni ¢ possibile ricavare delle indicazioni pratiche utili, per
esempio stimare le dosi dei trattamenti con gli antagonisti e i tempi richiesti
per ottenere l'effetto desiderato, con I'introduzione di antagonisti ovvero fa-
vorendo il loro incremento, se gia presenti nel sistema (Jaffee, 1992; Ciancio,
1995b; 1996; Atibalentja et al., 1998; Ciancio e Quenchervé, 2000).

2.3 Aspetti pratici e applicativi

Numerose prove sperimentali con P penetrans hanno mostrato interessan-
ti potenzialitd. Questa specie, a lungo considerata un parassita obbligato

(Mankau, 1975; Stirling, 1991; Sayre e Starr, 1988; Williams et al., 1989), ¢
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Iagente biologico pitt efficace per il controllo dei nematodi galligeni (tab. 1).
Recenti progressi (Hewlett, com. pers.) indicano che la sua coltivazione in
vitro ¢ possibile. La produzione di endospore su larga scala ¢ attualmente
nella fase di passaggio dal laboratorio all'industria. Negli Stati Uniti ¢ in cor-
so di registrazione un prodotto a base di endospore di P usgae ottenute con
fermentazione su substrati artificiali, per il controllo di Belonolaimus longicau-
datus. Anche il sequenziamento del genoma di P penetrans ¢ in fase avanzata
(Davies, com. pers.) e indica una parentela con Bacillus subtilis. Con la pro-
duzione di endospore a basso costo e su larga scala, lo sfruttamento di questi
batteri sara reso possibile. Resta da chiarire il ruolo di fattori come 'elevata
specificita di adesione all’ospite, da controbilanciare con I'uso di pil isolati.

Anche alcuni funghi nematofagi mostrano fattori favorevoli allo sviluppo
di prodotti applicativi. Per 2 chlamydosporia, ad esempio, ¢ accertata una spe-
cializzazione parassitaria legata a una serinproteasi (VCP1) attiva nelle prime
fasi di penetrazione dell’ifa nell'uovo. Questo enzima ¢ presente con varianti
dovute, nel gene codificante, a polimorfismi che, cambiando la composizio-
ne amminoacidica dell’enzima, ne alterano la conformazione molecolare e la
relativa funzionalita. La VCP1 mostra, negli isolati provenienti da nematodi
galligeni, maggiore efficacia nella lisi della cuticola di Meloidogyne, mentre
altre varianti, presenti in isolati provenienti da nematodi cisticoli del genere
Heterodera, mostrano maggior efficacia sulla cuticola di queste specie (Mor-
ton et al., 2003). Questa specializzazione parassitaria suggerisce un’approfon-
dita conoscenza degli isolati da utilizzare e dei nematodi bersaglio, prima di
avviare un programma applicativo con questo fungo.

Alri fattori devono essere considerati nella selezione dei funghi nema-
tofagi da applicare, come la presenza di clamidospore, che conferisce una
maggiore longevita del preparato e facilita di dosaggio. Questo fattore favo-
risce P2 chlamydosporia rispetto ad altri fomiceti, per via del gran numero di
clamidospore che alcuni isolati producono. In H. rhossiliensis la trasmissione
della spora al nematode ¢ influenzata dal potenziale della soluzione circo-
lante nel terreno. Questo fungo ¢ densita-dipendente, ma puo estinguersi in
assenza dell’ospite e sviluppa epidemie locali in tempi molto lunghi (Jaffee,
1992). Un fattore importante ¢ la dimensione dei pori del terreno, e quindi la
sua struttura, poiché I'infezione dell’ospite avviene attraverso conidi infettivi
posti all’apice di una fialide, prodotta perpendicolarmente all’ifa. Il diametro
dei pori del terreno in cui I'ifa e le fialidi vengono esposte influenza il paras-
sitismo. In terreni sabbiosi, con pori (e particelle) di grandi dimensioni, la
probabilitd del parassitismo ¢ inferiore rispetto a quanto osservabile in ter-
reni limosi, dato che un maggior volume aumenta la probabilita dell’ospite
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di evadere l'infezione passiva. In terreni molto compatti, viceversa, la scarsa
mobilitd dei nematodi rende meno probabile 'adesione delle spore (Jaffee et
al., 1990). Hirsutella rhossiliensis & stata rinvenuta in Italia in associazione a
nematodi Longidoridae (Ciancio et al., 1986) e risulta endemica in Sicilia e
in Campania, dove ¢ stata anche osservata su Heterodera daverti e larve di H.
goettingiand.

Infine, un fattore importante da considerare nell’approccio sperimentale
riguarda la conoscenza approfondita della biologia degli antagonisti e delle
caratteristiche proprie degli organismi con cui interagire. Per P chlamydo-
sporia, ad esempio, oltre la specificita parassitaria, ¢ nota la variabilita degli
isolati nella capacita di colonizzare terreno e rizosfera, e come questo fattore
risenta della presenza degli apparati radicali delle piante utilizzate nella rota-
zione (Bourne et al., 1994). Un ulteriore fattore da considerare ¢ I'impatto
ambientale di queste specie, e la potenziale attivita contro altri organismi o
specie superiori, incluso 'uvomo. Alcuni funghi considerati nematofagi sono
patogeni per 'uomo, e questi fattori possono essere importanti. Per le ragioni
pratiche e applicative citate, il monitoraggio di un isolato dopo la sua intro-
duzione nell'ambiente ¢, pertanto, un fattore chiave: sono oggi disponibili
tecnologie basate sulla PCR di geni specifici e sul riconoscimento di partico-
lari regioni del DNA presenti in una sola specie o un isolato (Hirsch et al.,
2001; Mauchline et al., 2002; Ciancio et al., 2005). E inoltre possibile mo-
nitorare P chlamydosporia dopo il suo inoculo, estraendo il DNA dal terreno
con tecniche specifiche come I'ibridazione con sonde (dot-blot) o la PCR in
tempo reale (Rosso et al., 2007).

3. PROSPETTIVE PER LA RICERCA E APPLICAZIONI PRATICHE
DI FONTI DI RESISTENZA

Resistenza ¢ un termine generalmente usato per descrivere la capacita delle
piante di limitare o sopprimere lo sviluppo e la riproduzione dei nematodi.
Tuttavia, in molti casi, esso puo significare anche I'assenza di malattie o di
sintomi specifici nella pianta, associati ai nematodi. La resistenza genetica
¢ un carattere legato alla presenza di specifici geni nel genoma dell’ospite,
definiti geni R e pud essere “verticale” ovvero “orizzontale”. La resistenza ver-
ticale ¢ solitamente controllata da un gene dominante ed ¢ specie-specifica.
Tuttavia, in qualche caso, essa pud essere valida solo per delle varianti intra-
specifiche dei nematodi, come razze, patotipi e biotipi. Al contrario, la resi-
stenza orizzontale ¢ poligenica e risulta determinata da parecchi geni minori,
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che conferiscono, con effetti additivi, una resistenza quantitativa piti larga ai
nematodi.

La resistenza genetica ¢ considerata uno dei migliori metodi per il controllo
integrato dei nematodi nella pratica agricola ed ¢ stata spesso preferita ad altri
metodi comunemente adottati, quali la lotta chimica, biologica o le rotazioni
colturali (Barker et al., 1994). Le cultivar resistenti garantiscono il potenziale
di resa di una coltivazione in quanto la resistenza consente di migliorare la
produzione in campi infestati con densita di popolazione dei parassiti che ec-
cedono la soglia di danno (Sikora ez /., 2005). Inoltre, innovative applicazio-
ni di miglioramento genetico hanno permesso di ottenere genotipi resistenti
per colture quali cotone, arachide, soia, etc., con un potenziale di resa uguale
a quello delle piu produttive cultivar suscettibili (Starr et al., 2002). Oltre a
essere un metodo a impatto ambientale nullo, 'uso della resistenza da parte
dei produttori prevede un minimo costo diretto e si adatta quindi a tutti i
sistemi di produzione agricola, sia intensivi che di sussistenza.

Tuttavia, anche I'uso della resistenza genetica presenta vari problemi che
rappresentano una difficile sfida per la ricerca futura nel settore. Uno dei
maggiori inconvenienti ¢ 'attuale scarsa disponibilitd di fonti di resistenza
da usare nella pratica agricola. Solo per poche importanti coltivazioni sono
oggi in commercio cultivar resistenti ai nematodi, valide per la produzione di
mercato. Tutte, inoltre, presentano resistenza ai soli endoparassiti sedentari,
quali i nematodi galligeni (genere Meloidogyne) o cisticoli (generi Heterodera
e Globodera). Questi, tuttavia, sono i generi che causano i pit ingenti danni
economici a livello mondiale. Si riportano esempi di uso corrente negli Stati
Uniti di cultivar di tabacco, pomodoro e cotone resistenti a varie specie di
Meloidogyne e di soia resistente a H. glycines, mentre, nell’Europa del Nord,
sebbene I'introduzione di patata resistente a G. rostochiensis ha avuto successo,
essa ha altresi portato alla maggior diffusione della specie vicina G. pallida,
contro cui 'applicazione della resistenza genetica sta mostrando effetti molto
pitt limitati (Starr e Roberts, 2004). Al contrario, nessuna resistenza a impor-
tanti specie di nematodi, specialmente nell'ambito degli ectoparassiti migra-
tori, ¢ stata rinvenuta finora in specie economicamente importanti, mentre la
si & trovata solo in specie selvatiche o genotipi non sfruttabili.

Questa scarsita di fonti di resistenza utilizzabili ¢ dovuta al fatto che gran
parte delle risorse genetiche disponibili deve ancora essere caratterizzata per
la resistenza ai nematodi. Per molte specie, inoltre, non vi ¢ ancora sufficiente
germoplasma disponibile in collezione. Individuare il carattere di resisten-
za in una cultivar o accessione in collezione con i biosaggi attualmente in
uso ¢ un’operazione estremamente complessa, di difficile interpretazione e
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che prevede tempi lunghi. Pertanto, la ricerca si ¢ da tempo indirizzata alla
produzione di marcatori molecolari di resistenza, che possono essere fram-
menti di DNA strettamente associati ai geni di resistenza o proteine e attivita
enzimatiche, associate alla reazione resistente delle piante (Abd-Elgawad e
Molinari, 2008). I vantaggi di una selezione con marcatori molecolari (mar-
ker-assisted selection, MAS) rispetto a quella per mezzo di laboriosi biosaggi
(che prevedono la crescita di piantine e la produzione di un inoculo valido,
Iinoculazione in vaso con uova o larve e il tempo di sviluppo dei parassiti),
sono enormi. Tentativi concreti di MAS sono gia stati eseguiti: per la soia, in
particolare, la selezione si ¢ basata con successo sul locus genetico 7¢I con
marcatori molecolari del tipo SSR (simple sequence repeat) o microsatelliti
(Young e Mudge, 2002).

Una volta che gruppi di DNA marcatori evidenziano una stretta associa-
zione al gene R di resistenza da isolare, con tecniche di “cammino sul cromo-
soma’ (chromosome walking), ¢ possibile identificare, clonare, sequenziare e
caratterizzare il gene. A tutt’oggi, circa 15 geni per la resistenza a nematodi
endoparassiti risultano clonati o identificati in mappe genetiche (Williamson
e Kumar, 2000). Il primo gene di resistenza ai nematodi a essere clonato &
stato HS177, dalla barbabietola da zucchero (genere Beta). Esso conferisce
resistenza al nematode cisticolo Heterodera schachtii. Linterazione pianta-ne-
matode piti studiata, invece, ¢ quella dei nematodi galligeni (Meloidogyne) col
pomodoro, il cui gene Mi conferisce la resistenza alle tre specie piu diffuse,
M. incognita, M. javanica e M. arenaria. Esso ¢ attualmente uno dei geni di
resistenza ai nematodi meglio caratterizzati (Williamson, 1998). AM; ¢ 'unico
gene noto finora che conferisce resistenza anche a organismi molto diversi
dai nematodi, quali I'afide della patata e la mosca bianca, che hanno per6 un
habitus nutrizionale analogo a quello dei nematodi, che prevede la puntura e
lassunzione degli alimenti dalle cellule penetrate con uno stiletto.

Lo scopo pratico dell'isolamento dei geni R di resistenza ai nematodi con-
siste nel loro trasferimento alle varieta di colture economicamente importanti,
per le quali la resistenza non ¢ disponibile. Se le piante transgeniche esprimes-
sero una resistenza effettiva contro i nematodi in condizioni di campo, ci sa-
rebbe inoltre la possibilita reale, tramite tecniche di manipolazione genetica,
di una drastica riduzione nell’'uso di nematocidi altamente tossici e pericolosi
per la salute umana e 'ambiente. Al momento, seppure in condizioni control-
late di laboratorio, solo il trasferimento intraspecifico di geni di resistenza ha
avuto successo, mentre gli stessi geni hanno mostrato un’efficienza limitata se
trasferiti in specie diverse. Ad esempio, il gene Mi-1 conferisce una resistenza
effettiva se trasferito in pomodoro suscettibile, ma non funziona se introdotto
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nel tabacco o in Arabidopsis. Lo stesso gene conferisce resistenza ai nematodi
ma non agli afidi della patata, se viene introdotto in melanzana (Williamson
e Kumar, 2006). Le prospettive di ricerca in questo settore, quindi, sono
indirizzate soprattutto alla disponibilita di validi marcatori molecolari per
una rapida selezione nei programmi di miglioramento genetico o screening
di collezioni genetiche, e allo studio di tutti i fattori che rendano ottimale la
modificazione genetica di piante suscettibili, con i geni isolati.

3.1 Problematiche legate all'insorgenza di popolazioni virulente: ['esempio di Me-

loidogyne spp.

Se la resistenza genetica appare come uno dei metodi migliori per il controllo
dei nematodi, 'eventuale bassa durabilita ¢ uno degli aspetti piti problematici
che puo vanificarne 'applicazione. Una delle minacce pit gravi all’efficienza
dei geni di resistenza ¢ I'insorgenza di popolazioni di nematodi in grado di
svilupparsi e moltiplicarsi anche su ospiti resistenti. Queste costituiscono le
cosiddette popolazioni virulente. Nei nematodi galligeni (Meloidogyne spp.)
esse sono molto studiate, per via dell'importante ricaduta economica (Starr e
Roberts, 2004).

La virulenza potrebbe essere collegata alla mancanza o modificazione di
quei prodotti genici dei nematodi la cui presenza “avverte” la pianta per mez-
zo dei prodotti dei geni-R. Pitt probabilmente, la virulenza puo essere dovuta
alla modifica di certe funzioni che consentono al nematode di evitare o tam-
ponare la risposta di resistenza della pianta, per esempio producendo antios-
sidanti o potenziando il proprio sistema antiossidativo o alterando il bilancio
ormonale per compromettere la risposta di difesa. A conferma ¢ stato osserva-
to che specie quali M. hapla o M. mayaguensis, che si riproducono su pomo-
doro che porta il gene Mi, o isolati di M. incognita selezionati in serra per la
virulenza, hanno attivita di enzimi antiossidanti quali superossidodismutasi,
catalasi e perossidasi, molto piu alte che popolazioni avirulente (Molinari e
Miacola, 1997; Molinari, non pubbl.).

Popolazioni di Meloidogyne virulente possono essere selezionate in serra
da popolazioni di campo avirulente, per mezzo d’inoculi ripetuti su pomo-
doro resistente. Inoltre, varie popolazioni in campo mostrano una virulenza
“naturale” senza essere sottoposte a selezione mediante esposizione al gene
Mi (Roberts, 1995). In campo ci sono casi in cui lunghe esposizioni alla
stessa cultivar di pomodoro resistente possono o no determinare I'insorgenza

di popolazioni in grado di superare la resistenza (Noling, 2000; Rich e Ol-
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son, 1999). Inoltre, esistono popolazioni in grado di originare linee virulente,
mentre altre popolazioni non ne sono capaci (Jarquin-Barberena et al., 1991).
Anche se il gene Mi ¢ presente in cultivar usate nella pratica agricola da pit
di vent’anni, la sua durabilitd potrebbe quindi essere minacciata nel prossimo
futuro dal rinvenimento di popolazioni virulente, la cui frequenza sta pro-
gressivamente incrementando.

3.2 Potenzialiti degli attivatori chimici di resistenza

In casi di accertata presenza di popolazioni virulente e di conseguente inef-
ficacia nell’'uso di cultivar resistenti, grosse potenzialita potrebbero avere gli
attivatori chimici di resistenza quali I'acido salicilico e i suoi analoghi, re-
sponsabili nelle piante della cosiddetta resistenza sistemica acquisita (Syste-
mic Acquired Resistance, SAR) (Durrant e Dong, 2004). Quando la SAR ¢
attivata, un’interazione pianta-patogeno normalmente compatibile, cioe ri-
sultante in una malattia dell’ospite, puo essere resa incompatibile. Pochi studi
sono stati condotti finora per accertare se la SAR sia indotta sistemicamente
anche da un’infestazione di nematodi e soprattutto se essa possa essere indot-
ta naturalmente o chimicamente, tramite trattamento con acido salicilico o
suoi analoghi chimici, per parassiti che attaccano le radici (Molinari, 2007).
Studi preliminari hanno recentemente appurato che particolari applicazioni
con acido salicilico possono indurre, nel pomodoro, resistenza a nematodi

galligeni (Molinari, 2008a; 2008b).

4. APPLICAZIONE E SVILUPPO DI METODI AGRONOMICI DI DIFESA:
BIOFUMIGAZIONE, SOVESCI E SOSTANZE DI ORIGINE NATURALE

Il metabolismo vegetale produce centinaia di migliaia di principi biologica-
mente attivi, in gran parte non ancora identificati, con un ruolo trascurabile
nei processi fisiologici primari della pianta ma determinanti per le relazioni
interspecifiche della stessa e in primo luogo nella difesa della pianta da pa-
togeni e parassiti. Tali sostanze sono di diversa natura chimica (per es. terpe-
noidi, alcaloidi, glicosidi, fenoli, tannini, ecc.) e possono costituire un'ampia
riserva di principi attivi potenzialmente utilizzabili contro i nematodi fitopa-
rassiti (Chitwood, 2002).

I meccanismi d’azione con cui tali molecole esplicano la loro attivita ne-
matocida o nematostatica possono essere differenti. Alcuni metaboliti sono in
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grado di determinare un’interruzione temporanea o permanente dell’alimen-
tazione del parassita, altri inducono cambiamenti morfologici o fisiologici,
mentre per altri principi lattivitd puo essere semplicemente di tipo repel-
lente. Inoltre, alcune specie vegetali possono agire come “piante trappola”,
impedendo il completamento del ciclo vitale e la riproduzione del nematode
all'interno delle radici.

A dimostrazione dell’enorme potenziale offerto dalle specie vegetali per
strategie sostenibili di lotta contro i nematodi fitoparassiti, viene di seguito
riportata una rapida rassegna dei principali raggruppamenti botanici cui ap-
partengono specie ad attivitd nematocida.

4.1 Sostanze attive ad azione nematocida

Alla famiglia delle Asteracee appartengono numerose specie ad attivitd ne-
matocida, ma tra queste le pill note sono sicuramente quelle del genere 7a-
getes, che agiscono inizialmente come piante trappola e quindi anche con
sostanze nematotossiche contenute nei tessuti (Uhlenbroek e Bijloo, 1959).
Le specie a pil spiccata azione nematocida, sebbene variabile in relazione al
nematode bersaglio, sono 1. erecta, 1. patula e 1. minuta (Ploeg, 1999). Tra le
altre Compositae, il genere Chrisantemum ha evidenziato spiccate proprieta
nematocide contro nematodi galligeni (Bar-Eyal et al., 2006), ma una buona
attivitd contro diverse specie di nematodi ¢ stata rinvenuta anche in specie
appartenenti ai generi Helenium, Gaillardia, Eryophyllum e Zinnia (Hijink e
Winoto Suatmadji, 1967). I flavonoidi presenti nei tessuti di varie Artemisia
spp. sembrano inoltre essere responsabili delle proprieta nematocide osservate
per tali specie (Sherif et al., 1987).

Lazione nematocida di specie di Cruciferae era gia stata riportata nel-
la prima meta del secolo scorso su nematodi cisticoli come G. rostochiensis
(Ellenby, 1945) e H. schachtii (Den Ouden, 1956). Lattivita biocida delle
Brassicaceae ¢ connessa al loro elevato contenuto in glucosinolati, metabo-
liti secondari la cui degradazione idrolitica genera componenti volatili quali
isotiocianati e nitrili, altamente tossici verso nematodi e funghi. Il potenziale
nematocida di tali specie ¢ stato rivalutato negli ultimi decenni grazie agli
studi sulla biofumigazione, ovvero 'effetto fumigante generato dai suddetti
componenti volatili, derivante dall’interramento della massa verde, o prece-
dentemente essiccata, di crucifere (Mojtahedi et al., 1991).

Numerose specie di Leguminosae tropicali, quali Crotalaria spp., Mucuna
spp. e altre, mostrano un’attivitd nematocida quando sono incluse in rota-
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zioni colturali o vengono utilizzate come sovescio verde (Reddy ez 4/., 1986;
Kushida et al., 2003). Lazione soppressiva sembra essere connessa essenzial-
mente alla produzione di metaboliti tossici o allo sviluppo sulle radici di una
specifica microflora batterica in grado di esercitare un effetto soppressivo sulla
nematofauna (Kloepper et al., 1991). Tra le leguminose dei climi temperati,
il sovescio di foglie e fusti di medica (Medicago sativa) e soia (Glicine max) ha
ridotto la schiusura delle uova di M. incognita (Johnson e Shamiyeh, 1975),
mentre estratti fogliari di Phaseolus vulgaris sono risultati tossici per Tylen-
chorbynchus dubius (Miller et al., 1973).

Contro Pratylenchus penetrans e M. incognita sono risultati efficaci essu-
dati radicali, estratti fogliari e olii essenziali di numerose specie spontanee o
coltivate di Graminacee, quali Brachiaria spp., Cymbopogon spp., Digitaria
decumbens (Brito e Ferraz, 1987; Haroon e Smart, 1983), cosi come il sove-
scio di biomasse verdi o essiccate di avena (Merwin e Styles, 1989). I prodotti
d’idrolisi dei glicosidi presenti in Sorghum spp. sembrano essere all'origine
dell’azione soppressiva conseguente al sovescio verde di tali piante (Widmer
e Abawi, 2000).

Gli olii essenziali presenti in un gran mumero di specie vegetali sono in
grado di svolgere una intensa attivita biocida (Malik et al., 1987). In partico-
lare, vanno ricordate numerose specie aromatiche della famiglia delle Lamia-
cee (Mentha spp., Ocimum spp., Oreganum spp.) i cui olii essenziali hanno
mostrato, sia in laboratorio che nel terreno, una spiccata azione biocida nei
confronti di nematodi galligeni (Oka et al., 2000; Walker e Melin, 1996).

Alle Meliaceae appartiene una specie arborea, il neem (Azadirachta indica),
da secoli nota per la ricchezza delle sue proprieta biologiche e per la sua azione
insetticida. Negli ultimi decenni numerosi studi hanno dimostrato la tossici-
ta, contro varie specie di nematodi fitoparassiti, di olii, estratti, foglie, radici
ed essudati radicali di questa specie (Akhtar, 2000). Numerose formulazioni
nematocide a base di olii di neem sono gia commercialmente disponibili. Le
basi chimiche della sua attivitd nematocida sono complesse e non ancora ben
chiarite, sebbene steroidi e terpenoidi, in particolare I'azadiractina, appaiano
come i principali componenti di tale attivita.

Un'altra specie arborea che ha recentemente dato origine allo sviluppo
industriale di formulati nematocidi ¢ la quillaja (Quillaja saponaria), il cui
estratto acquoso corticale presenta un elevato contenuto in saponine e tan-
nini, responsabili dell’attivita soppressiva osservata contro nematodi galligeni
(D’Addabbo et al., 2005). Pitt in generale, le saponine, glicosidi di steroidi e
triterpenoidi, sono sostanze presenti in molte famiglie botaniche e in grado di
svolgere un’elevata attivitd nematocida (Argentieri et al., 2008).
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Molte Solanaceae hanno evidenziato attivita soppressiva su varie specie
fitoparassite (Haseeb e Butool, 1996), e le specie con il maggior potenziale
nematocida, riconducibile all’elevato contenuto in alcaloidi, appartengono al
genere Datura spp. (Saxena e Sharma, 2005). La presenza di alcaloidi biologi-
camente attivi ¢ anche alla base dell’azione soppressiva su nematodi galligeni
di estratti acquosi e masse verdi sovesciate delle specie arbustiva Calotropis
procera (Asclepiadacee) (Reina et al., 2002) e Ricinus communis (Euphorbia-
ceae) (Mashela et al., 2007), sebbene nei tessuti di quest'ultima specie siano
stati identificati anche altri componenti attivi, quali flavonoidi e tannini.

Un elevato contenuto in componenti attivi contro i nematodi, quali olii
essenziali, saponine, flavonoidi ed esteroidi, ¢ inoltre responsabile dell’attivita
fungicida, battericida, insetticida e anche nematocida riscontrata nel gene-
re Chenopodium spp. (Chenopodiacee), e in particolare in C. ambrosioides
(Quarles, 1992).

Alla famiglia delle Rutaceae appartiene infine una specie, Ruta graveolens,
largamente studiata per la sua attivita nematocida, in particolare su nematodi
galligeni (D’Addabbo e Sasanelli, 2004). In tale raggruppamento botanico,
inoltre, rientrano numerose altre specie che, per il loro contenuto in olii es-
senziali, presentano un elevato potenziale nematocida.

4.2 Applicazione e utilizzo dell’ azione nematocida

Le modalita tecniche per uno sfruttamento concreto dell’azione nematoci-
da di queste specie vegetali possono essere di tipo agronomico o industriale.
Lutilizzo agronomico pud prevedere I'uso in coltura intercalare o in rotazione
con colture suscettibili, ovvero un sovescio della massa verde o il suo impiego
come pacciamatura della superficie coltivata. Lutilizzo industriale fa riferi-
mento al condizionamento della massa verde per la preparazione di granulati
o pellets da distribuire al terreno o all'impiego di un principio attivo per la
preparazione di formulati commerciali.

Lindividuazione di un principio nematocida di origine vegetale puo seguire
due differenti approcci (Harvey, 2000). Una prima modalita parte dall’osser-
vazione di un’attivitd nematostatica o nematocida in una specie vegetale e pro-
segue attraverso |'isolamento, la caratterizzazione chimica e il successivo saggio
biologico dei componenti attivi presenti nella pianta. Un secondo approccio
consiste nel procedere casualmente all’isolamento, identificazione e saggio bio-
logico di principi attivi, visto che & molto probabile che i prodotti del metabo-
lismo secondario siano coinvolti nelle interazioni pianta — nematode.
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In ogni caso, pochi principi attivi arrivano alla formulazione commerciale,
poiché numerosi fattori possono condizionarne lo sviluppo e la commercia-
lizzazione. Un primo aspetto da considerare ¢ la brevettabilita di una sostan-
za, che pud essere complicata da una preventiva pubblicazione di dati sulle
sue proprietd nematocide. Occorre poi considerare le proprieta tossicologiche
e ambientali del principio attivo, visto che la sua origine naturale non ne
garantisce la sanitd per 'uvomo e 'ambiente. Altro elemento condizionante ¢
la possibilita di estrazione in quantitativi elevati, necessari per condurre saggi
biologici pil estensivi.

Tra i possibili metodi di produzione di una sostanza nematocida di origine
vegetale le opzioni tecnicamente ed economicamente pili interessanti sono
fornite dalle tecniche di biosintesi, quali la produzione su colture cellulari o
tessuti, ovvero il trasferimento dell'informazione genica relativa alla sintesi del
principio in microrganismi o direttamente nella pianta da proteggere. Il van-
taggio principale della produzione su colture cellulari o tissutali ¢ costituito
dalla rapida selezione di linee cellulari in grado di produrre pit elevati livelli
del metabolita, mentre gli aspetti negativi sono legati alla stabilita genetica del
materiale usato (Alfermann et al., 2003). Il trasferimento dell’'informazione
genica in un microrganismo consente la produzione del principio attivo me-
diante normali fermentazioni, ma non ¢ utilizzabile per metaboliti secondari
complessi, in cui numerosi geni siano coinvolti nella conversione di prodotti
intermedi nel prodotto desiderato. Peraltro, la manipolazione transgenica del
metabolismo di una pianta pud risultare assai complessa e portare a scarsi
risultati, per cui un’alternativa pitt semplice pud essere quella di trasferire in
microrganismi 'informazione relativa alla sintesi del principio attivo (Verpo-
orte e Memelink, 2002).

§. CONCLUSIONI

Abbiamo oggi a disposizione un ampio ventaglio di conoscenze, suscettibili
di sviluppo applicativo e/o industriale per esplorare e integrare diverse strate-
gie di controllo dei nematodi fitoparassiti. A tal fine i prodotti e le tecnologie
sviluppabili devono necessariamente caratterizzarsi per costi di produzione
contenuti, ma anche per efficacia, facilita d’uso e innocuitad nei confronti
dell'uomo e dell’ambiente.

Le tecnologie per la protezione “biologica” delle colture potranno inoltre
integrare nel futuro altri metodi avanzati, incluso la prevenzione o esclusione
del parassita, ovvero metodi di recente introduzione come il “precision far-
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ming”. Considerando il progresso dell’elettronica di consumo e I'integrazio-
ne attuale dei sistemi informativi ¢ possibile anche ipotizzare futuri scenari
di monitoraggio in tempo reale e di flussi di dati che, dal campo coltivato,
possano informare il produttore o il consumatore, anche per quanto riguarda
lo stato fitosanitario e la protezione di una coltura. Inoltre, sono molteplici i
vantaggi per 'economia, 'ambiente e la societa nonché le implicazioni legate
allo sviluppo di prodotti e processi per la gestione dei problemi causati dai
nematodi fitoparassiti. Grazie ai microrganismi, alle piante resistenti o ai piu
efficaci principi attivi di origine naturale possono emergere nuovi settori pro-
duttivi industriali e nuovi prodotti. Se le aspettative del mercato permangono
in crescita, ¢ infine possibile attendersi un’auspicabile riduzione dell'impatto
ambientale derivante dai trattamenti con prodotti di sintesi, con un maggior
standard di sicurezza per operatori e consumatori.

RIASSUNTO

Vengono descritte le innovazioni relative alle attuali possibilita di difesa delle colture dai
principali nematodi fitoparassiti. Per i nematodi vettori di virus, le strategie di difesa si
basano sempre sulla prevenzione con I'uso di materiale certificato esente da virus, che trae
vantaggio dai moderni metodi di diagnosi molecolare. Per la vite, prospettive interessanti
possono derivare anche dalla ricerca sui portinnesti resistenti a GFLV e/o al suo vettore,
Xiphinema index. Per i nematodi galligeni o cisticoli, diverse metodologie possono essere
prese in considerazione e integrate. Vengono illustrati aspetti teorici per 'uso di antago-
nisti biologici, come la modellistica, e pratico-applicativi, relativi alla biologia dei princi-
pali funghi e batteri. Vengono quindi prese in esame le problematiche legate alla disponi-
bilita di geni di resistenza, all'insorgenza di popolazioni virulente e alle potenzialita degli
attivatori chimici. Ulteriori innovazioni derivano dall’applicazione e sviluppo di metodi
agronomici di difesa come la biofumigazione e l'uso di sostanze di origine naturale, di cui
sono brevemente illustrate 'azione nematocida e le applicazioni.

ABSTRACT

The innovations related to the possibilities actually available for control of main plant
parasitic nematodes are described. For virus vectoring nematodes, protection strategies
should always rely on prevention, through the exploitation of plants certified as virus
exempt, which benefits from the modern methods of molecular diagnostics. For grapevi-
ne, interesting perspectives may result from the research on rootstocks resistant to GFLV
and/or its vector, Xiphinema index. For root-knot or cyst nematodes several metodologies
may be considered and integrated. The use of biological antagonists is reviewed, discus-
sing theorical aspects like modelling and practical ones, as those related to the biology of
main fungi and bacteria. The problems concerning the availability of resistence genes, the
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insurgence of virulent populations and the potentialities of chemical activators are then
reviewed. Further innovations result from the application and development of agrono-
mic practices of crop protection, like biofumigation and the use of natural compounds,
whose nematicidal activity and applications are briefly illustrated.
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Fig. 1 Applicazione del modello LV alla dinamica di popolazione per un nematode ospite
(X) e prevalenza da Pasteuria (Y). Rappresentazione della dinamica nello spazio delle fasi,
partendo da diversi valori iniziali di densita e prevalenza (a). La sovrapposizione dell’am-
piezza del satellite mostra la convergenza verso il punto d'equilibrio di coordinate X*, Y. La
stessa simulazione nel tempo t, a partire da diversi valori iniziali, mostra la variazione nelle
fluttuazioni temporali (b, c).

Antagonista Nematode Efficacia® Autori

Pasteuria penetrans Meloidogyne incognita G > 90 Stirling, 1991

Dactylellina ellipsospora M. incognita J2>90 Gaspard & Mankau,

1987

P. penetrans M. javanica E, 49 Gowen & Tzortzaka-
E, 40- 90* kis, 1992

D. ellipsospora M. incognita G, 49 - 61
EM, 25 -33 Santos et al., 1992
J2,49-5

Pochonia chlamydosporia M. incognita J, 30-40 De Leij et al., 1993
E, 28-66

P. chlamydosporia M. hapla J,7-13 De Leij et al., 1993
E, 42-44

P. penetrans Meloidogyne spp. G, 57-67 Tzortzakakis & Go-
G, 38-82° wen, 1994
E,0-49
E, 99 - 43"

P. chlamydosporia M. incognita E, 34 - 40 Kerry & Bourne,

1996

Hirsutella rhossiliensis M. hapla G, 74 Chen et al., 1999

P. chlamydosporia

H. rhossiliensis M. hapla J2,50 Viaene & Abawi,

P. chlamydosporia 2000

P. penetrans M. arenaria E 56 Cetintas et al., 2003

* Riduzione come % del testimone. E = uova / g radice; EM = masse d’'uova / g radice; G = indice
di galle; F = femmine / g radice; J2 = larve / 100 cc terreno

"In combinazione con oxamyl.

Tab. 1 Principali antagonisti di nematodi ed efficacia dei trattamenti sperimentali riportata
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Lotta biologica alle piante infestanti

INTRODUZIONE

Con il termine di pianta infestante, oppure malerba o, popolarmente, erbac-
cia, si intende generalmente una pianta che, non rivestendo alcuna funzio-
ne utile per 'uomo, ne va a danneggiare le produzioni agricole entrando in
competizione o parassitizzando queste ultime. Tuttavia, in senso piu ampio
e completo, il concetto pud essere esteso, oltre che alle piante infestanti i
campi coltivati, anche a quelle che crescendo in ambienti sia antropizzati che
naturali, interferiscono con le attivitd dell'uomo o modificano gli ecosistemi.
Rientrano in questo concetto ampliato, ad esempio quelle che crescono in
cittd e hanno effetti allergenici, o quelle che danneggiano il patrimonio ar-
cheologico, le specie acquatiche che ostacolano la viabilita dei corsi d’acqua, o
quelle che crescono negli ambienti naturali e riducono la biodiversita.

LA LOTTA BIOLOGICA

La lotta biologica alle specie infestanti ¢ una applicazione “non convenzio-
nale” della patologia vegetale ¢ della entomologia con la quale un organismo
dannoso ¢ utilizzato per mitigare I'effetto dannoso di specie bersaglio senza
danneggiare le specie vegetali non-bersaglio, come quelle coltivate o indigene.
Lidea di impiegare organismi viventi per controllare le piante infestanti risale
a oltre un secolo fa, e risultati molto incoraggianti sono stati ottenuti negli
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anni 60-70. Ma ¢ a partire dagli anni ’80 che vi ¢ stato un rinnovato interesse
per queste ricerche che ha portato a numerosi promettenti sviluppi, e nel
prossimo futuro ci saranno probabilmente ulteriori motivi di interesse. Fra
questi, 'aumentata richiesta per la riduzione dell'impiego dei prodotti chimici
nelle produzioni alimentari da parte dell’opinione pubblica; I'incremento dei
consumi di prodotti agricoli e agro-industriali biologici; la messa al bando di
diserbanti ritenuti pericolosi; i costi sempre pill elevati per lo sviluppo e la
registrazione di nuove sostanze attive; la mancanza di erbicidi registrati per le
colture minori; 'insorgenza di fenomeni di resistenza agli erbicidi di sintesi
nelle specie infestanti; I'impossibilita di utilizzare prodotti chimici in taluni
ambienti naturali o antropizzati; 'aumentata consapevolezza della necessita di
protezione dell'ambiente; gli effetti negativi di altre esistenti pratiche di gestio-
ne delle infestanti; la necessita di controllare infestanti non-agrarie e invasive;
gli elevati costi dei metodi di gestione delle infestanti negli ambienti naturali e
nelle colture estensive.

Il controllo biologico si basa sullo sfruttamento di determinate caratteri-
stiche di un organismo agente nei confronti di un altro organismo bersaglio.
Lobiettivo dovrebbe essere quello di ridurre la presenza della malerba a un
livello, o al di sotto di un livello, economicamente significativo (Huffaker,
1958).

Se correttamente impiegata e stabilizzata le lotta biologica classica (vedi se-
zione successiva) si presenta come una tecnica di controllo delle malerbe poco
dispendiosa, permanente, non pericolosa per 'ambiente e che non comporta
trattamenti ripetuti o correttivi. Lutilizzo delle strategie del controllo biologi-
co non implica l'eradicazione della pianta anzi, perché lo stesso consegua un
successo continuativo, un piccolo numero di bersagli dovrebbe permanere per
assicurare la sopravvivenza dell’agente. Questo, a sua volta, dovrebbe essere
sempre efficace per contenere il numero di piante bersaglio.

Gli insetti sono stati finora i principali protagonisti della lotta biologica in
quanto costituiscono il gruppo pitt numeroso di nemici delle piante. Le specie
di insetti che hanno evidenziato capacita applicative nel controllo biologico
delle malerbe appartengono agli ordine degli Emitteri, Omotteri, Tisanotteri,
Coleotteri, Lepidotteri, Ditteri e Imenotteri. Altre specie animali sono state
utilizzate, con risultati non sempre soddisfacenti; ad esempio un acaro ¢ stato
introdotto in Australia allo scopo di controllare una specie di cactus origina-
ria di quelle zone (Mann, 1969); i pesci, le lumache e il lamantino sono stati
utilizzati per il controllo di alcune piante acquatiche.

Altri organismi in grado di controllare adeguatamente le malerbe sono
gli agenti patogeni (funghi, virus, batteri). In particolare, i funghi, come gli
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insetti, risultano i pit utilizzabili perché presentano: (1) un alto grado di
specializzazione nei confronti dell’ospite, (2) alte capacita di adattamento
sull'ospite e (3) un elevato numero di specie adattabili a diverse situazioni
ecologiche (National Academy of Science, 1969).

Gli interventi di lotta biologica alle infestanti possono essere utilizzati in
differenti condizioni e ambienti, alcuni dei quali particolarmente favorevoli a
queste applicazioni, quali le coltivazioni biologiche e coltivazioni a gestione
integrata, gli ambienti naturali, quelli forestali, gli ambienti acquatici (canali,
corsi d’acqua, laghi) e quelli antropizzati (parchi urbani, zone archeologiche,
margini stradali e ferroviari).

La lotta biologica contro le infestanti viene realizzata con due modalita
fondamentali: il metodo classico e quello inondativo, che verranno di seguito
illustrati.

Un ulteriore metodo, chiamato “conservativo” o “system management”,
un approccio di tipo ecologico, propone di proteggere e ampliare le popo-
lazioni di agenti di biocontrollo naturalmente presenti, attraverso modifiche
ambientali o adattamento di preesistenti pratiche agricole, in modo da far
raggiungere a tali popolazioni una dimensione sufficiente a controllare la po-
polazione infestante bersaglio (Frantzen et al., 2001).

IL METODO CLASSICO

Definito anche “inoculativo” consiste nel rilascio di uno o piu agenti, im-
portati dalla stessa zona di origine della infestante, nell’ambiente in cui
Pinfestante si ¢ diffusa e provoca danni a causa dell’assenza di nemici na-
turali. Questo metodo prevede I'immissione dell’agente di controllo con
minime manipolazioni tecnologiche, su una superficie limitata rispetto a
quella infestata in modo da ottenere una progressiva epidemia che consenta
nel tempo il controllo dell’infestante nell’area considerata. Si tratta di una
strategia dal basso costo, e risulta particolarmente adatta per la gestione di
quelle popolazioni infestanti diffuse in aree vaste o a bassa redditivita, quali
pascoli, ambienti naturali, ambienti acquatici, zone boschive, che si ripro-
ducono soprattutto per via vegetativa e quindi geneticamente omogenee.
In queste situazioni esse rappresentano ideali bersagli per il controllo con
agenti che si sono coevoluti e che sono solo stati separati fisicamente per un
periodo di tempo. Se le condizioni sono favorevoli, 'agente si moltiplica e
si diffonde nella popolazione infestante limitandone la crescita e riducen-
done la diffusione. La popolazione inizia quindi lentamente a declinare. In



118 MAURIZIO VURRO ET AL.

Literature search, TW taxonomy 3 I
Field surveys, CBCA selection, hinlow & taxonom 2

< Host specificity, impact & risk it tests, CBCA genet P
| | l US sua.ram.ine studies, submit Euuﬂ E
1st year 2nd year 3rd year 4th year Sth year 6th year

Fig. 1 Diagramma schematico di un progetto di lotta biologica in funzione del tempo.
Abbreviazioni: TW = pianta infestante bersaglio; CBCA = Agente Candidato di Controllo Biolo-

gico.

questo caso sono necessari parecchi mesi, o anni, prima che si raggiunga il
desiderato livello di controllo.

Dal primo tentativo di lotta biologica classica (intorno al 1865), erano
stati introdotti in varie zone del mondo, contro 100 specie di infestanti natu-
ralizzate, circa 200 organismi (Julien, 1987). Gli esiti di tutte queste introdu-
zioni di nemici naturali sono alquanto variabili, anche se in circa il 25-30%
dei casi si puo affermare con sicurezza di avere ottenuto dei risultati soddi-
sfacenti, raggiungendo un controllo permanente delle infestanti bersaglio su
ampie aree.

Il controllo biologico classico ¢ applicabile soprattutto in aree relativamen-
te stabili dal punto di vista geo-climatico, come i pascoli naturali o le foreste,
oppure in tutte quelle zone in cui il ricorso a mezzi di controllo chimici o
meccanici ¢ economicamente sconveniente o proibito. La sua applicazione,
anche se non del tutto impossibile, comunque risulta assai difficoltosa nelle
zone caratterizzate da una agricoltura intensiva, in cui si hanno annuali va-
riazioni nell'ordinamento colturale e vengono irrorate cospicue quantita di
pesticidi.

Il grande vantaggio della strategia introduttiva o classica, ¢ che il costo del
controllo ¢ indipendente dalla sua durata o dalla superficie dell’area infestata.
Il controllo permanente di una malerba su aree estese migliaia di ettari non
costa pilt di un intervento su superfici sensibilmente inferiori, per una durata
di uno o pit anni. Il costo per ettaro di tale strategia diminuisce in maniera
proporzionale con 'aumentare della superficie considerata e con 'aumentare
della durata del controllo stesso. I costi da affrontare in un progetto di bio-
controllo di una malerba con la strategia classica riguardano (fig. 1) in parti-
colare la ricerca nella zona di origine dell’infestante e i test e i rilasci iniziali
degli agenti di controllo.

Una volta introdotti e stabilizzati questi si riproducono e si disperdono
autonomamente sulle piante bersaglio. Anche se non richiede grossi investi-
menti di capitale, la strategia classica, presenta la necessita di dover attendere,
prima che si intravedano i primi risultati, lunghi periodi di tempo (anche
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10-15 anni); in funzione di cio, il metodo ¢ applicabile ad aree a basso valore
economico, come ad esempio i pascoli naturali. Un altro svantaggio riguarda
il fatto che gli insetti nella loro attiva ricerca della malerba ospite, o even-
tualmente i patogeni che si diffondono nell'ambiente, possono attaccarla e
colpirla ovunque essa sia presente, anche in quelle zone ove venga conside-
rata una pianta utile. Infatti una volta rilasciato e stabilizzato, un agente di
controllo non puo essere facilmente frenato. Deve quindi essere posta una
attenta considerazione ai possibili conflitti di interesse che potrebbero sorgere
tra gli aspetti utili e quelli dannosi della malerba, e ai possibili cambiamenti
futuri in questi valori, prima che venga intrapresa una strategia di controllo
biologico classico.

Per lungo tempo i progetti inerenti i programmi di controllo biologico
sono stati intrapresi in maniera alquanto superficiale non dando alcuna con-
siderazione all’aspetto scientifico del problema (Harris, 1977). Negli ultimi
decenni il metodo si ¢ evoluto considerevolmente grazie allo sviluppo di pro-
tocolli sperimentali impostato su basi scientifiche (Harris, 1971; Wapshere,
1974a/b; Wapshere, 1975; DeLoach, 1978).

Attualmente lefficacia dell’organismo viene valutata sulla base di due me-
todiche: il merodo Harris e il metodo Wapshere. 11 primo propone di selezionare
gli organismi “agenti” secondo la loro specificita, il tipo di danno indotto, il
periodo di attacco, il fattore di mortalitd; il secondo da rilevanza soprattutto
alle osservazioni fatte in pieno campo (diffusione aggressivita, virulenza, ecc.)
(Harris, 1973; Wapshere, 1975).

Lorganismo “agente”, oltre a essere efficace, deve risultare altamente spe-
cifico nei confronti della pianta “bersaglio” e, conseguentemente, innocuo
per le altre piante. A tal fine Wapshere ha proposto un metodo di selezione
per la determinazione della gamma d’ospite detto della “spirale filogenetica”
che tiene conto, ciog, delle piante correlate tassonomicamente alla famiglia
dell'infestante. Non va trascurata la valutazione della specificita anche nei
confronti delle cosiddette “piante a rischio”, per esempio quelle attaccate da
organismi tassonomicamente vicini all’organismo agente (Schroeder, 1983).

Programmi di lotta biologica classica con artropodi sono stati condotti in
particolare negli Stati Uniti, in Canada, Australia, Paesi nei quali le piante
infestanti (allotoctone) sono un serio problema in aree non coltivate dove en-
trano in competizione con la flora nativa. Il tipo di habitat, naturale e a basso
valore economico, ha reso non solo possibile ma altamente raccomandabile
lapplicazione di programmi di lotta biologica.

Esempi di successo nella lotta biologica alle infestanti sono stati ottenu-
ti inizialmente con Lantana camara nelle Hawaii (all’inizio del ’900), per
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poi proseguire con il fico d’India (Opuntia spp.), Senecio jacobea, Chon-
drilla juncea, Euphorbia esula, Onopordum acanthium, Centaurea solstitia-
lis, Tamarix spp.

Nel caso della carduina annuale Centaurea solstitialis (Asteraceae), respon-
sabile di una delle pitt dannose infestazioni negli Stati Uniti, per parecchi
anni gli studi sono stati focalizzati su organismi che colpivano i boccioli fiora-
li e che avevano un diretto impatto sulla produzione dei semi, tra cui i ditteri
tefritidi Urophora sirunaseva e Chaetorellia australis e i coleotteri curculionidi
Bangasternus orientalis, Eustenopus villosus e Larinus curtus (Campobasso et
al., 1998; Clement et al., 1988; Sobhian, 1993; Sobhian e Fornasari, 1994).
Nonostante il rilascio di questi 5 agenti, I'impatto sulle popolazioni di C.
soltitialis nell’ ovest degli USA ¢ stato per molti anni piuttosto scarso (Pitcairn
et al., 20006 a/b). Per questo motivo, negli ultimi anni sono stati presi in con-
siderazione altri agenti di controllo, che colpiscono la pianta infestante nei
primi stadi fenologici (rosetta o all'inizio della levata): ¢ il caso del coleottero
curculionide Ceratapion basicorne, la cui larva si sviluppa a spese del colletto
della radice, o del coleottero alticino Psylliodes chalcomera, che colpisce il me-
ristema apicale e lo stelo all’inizio della levata (Cristofaro et al., 2004; Smith et
al., 2000). In particolare per questi due agenti la ricerca non si ¢ limitata alla
valutazione della specificita alimentare, ma ha preso anche in considerazione
parametri innovativi quali il comportamento di aggregazione e la valutazione
dell'impatto sulla pianta infestante. Inoltre, per entrambe le specie conside-
rate, ¢ stato necessario mettere a punto programmi di analisi biomolecolare
in grado di distinguere i 2 agenti da specie /o sottospecie morfologicamente
vicine (Antonini et al., 2005). Il progetto sul controllo biologico di questa
pianta infestante si sta concludendo con il rilascio in California anche della
ruggine Puccinia centaureae e con le ultime prove di campo con I'eriofide Ace-
ria solstitialis (Fisher et al., 2007; Monfreda et al., 2005; 2007).

Analogamente, il programma sulla lotta biologica a un’infestante peren-
ne con moltiplicazione agamica per rizomi, 'euforbiacea Euphorbia esula, ha
richiesto I'intervento polivalente di diverse associazioni entomologiche: il le-
pidottero sfingide Hyles euphorbiae, il coleottero cerambicide Oberea erythro-
cephala, e 2 ditteri galligeni (Dasineura capsulae e Spurgia capitigena); tuttavia
i risultati piti interessanti sono stati ottenuti impiegando un genere di piccoli
crisomelidi alticini (Aphthona spp.), che pur danneggiando in modo molto
limitato la pianta allo stadio larvale (questi insetti provocano piccole lesioni
superficiali ai peli radicali), inducevano dei devastanti danni secondari alla po-
polazione dell'infestante. Studi sull’associazione fungo-insetto, hanno messo
chiaramente in luce la sinergia esistente tra il danno larvale di varie specie di
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alticini del genere Aphthona e quello provocato da funghi generici del genere
Rizoctonia (Caesar et al., 1993; 1998, Kremer et al., 2004).

Per decenni, gli artropodi sono stati preferiti come agenti di lotta biolo-
gica classica (Julien e Griffiths, 1998), in parte perché il potenziale ruolo dei
patogeni era stato sottovalutato. Negli ultimi 35-40 anni si ¢ assistito a un
aumento dell’'uso dei patogeni, sia riguardo I'approccio classico che il meto-
do inondativo. Fra i patogeni, quelli fungini sono stati solitamente preferiti
rispetto ad agenti batterici o virali nei programmi di lotta classica (Charu-
dattan, 2001), soprattutto perché in genere non richiedono un vettore per
la disseminazione, e anche perché spesso hanno un livello di specificita supe-
riore. Benché patogeni radicali siano conosciuti agenti di devastanti malattie
delle piante, sono quelli fogliari preferenzialmente selezionati come agenti di
biocontrollo in quanto in genere sono pit specifici e pili facilmente dispersi
dal vento o dalle piogge (Watson, 1991). Funghi biotrofici (obbligati) sono
patogeni chiave per la lotta classica in quanto sono altamente ospite-specifici
e parassitizzano e danneggiano severamente piante vigorose (Watson, 1991),
ottenendo nutrienti direttamente dai tessuti viventi. Fra tali organismi sono
compresi quelli agenti di sintomi quali ruggini, carboni e muffe. Essi rara-
mente uccidono le piante direttamente, ma hanno degli effetti negativi, de-
terminando un dispendio di energie, con effetti comparabili a quelli degli
insetti erbivori (Charudattan, 2005).

Poiché fondamentalmente 'uvomo non ha ulteriori possibilita di gestione
del microrganismo una volta rilasciato nell’ambiente, per poter avere successo
e nel contempo non causare danni, i requisiti fondamentali che un fungo pa-
togeno utilizzabile con il metodo classico deve soddisfare sono in particolare:
specificita verso la specie bersaglio, elevata virulenza, mobilita nell’ambiente,
elevata capacita riproduttiva e adattabilitd all’ambiente.

Anche per il controllo biologico utilizzando i patogeni fungini, i migliori
risultati sono stati ottenuti in questo campo in particolare in Australia e nel
continente americano proprio perché numerose specie vegetali sono state in-
trodotte, quasi sempre dall’Europa e spesso al semplice scopo ornamentale,
e sono divenute infestanti proprio perché non avevano nessun nemico natu-
rale.

I primi tentativi formali di lotta classica con i patogeni iniziarono verso la
fine degli anni ’60 con un progetto per trovare e utilizzare un patogeno per
specie di Rumex infestanti negli Stati Uniti (Inman, 1971) e rovo (Rubus spp.)
in Cile (Ochrens, 1977). Dagli anni 70 in poi ci sono stati numerosi tenta-
tivi di successo nei programmi di biocontrollo (Charudattan, 2005; Watson,
1991).
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Fra gli interventi meglio riusciti ¢’¢ il controllo di Acacia saligna (fam.
Fabaceae) con I'impiego della ruggine Uromycladium tepperianum introdotta
in Sud Africa dall’Australia, zona di origine della specie infestante (Morris,
1999). A. saligna ¢ considerata la specie invasiva piti pericolosa per la regione
foristica di Capo Fynbos, un ecosistema unico del Sud Africa. Il fungo intro-
dotto causa lo sviluppo di galle sulle branche e sui rami determinandone la
rottura e la caduta, e infine anche la morte della pianta. Il fungo fu introdot-
to negli anni 1987-1989. Negli otto anni successivi alla sua introduzione il
fungo si diffuse in tutta la zona di infestazione, determinando una riduzione
della densita della specie stimata fra il 90 e 95%. Anche il numero di semi nel
seed bank si ¢ ridotto considerevolmente e il declino della specie ¢ tuttora in
corso (Morris, 1997)

Un altro “famoso” esempio di successo ¢ 'uso di Puccinia chondrillina
per controllare infestante Chondrilla juncea (fam. Asteraceaae) in Australia.
Questa infestante, chiamata “lattugaccio comune” ¢ originaria del bacino del
Mediterraneo. Ed ¢ proprio dal Mediterraneo (in particolare alcuni isolati
sono stati ritrovati dalla zona del Gargano, in Puglia) che alcuni isolati sono
stati ottenuti e rilasciati in Australia, consentendo un efficace controllo della
infestante. Si calcola che i benefici ottenuti grazie al rilascio di questo agente
siano almeno 100 volte superiori ai costi sostenuti per gli studi compiuti e per
il rilascio stesso (Cullen, 1985).

Un altro programma di successo ha visto 'impiego di un carbone, Entylo-
ma ageratinae, dalla Giamaica per il controllo di Ageratina riparia (fam. Aste-
raceae), una infestante introdotta dal Messico nelle foreste e nei pascoli delle
Hawaii nel 1974. Due o tre mesi dopo il rilascio nell’ambiente, devastanti
epidemie furono osservate nelle popolazioni pitt dense della infestante. La
popolazione di A. riparia fu ridotta a meno del 5 % in circa 9 mesi. La stessa
situazione si ebbe nei 3-4 anni successivi, quando il fungo venne rilasciato
a pil riprese in altre zone. Si calcola che con questi interventi circa 50.000
ettari siano stati riabilitati a pascolo grazie all'impiego di questo patogeno,
e non ¢ stata mai segnalata alcuna evidenza di fenomeni di resistenza della
infestante e tanto meno di presenza di forme mutate del patogeno (Trujillo et
al., 1988; Trujillo, 2005). Il fungo ¢ stato anche introdotto in Nuova Zelanda
frail 1998 e il 2001, insieme a Procecidochares alani consentendo un controllo
pressoché definitivo della infestante (Barton et al., 2007).

I protocolli generali nei programmi di lotta classica differiscono poco a
prescindere se il potenziale agente sono patogeni o artropodi.

Una volta individuata la specie infestante target, il punto di partenza ¢
la ricerca dei potenziali agenti di lotta e dalla loro identificazione. Questo
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avviene innanzitutto con una approfondita ricerca bibliografica per indivi-
duare la zona di origine della infestante e quella di eventuali potenziali agenti
conosciuti. La conoscenza del centro evoluzionario di origine della infestante
¢ fondamentale e consente di pianificare la ricerca in campo in tali zone,
dove i nemici naturali si sono coevoluti con la specie infestante, e quindi ¢
piu probabile che siano piu specifici e anche relativamente pitt abbondanti
(Evans et al., 2001). Una volta che gli organismi di potenziale interesse sono
stati identificati, diverse popolazioni/isolati vengono collezionate e succes-
sivamente saggiate. Iniziali test di specificitd vengono condotti in modo da
scartare potenziali candidati non specifici. Una attenta valutazione della effi-
cacia, e ancor prima, della specificita, deve precedere la eventuale introduzio-
ne dell’'organismo nell’ambiente. Ad esempio, gli studi condotti su una specie
di Uromyces per il controllo del Cytisus scoparium vennero abbandonati in
quanto tale specie era in grado di infettare anche una specie spontanea (Cha-
maecytisus palmensis) botanicamente vicina alla pianta bersaglio nelle prime
fasi di screening (Morin et al., 2000). La introduzione dei patogeni finora si ¢
dimostrata impeccabile da un punto di vista della sicurezza, con la mancanza
assoluta di segnalazione di agenti rilasciati che hanno provocato effetti inatte-
si e indesiderati (Barton, 2004).

Superate le prove di specificita, test di patogenicita e virulenza vengono
poi condotti, in modo da assicurarsi che gli isolati candidati siano in grado
di infettare le popolazioni della infestante bersaglio presente nell’ambiente in
cui ¢ stata introdotta. Le condizioni richieste per lo sviluppo e la diffusione
dell’agente vengono quindi opportunamente individuate (Berner e Bruckart,
2005). Una accurata valutazione della virulenza diventa poi fondamentale per
dimostrare la necessita e la potenziale efficacia ottenibile dalla introduzione
dell’ agente di biocontrollo.

RILASCIO E INSEDIAMENTO NEL NUOVO HABITAT

Nel campo della lotta biologica di tipo classico, si debbono prevedere studi
preliminari sulla biologia e I'ecologia della specie vegetale da controllare, sulla
biocenosi (animale e vegetale) a essa associata sia nella zona di origine che in
quelle d’introduzione, sulle condizioni abiotiche presenti, quali la natura del
suolo, il clima e i dati pluviometrici.

A questi background seguiranno una serie di rilevazioni di campo in aree con-
trollate e non, che consentiranno di valutare la stabilizzazione dell’organismo di
controllo introdotto e la sua fitness nel nuovo ambiente. Ci sono diversi esempi
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che dimostrano che l'introduzione di una specie relativamente poco frequente
nella zona di origine, ha mostrato invece un’esplosione demografica nell’area di
introduzione. Tra queste, si possono citare a titolo indicativo 3 esempi: il dittero
tefritide Chacorellia australis, introdotto accidentalmente in California per il con-
trollo di Centaurea solstitialis, i coleotteri crisomelidi Aphthona spp. e Diorhabda
spp. rispettivamente per il controllo di Euphorbia esula e Tamarix spp. (Cline et
al., 2008; Lym e Nelson, 2000; De Loach et al., 2000; 2003). Tale comportamen-
to va attribuito non solo alla grandissima quantita di fonte alimentare presente
nel nuovo habitat, ma anche alla (selettiva) mancanza di organismi di controllo
specifici per I'agente introdotto (ovvero i parasitoidi e i predatori che contengono
la specie fitofaga nelle zone di origine (Sheppard et al., 2006).

Va tuttavia messo in luce che alcuni autori hanno riscontrato qualvolta
degli effetti negativi indiretti causati da alcuni organismi di controllo biolo-
gico, a discapito di specie animali e/o vegetali che sono lontane troficamente
dall’associazione presa in considerazione (Carvalheiro et al., 2008; Louda et
al., 2005). Un esempio puo essere le specie di uccelli che nidificano su piante
(considerate infestanti) del genere Zamarix, o il decremento della produzione
di miele in California quando viene controllato il cardo Centaurea solstitialis.

IL METODO INONDATIVO

Consiste nell’applicazione dell’agente fitopatogeno in grandi dosi al fine di otte-
nere una rapida epidemia, con applicazioni analoghe a quelle impiegate per gli
erbicidi chimici. Esso si basa quindi sulla gestione delle specie indesiderate utiliz-
zando i nemici naturalmente presenti nell'ambiente di diffusione della infestante
e potenzialmente in grado di causare un elevato grado di malattia. In natura que-
sta potenzialitd non si esplica a causa, per esempio, di un basso livello di diffusione
del patogeno nell’ambiente o a una ridotta disponibilita d'inoculo nel momento
in cui sarebbe necessario intervenire. Il metodo inondativo si propone, quindi, di
aumentare la disponibilita di inoculo, accrescendolo in idonee condizioni di la-
boratorio o industriali e, successivamente, di applicarlo in dosi elevate sulla intera
popolazione infestante, come un erbicida tradizionale. Il metodo inondativo ¢
pitt adatto negli agrosistemi intensivi sia per le modalita di azione e di sommini-
strazione, e sia per I'efhicacia dei trattamenti. A causa delle analogie con gli erbi-
cidi chimici, e poiché inizialmente furono utilizzati solo microrganismi fungini,
venne coniato il termine di micoerbicidi. Poiché attualmente si utilizzano anche
altri microrganismi fitopatogeni o i loro prodotti, si utilizza pitt ampiamente il
termine “bioerbicidi”. La maggior parte dei funghi fitopatogeni impiegati sono
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patogeni indigeni, benché molti studi abbiano riguardato la possibile introdu-
zione in quantitd massicce di patogeni esotici. Questi sono spesso applicati come
bioerbicidi di post-emergenza delle infestanti, e possono essere applicati anche
pitt di una volta durante la stagione, comunque prima che la infestante bersaglio
abbia raggiunto un livello indesiderato di dannositd. Sono in genere necessarie
applicazioni annuali poiché di solito la sopravvivenza del patogeno ¢ limitata nel
tempo (non sopravvive fra le stagioni) e quindi non ¢ in grado di produrre lele-
vato livello di infezione necessario per causare I'epidemia (Charudattan, 1988;
TeBeest et al., 1992). Al contrario dei patogeni obbligati, i funghi patogeni fa-
coltativi, comprendendo emibiotrofi e necrotrofi, possono essere facilmente ac-
cresciuti su substrati artificiali, e quindi si prestano a essere prodotti in grandi
quantita e a essere utilizzati in dosi massicce. I patogeni necrotrofi, che infettano
le piante prima uccidendo le cellule e poi colonizzando i tessuti morti sono stati
preferiti nei programmi di lotta inondativa, ma raramente utilizzati in quelli di
lotta classica. (Morris et al., 1999; Gourlay et al., 2000). Si stima che oltre 200
patogeni vegetali siano stati valutati per il loro potenziale come bioerbicidi, inclu-
dendo funghi e batteri responsabili di malattie fogliari, soil-borne funghi e batteri
fitopatogeni, e rizobatteri deleteri (Rosskopf et al., 1999; Charudattan, 2001;
Boyetchko et al., 2002).

Le principali caratteristiche che vengono solitamente considerate, e da cui
pud dipendere il successo di un potenziale bioerbicida sono: efficacia (viru-
lenza verso la specie bersaglio), potenziale per la commercializzazione (effica-
cia in condizioni di campo), specificita e spettro d’ospite, velocita di azione,
facilita di accrescimento iz vitro, compatibilita con altri pesticidi, applicabili-
ta con i comuni sistemi per la somministrazione dei fitofarmaci.

Labilita di un patogeno a causare danno verso la infestante bersaglio ¢
influenzata da numerosi fattori, fra cui la concentrazione dell’inoculo, la dose
di applicazione, le condizioni ambientali (temperatura e umidita relativa in
particolare), le modalita di formulazione, i parametri di distribuzione (ad es.,
nel caso di applicazione aerea: dimensione delle gocce, deposizione e distribu-
zione), eta o stadio di sviluppo della pianta bersaglio, presenza di specie non
target (ostacolo), micro e macro organismi presenti nella fillosfera o rizosfera,
eventuale presenza di pesticidi applicati alle colture.

OSTACOLI E MIGLIORAMENTO

Nonostante gli studi realizzati, il numero di bioerbicidi che hanno raggiunto
il mercato risulta ancora piuttosto basso (tab. 1), e questo ¢ dovuto a una serie
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di ostacoli che ne limitano lo sviluppo e la commercializzazione. Tali ostacoli
includono problemi di tipo tecnologico (quali le difficolta di produrre grandi
quantita di inoculo attraverso i processi fermentativi, o le formulazioni che
assicurino una elevata stabilitd e una prolungata “vita di scaffale”; limitazioni
commerciali, quali la dimensione solitamente ridotta del mercato, gli alti co-
sti di produzione e di registrazione, o norme restrittive che limitano I'impiego
di organismi viventi; limitazione biologiche, come le difficolta dovute alla ge-
stione di organismi viventi, che possono perdere la virulenza o interagire con
altri organismi quando applicati; fattori ambientali, come gli effetti negativi
dovuti alle sfavorevoli condizioni climatiche, fenomeni di dilavamento, o la
inattivazione dell’'inoculo a causa delle radiazioni luminose o per le tempera-
ture troppo elevate.

Per questi motivi, molti studi hanno riguardato la possibilita di miglio-
rare l'efficacia dei microrganismi, considerando, ad esempio, la possibilita
di individuare nuovi microrganismi o bersagli pitt adatti; il miglioramento
delle modalita di produzione, formulazione e distribuzione degli agenti di
biocontrollo; 'aumento della efficacia mediante selezione di migliori caratte-
ristiche o strategie genetiche; I'applicazione combinata di organismi con altri
microrganismi, metaboliti, batteri, insetti, erbicidi. Alcuni di questi approcci
verranno descritti in seguito. Alcuni prodotti sono stati immessi sul mercato
pitl 0 meno recentemente, e con alterne fortune. Fra questi, si ricorda:

Collego. Formulato commerciale a base di Colletotrichum gloeosporioides
t.sp. aeschynomene usato negli Stati Uniti nel 1982 per la lotta alla leguminosa
infestante Aeschynomene virginica, nelle colture di riso e soia. E un formulato
a base di conidi disidratati applicate in una sospensione liquida, in grado di
infettare foglie, piccioli e fusti, oltre che semi e plantule. Dopo I'applicazione,
le lesioni sono visibili dopo 7-10 giorni dopo I'applicazione, e la malattia
consente un controllo del 90-100%. Il prodotto ¢ stato immesso e ritirato
dal commercio pil volte. Recentemente ¢ stata avviata una procedura per
una nuova registrazione con il nome di LockDown che dovrebbe concludersi
quest’anno.

De Vine. A base di Phytophthora palmivora, un fungo patogeno di Mor-
renia odorata, una infestante degli agrumeti. E venduto come sospensione
liquida contenente circa 6x10° clamidospore/ml, da applicare sulla superficie
del terreno. Provoca la necrosi dei fusti e la morte delle piante in 1-6 settima-
ne, a seconda della eta delle stesse.

Mpyco-Tech. 11 prodotto ¢ stato messo a punto per proteggere le foreste di
conifere in Canada, in particolare di pino strobo, dalla competizione con le
latifoglie infestanti arboree. Nelle foreste sottoposte a tagli programmati, i
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pini vengono seminati per favorire la naturale rigenerazione, ma subiscono la
competizione di altre specie ad accrescimento pili rapido. Questo prodotto,
registrato nel 2002, ¢ a base di Chondrostereum purpureum, un microrgani-
smo fungino largamente presente nelle foreste di latifoglie delle zone tempe-
rate. Il micelio fungino di isolati non modificati viene incorporato in un gel
biodegradabile che protegge e nutre il fungo. Viene applicato sulle superfici
di taglio delle infestanti appena eseguito, in modo da innescare il processo
naturale di marciume del legno, che impedisce la ricrescita della pianta infe-
stante o la formazione di polloni radicali o succhioni. In questo modo viene
favorita la crescita dei giovani pini, che non sono colpiti da questo patogeno.
La efficacia di controllo di infestanti arboree e arbustive decidue ¢ fra il 70 e
il 100%, a seconda della specie trattata. Estese sperimentazioni condotte in
oltre dieci anni hanno dimostrato non solo 'efficacia del prodotto, ma anche
la totale assenza di rischi per 'Uomo e per 'ambiente, quando usato secondo
le indicazioni di etichetta.

Stump Out. Sviluppato in Sud Africa, ¢ un preparato a base del fungo ba-
sidiomicete Cylindrobasidium laeve per la lotta contro alcune specie di Acacia
introdotte dall’Australia. Le basidiospore del fungo, confezionate in sacchet-
ti, prima dell’applicazione vengono diluite in olio di girasole e 1-2 ml della
emulsione vengono applicati con un pennello sulla superficie di taglio fresca
delle infestanti. Il fungo, entro 6-12 mesi dal trattamento, colonizza il ceppo
e impedisce lo sviluppo di ricacci determinando quindi la morte della pianta,
con una efficacia quasi totale.

NUOVI AGENTI

Molti degli studi sono stati concentrati sull'impiego di funghi. Tuttavia re-
centemente altri agenti molto promettenti e finora sottostimati sono stati
considerati, come batteri e virus, o anche patogeni con un pilt ampio spettro
d’ospite.

Fra questi il SolviNix, a base di Tobacco Mild Green Mosaic Virus
(TMGMYV) proposto per il controllo di Solanum viarum, una infestante
molto nociva negli Stati Uniti Sud-Orientali, appare particolarmente pro-
mettente. Il virus ha un impatto drammatico, causando la rapida morte
delle piante trattate, e ha un elevato livello di specificita che garantisce
contro i rischi per le persone o gli animali. Viene prodotto inoculando
piantagioni di tabacco, che funge da portatore sano, da cui vengono re-
cuperati i succhi cellulari, contenenti le particelle virali, che poi possono
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essere utilizzati per i trattamenti contro la infestante bersaglio (Charudat-
tan e Hiebert, 2007).

Uno dei fattori che possono limitare l'impiego dei bioerbicidi ¢ 'eccessiva
specificita, che se da un lato puo essere una garanzia nella sicurezza dell'impie-
go, dall'altro ne riduce le possibilita applicative solo alla situazione, peraltro
infrequente, di una infestazione ridotta a una singola specie bersaglio. A questo
riguardo un interessante agente oggetto di studio & Sclerotinia minor, il princi-
pio attivo del SARRITOR, un bioerbicida in corso di registrazione in Canada
per il controllo di Zaraxacum officinale e di altre dicotiledoni infestanti in prati
e pascoli. Il prodotto viene applicato sul terreno sotto forma di granuli, e la ma-
lattia si sviluppa rapidamente portando a morte le piante colpite nel giro di soli
7 giorni, due volte pitt velocemente rispetto agli erbicidi chimici commerciali.
Il prodotto ¢ anche compatibile con le normali operazioni di mantenimento del
prato, come fertilizzazione, irrigazione e sfalcio (Watson, 2007).

CAMPERICO ¢ invece il primo bioerbicida batterico in commercio. E a
base di Xanthomonas campestris pv. poae ed ¢ commercializzato in Giappone
per il controllo di Poa annua, infestante dei campi da golf. La caratteristica
principale di questo prodotto ¢ che la estrema specificita, quasi sempre fattore
limitante per i bioerbicidi, in questo caso viene sfruttata utilmente. Il batterio
infatti ¢ in grado di colpire la infestante bersaglio, una graminacea annuale,
mentre non ¢ patogeno per P pratensis e Lolium perenne, altre graminacee
usualmente impiegate per la realizzazione dei manti erbosi dei campi da golf
(Imaizumi et al., 1999).

MIGLIORAMENTO DEI PROCESSI PRODUTTIVI

La produzione di inoculo microbico con metodi economici gioca un ruo-
lo fondamentale nel determinare il costo finale di un prodotto sul merca-
to, e ne quindi influenza il successo commerciale. Substrati colturali per
la produzione di propaguli fungini dovrebbero essere selezionati usando
appropriate tecnologie di fermentazione, seguiti dalla valutazione delle
migliori condizioni per la crescita, selezione delle migliori tecnologie per
separare i propaguli dal prodotto di fermentazione, e valutazione della
“vita di scaffale” del prodotto formulato. L'uso di biomasse ottenute da re-
sidui di processi agroindustriali o da pratiche agricole potrebbero ridurre
i costi di produzione. Molasse, pani esausti della lavorazione delle olive,
residue dalle birrerie, o scarti delle lavorazioni industriali di frutta e ver-
dura sono solo alcuni esempi di prodotti che ancora contengono nutrienti
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che potrebbero essere usati favorevolmente per accrescere microbi. Spesso
lo smaltimento di tali scarti presenta problemi economici e ambientali,
e quindi essi rappresenterebbero substrati ideali e a basso costo per la
produzione di molti agenti microbici di lotta biologica (Vurro e Casella,
2008).

APPLICAZIONE E RILASCIO

Uno dei principali problemi nell'impiego di agenti microbici ¢ quello di tro-
vare metodi di applicazione adatti, che consentano una distribuzione unifor-
me dell’agente al sito desiderato, evitando sprechi o consumi eccessivi che
aumenterebbero i costi di trattamento e i rischi di effetti indesiderati.

Lapplicazione di elevati volumi di bioerbicidi ¢ di solito proposta per assi-
curare la completa copertura delle aree infettabili (bersagli) e per fornire una
umidita sufficiente per consentire la germinazione dei conidi (Klein, 1992).
Tuttavia I'impiego di elevati volumi puo deprimere 'uso dei bioerbicidi, per-
ché influisce negativamente sui costi, sulle modalita e sui tempi di trasporto e
applicazione dei prodotti. E stato osservato che il numero di lesioni prodotte
o la densita di infezione non ¢ influenzata dal solo volume di applicazio-
ne, ma piuttosto dalla dimensione delle gocce della sospensione applicata,
nonché dalla persistenza delle gocce, dalla loro uniformita di distribuzione e
dalla concentrazione dell'inoculo per ciascuna goccia. (Lawrie et al., 1997).
E quindi l'efficacia del prodotto puo essere fortemente influenzata dal dispo-
sitivo di distribuzione.

Limpiego di sistemi o tecnologie usualmente disponibili in agricoltura po-
trebbero influenzare I'accettabilita degli agenti da parte degli agricoltori, e al-
largarne il mercato. Per esempio, la “microbigation” cio¢ I'uso dei sistemi di
irrigazione di precisione per I'applicazione di sospensioni conidiche al terreno
¢ stato recentemente proposto (Boari et al., 2007). Tali sistemi sono gia ampia-
mente utilizzati per la somministrazione di sostanze nutritive e curative oltre
che acqua, direttamente in prossimita dell’apparato radicale delle colture. Un
vantaggio dell'impiego dei sistemi di microirrigazione per distribuire bioerbici-
di al terreno ¢ la possibilita di proteggerli da fattori ambientali avversi, quali ra-
diazioni UV o vento, oltre che dalle elevate temperature. Un ulteriore vantaggio
¢ la distribuzione precisa in prossimita dell’apparato radicale e non nell'intero
campo, determinando quindi una riduzione dei volumi dei trattamenti.

Altri sistemi disponibili per I'agricoltura di precisione, come ad esempio
dispositivi che riescono a riconoscere la presenza della infestante sul suolo
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nudo possono essere impiegati molto vantaggiosamente, trattando solo le
piante bersaglio, e di conseguenza minimizzando i consumi e quindi i costi
del trattamento.

Lapplicazione di agenti microbici come “agenti concianti” dei semi o al
momento del trapianto potrebbe certamente ridurre i costi di applicazione
e distribuzione. In questo caso perod gli agenti dovrebbero essere “rhizosphe-
re competent”, cio¢ essere in grado di crescere lungo le radici della coltura
e rimanere vitale durante tutte le fasi di vita della pianta coltivata. Benché
questa proprieta sia limitata solo a un numero limitato di patogeni, questa
applicazione potrebbe essere molto utile nel caso di quelle specie, come le
piante parassite (ad esempio specie di Orobanche), che dipendono completa-
mente dalla pianta per I'intero ciclo vitale, vivendo costantemente a contatto
dell’apparato radicale dell’ospite.

Urn’altra interessante modalita applicativa ¢ rappresentata dall’'uso del
TMGMYV per il controllo di S. viarum (Charudattan et al., 2004). Poiché
il virus viene distribuito su ampie superfici adibite a pascolo, ¢ stato messo a
punto un sistema di distribuzione a bassa pressione combinato con la abra-
sione delle piante, ottenuto con una specie di “maglia metallica” trainata dal
mezzo semovente che esegue 'applicazione del virus immediatamente dopo,
o in alternativa con un sistema ad alta pressione, che in pratica ha l'effetto di
“iniettare” il virus nei tessuti vegetali.

Altri mezzi di distribuzione dei bioerbicidi sono le formulazioni solide,
utilizzate nei trattamenti pre-emergenza, cio¢ per quei prodotti che colpisco-
no le infestanti al livello o al di sotto della superficie del terreno (Boyette et
al., 1996). Fra i vari substrati impiegati per queste formulazioni si ricorda il
“Pesta”, a base di farina di frumento, studiato per esempio per I'applicazione
di Colletotrichum truncatum, Alternaria crassa e Fusarium lateritium (Connick
at al., 1991) o farina di mais mista a sabbia per F solani f. sp. cucurbitae,
un bioerbicida proposto per il controllo di Cucurbita texana (Boyette et al.,
1984). Le formulazioni solide permettono di prolungare la shelf-life e agi-
scono come “tampone” proteggendo il microrganismo quando in campo si
verificano condizioni climatiche avverse (Boyetchko, 1999).

INTEGRAZIONE DEGLI AGENTI DI BIOCONTROLLO CON ALTRI AGENTI,
ERBICIDI O ALTRI COMPOSTI CHIMICI

Un importante fattore che puo ridurre I'efficacia di un potenziale bioerbicida ¢
I'abilita della infestante di resistere alla invasione e colonizzazione dell’agente di
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biocontrollo. Numerosi tentativi sono stati fatti per combinare i bioerbicidi con
composti chimici, come fungicidi ed erbicidi, o con sostanze naturali, come tossine
ed enzimi, nel tentativo di aumentarne l'efficacia. Queste combinazioni possono
ad esempio sopprimere o indebolire i meccanismi di difesa delle piante bersaglio,
ad esempio bloccando la produzione di metaboliti secondari di difesa della pianta,
o abbattendo le barriere fisiche all’attacco del patogeno, con il risultato di aumen-
tare I'efficacia del biocontrollo (Duke et al., 2007, e riferimenti ivi contenuti).

Ad esempio, la strategia di impiegare dosi subletali di erbicida ¢ stata uti-
lizzata per aumentare I'efhicacia di alcuni agenti patogeni, come nel caso del
trattamento con glifosate a basse dosi che determina la inibizione della produ-
zione di fitoalessine, rendendo la leguminosa infestante Senna obtusifolia piu
suscettibile alla infezione causata da Alternaria cassiae (Sharon et al., 1992).
Algri studi riportano una migliore efficacia di Pyricularia setariae nel controllare
il falso panico (Setaria viridis) una graminacea infestante, se applicato con dosi
ridotte del graminicida setoxydim (Peng e Byer, 2005), o di Ascochyta caulina
nel controllare Chenopodium album se i conidi del fungo vengono applicati
insieme a dosi ridotte dell’erbicida metribuzin (Vurro et al., 2001).

Anche per i programmi di lotta biologica utilizzando insetti fitofagi, in
particolare quando la pianta infestante presenta una distribuzione che richie-
de strategie integrate di gestione, lo screening dell’insetto agente di controllo
prevede anche studi sugli effetti di erbicidi (a basso dosaggio) sul suo ciclo
vitale e sul suo potenziale di distribuzione. Non mancano casi in cui tali studi
mostrano addirittura un incremento della fizness dell'insetto quando si ali-
menta su pianta trattate a basse dosi di erbicida (Collier et al., 2007; Nelson
e Lym, 2003).

Interessanti risultati sono stati anche ottenuti applicando gli agenti di
biocontrollo insieme a composti in grado di ridurre le difese delle piante,
come ad esempio chelatori del calcio, che riducono la formazione di callosio
(Gressel et al., 2002) o con 'acido §-aminolevulinico, un precursore dei te-
trapirroli, composti coinvolti nei processi di decolorazione e morte dei tessuti
vegetali (Hirase at al., 2000).

Per aumentare ulteriormente I'efficacia erbicida degli agenti, ¢ stata anche
proposta una applicazione “multipla’, consistente nella applicazione inon-
dativa di pitt patogeni, per il controllo contemporaneo di alcune infestanti.
Questo tipo di intervento puo permettere sia di ampliare lo spettro d’ospite
della miscela bioerbicida, ma anche la preparazione di una miscela “ad hoc”
preparata in base alle infestanti da controllare. Ad esempio Chandramohan
et al. (2003) hanno miscelato tre patogeni specifici: Alternaria cassiae (specifi-
co per Cassia obtusifolia), Phomopsis amaranthicola (specifico per Amaranthus
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spp.), e Colletotrichum dematium f. sp. crotalariae (specifico per Crotalaria
spectabilis) riuscendo a controllare contemporaneamente le tre infestanti. Lec-
cellente controllo di sette graminacee infestanti ¢ stato anche raggiunto con
Pimpiego contemporaneo di tre diversi patogeni specifici (Drechslera gigantea,
Exserohilum rostratum e E. longirostratus) (Chandramohan et al., 2002).

MIGLIORAMENTO GENETICO

Numerose tecniche consentono di ottenere modifiche genetiche in funghi fitopa-
togeni. Tali strategie, per quanto non immediatamente perseguibili per fini pratici,
consentono di acquisire importanti informazioni sulle interazioni pianta-patoge-
no, sulla comprensione dei meccanismi di virulenza e di difesa, e permettono di
ipotizzare nuove strategie per aumentare I'efficacia degli agenti di biocontrollo. Ad
esempio, alcuni geni cosiddetti “soft”, come quelli codificanti carboidrati, auxine,
pectinasi, espansine, cellulasi o ossalati, o geni “hard” cio¢ codificanti tossine come
NEP1 e cerato-platanina sono stati recentemente inseriti nel genoma di alcuni
potenziali micoerbicidi, quali Fusarium spp. e Colletotrichum coccodes, con interes-
santi risultati in termini di aumento di efficacia e anche ampliamento dello spettro
d’ospite (Gressel et al., 2007). Mutazioni genetiche o la selezione di mutanti na-
turali consentirebbero anche di ottenere bioerbicidi con altre caratteristiche mi-
gliorate, come ad esempio la resistenza a pesticidi chimici, alla disidratazione, alle
temperature estreme, o anche maggiori produttori di sostanze naturali.

RILASCIO CONGIUNTO DI FUNGHI E INSETTI

In alcuni casi il danno provocato dai singoli agenti di biocontrollo pud non
essere tale da garantire un sufficiente livello di riduzione della popolazione
infestante. Gia nel passato, I'associazione artropode-patogeno ha dimostrato
di avere spesso delle valenze di sinergia e, in alcuni casi di simbiosi. A questo
proposito si puo citare I'associazione tra un coleottero curculionide e la rug-
gine Puccinia punctiformis su Cirsium arvense (Kluth et al., 2001): in questo
caso, sembra che ci sia una preferenza della femmina del curculionide per
piante infette, mentre la ruggine si puo avvalere del coleottero come “vettore”
per propagare I'infezione su altre piante.

Inoltre, larve di Phytomyza orobanchia, un dittero agromizide, sono state
impiegate per rilasci inondativi (da 500 a 1000 per ettaro). Questi insetti,
pur essendo in grado di nutrirsi intensamente di fusti e semi di Orobanche, e
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pur determinando una riduzione della produzione di semi fino al 96 %, non
sono sufficienti per un efficace controllo di Orobanche, a causa dell'enorme
numero di semi altamente longevi che tale specie produce (Klein e Kroschel,
2002). Tuttavia, il rilascio di insetti potrebbe essere molto pit efficace se fos-
sero impiegati non solo come agenti di biocontrollo, ma anche come mezzi di
distribuzione di altri agenti di biocontrollo come i funghi fitopatogeni. Essi
potrebbero trasportare conidi, spore o cellule di patogeni specifici, e questa
capacitd acquisterebbe maggiore importanza, piuttosto che la loro efficacia
come agenti di controllo. Da questo punto di vista molti insetti, in passato
scartati dai programmi perché non buoni “mangiatori” di infestanti, potreb-
bero essere riconsiderati come buoni “trasportatori” di agenti di controllo.
Tale impiego ¢ stato scarsamente considerato. Ad esempio, alcuni tentativi
sono stati compiuti per utilizzare Phytomyza vitalbae per trasportare il fungo
patogeno Phoma clematidina per il controllo di Clematis vitalba in Nuova
Zelanda (Hill et al., 2003).

Esempi sinergici sono stati dimostrati per I'associazione Aphthona-Rhizoc-
tonia su Euphorbia esula (Caesar et al., 1993); Kremer e Spencer (1989 a/b)
hanno evidenziato come I'emittero Niesthrea louisianica potesse permettere
una maggiore insorgenza di infezione di Fusarium spp. su Abutilon theophra-
sti.

In altri casi gli insetti possono, causando ferite o danni sulle piante, favo-
rire la penetrazione dei patogeni e quindi aumentare la severita della malattia.
Per esempio il curculionide Ceutorhynchius troglodytes crea lesioni che con-
sentono al fungo patogeno Phomopsis subordinaria di penetrare nei tessuti di
Plantago lanceolata (De Nooij, 1988).

Altri tentativi hanno considerato la possibilita di diffondere specie di Fu-
sarium tramite il rilascio di insetti. Ad esempio, insetti che si cibano dei coni
e dei semi di pini sono stati considerati come possibili agenti di diffusione del
devastante cancro del pino causato da Fusarium subglutinans f.sp. pini, per la
lotta biologica nei paesi dell’emisfero meridionale, dove le conifere infestanti
sono fra i principali problemi ambientali ed ecologici (Hoover et al., 1996).

Infine, va evidenziato che il binomio insetto-fungo potrebbe esprimere la
sua potenzialita se integrato in un processo semi-industriale: ovvero, se sia il
fungo che l'insetto fossero moltiplicati in modo massale in specifiche struttu-
re (biofabbriche) o/e che fossero messe a punto trappole “catch-and-release”,
utilizzando feromoni sessuali e/o di aggregazione e camere di contaminazione
in cui I'insetto viene catturato e successivamente “sporcato” dalle spore del
fungo prima di essere liberato di nuovo nell’ambiente (Cosse et al., 2006;
Vega et al., 2008).
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RISCHI

Benché in genere ben disposta verso le pratiche di agricoltura biologica e ri-
chieda metodi sicuri e sani per la produzione di alimenti, 'opinione pubblica
appare invece preoccupata dei rischi e delle conseguenze del rilascio nell’am-
biente di organismi, sia per 'ambiente in generale, e sia per gli organismi
non-bersaglio, 'Uomo in primo luogo.

Per I'analisi e la valutazione di tali rischi potrebbe rivelarsi utile 'impie-
go di strumenti genetici, come ad esempio marcatori genetici specifici che
consentirebbero di riconoscere e di “tracciare” gli isolati microbici dopo il
loro rilascio, e quindi permettere senza dubbi di determinare il loro “destino”
nell’'ambiente, la stabilita, la persistenza, o i rischi di dispersione.

La competizione per lo spazio e i nutrimenti ¢ una strategia molto comune
nei microrganismi per avvantaggiarsi rispetto ad altri organismi. Il rischio di
una “sostituzione competitiva’ nel caso di agenti per la lotta biologica alle
infestanti potrebbe essere considerata come la possibilita che un agente intro-
dotto potrebbe escludere un organismo nativo dal suo ambiente, quindi mo-
dificando negativamente 'ecosistema. Per esempio, nella lotta alle infestanti,
nel caso di applicazione al suolo potrebbe esserci il rischio, anche se molto
basso, di un effetto negativo sulla composizione microbica della rizosfera del-
la coltura.

Alcune spore o conidi fungini possono causare allergie in soggetti sensibi-
li, come anche reazioni in animali domestici o selvatici. Potenzialmente, un
agente di lotta alle infestanti potrebbe possedere questa peculiarita, che deve
essere opportunamente valutata.

Spesso gli organismi fitopatogeni producono metaboliti bioattivi, tossine,
antibiotici, e questi composti potrebbero essere prodotti e dispersi da agen-
ti di biocontrollo quando applicati e rilasciati nell’'ambiente. In questo caso
sarebbe importante valutare il rischio reale di produzione di tali metaboliti,
ad esempio valutando la esatta produzione di tossine quando i funghi sono
formulati, o quando sono applicati e crescono sulle piante bersaglio. Que-
sto perché molti microrganismi producono elevate quantita di metaboliti se-
condari solo quando accresciuti per alcune settimane su idonei substrati di
crescita, dove hanno a disposizione elevate quantita di sostanze nutritive e
possono produrre cospicue quantita di biomassa, come avviene ad esempio
per le micotossine prodotte durante la conservazione di cereali, o nel caso di
contaminazione di alimenti. Ma 'accumulo di metaboliti pud essere sensi-
bilmente diverso nel caso di un fungo formulato come conidi disidratati, o
clamidospore, come sono di solito i micoerbicidi. In condizione di campo le
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sostanze nutritive non sono cosi abbondanti, e di solito il micoerbicida causa
un elevato grado di malattia entro pochi giorni, e quindi scompare insieme
alla pianta bersaglio. Cosi, la potenzialita di produrre elevate quantita di tos-
sine sembra essere piuttosto limitato. Ad esempio Myrothecium verrucaria, un
fungo patogeno proposto come agente per il biocontrollo di Pueraria montana
var. lobata, quando accresciuto sia su substrati liquidi che solidi produce un
gran numero di tricoteceni macrociclici, delle pericolose micotossine come
epiroridin E, verrucarin A e J, a concentrazioni nell’'ordine di milligrammi
per grammo di coltura. Tuttavia nessuno di questi metaboliti ¢ stato indivi-
duato per analisi HPLC nei tessuti della pianta ospite infettati artificialmente
con i conidi di questo fungo (Abbas et al., 2001).

Un altro rischio non insignificante e percepito dalla opinione pubblica ¢
la possibilita che gli agenti di biocontrollo possano colpire piante coltivate o
native. Questo problema ¢ uno delle questioni pili importanti e controverse
del rilascio di agenti di controllo. Comunque, molti patogeni impiegati come
bioerbicidi sono specifici o hanno un numero molto limitato di ospiti, men-
tre la questione per il metodo classico non si pone, perché vengono rilasciati
solo organismi altamente specializzati. Per i patogeni meno specifici il pro-
blema puo essere risolto utilizzando opportune procedure di applicazione, o
mediante il rilascio in ambienti privi di rischio, come indicato nel gia citato
esempio del Sarritor.

Un altro aspetto che necessita di essere valutato ¢ il rischio genetico, inteso
come la possibilita di mutazioni genetiche che potrebbero avere effetti sullo
spettro d’ospite, o di ricombinazioni sessuali o asessuali con altre specie o con
specie patogene correlate.

Comunque, le tecnologie e gli strumenti scientifici oggi a disposizione
sono cosli accurati e precisi che permettono di dare una esatta valutazione di
questi rischi. Questo pud avere delle conseguenze positive sull’accettazione
degli organismi per la lotta biologica alle infestanti, sia a livello di opinione
pubblica e sia di legislazione.

RIASSUNTO

La lotta biologica alle specie vegetali infestanti ¢ una applicazione “non convenzionale”
in particolare della patologia vegetale e della entomologia, grazie alla quale un organi-
smo dannoso ¢ utilizzato per mitigare I'effetto negativo di specie vegetali bersaglio senza
danneggiare le specie vegetali non-bersaglio, come quelle coltivate o indigene. La lotta
biologica contro le infestanti viene realizzata con due modalitd fondamentali: il metodo
“classico” e quello “inondativo”. I principali agenti di biocontrollo, le modalita per 'appli-
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cazione e il rilascio, nonché i vantaggi e gli svantaggi rispetto alle strategie convenzionali di
gestione vengono descritti in questo articolo. Vengono anche illustrati alcuni dei piti im-
portanti successi ottenuti nel campo della lotta biologica, i principali requisiti necessari per
rendere un potenziale agente adatto all'impiego, i maggiori fattori che limitano l'utilizzo
di agenti di biocontrollo, alcune strategie possibili per migliorarne l'eflicacia, e i potenziali
rischi derivanti dal loro rilascio nell’'ambiente.

ABSTRACT

Biological control of weeds is a “non-conventional” application mainly of plant patho-
logy and entomology, thanks to which a damaging organism is applied to reduce the
negative effects of the target plants, avoiding any damage to the non-target plants, such
as crop or endemic species. Weed biological control is realized with two main strategies:
the “classic” and the “inundative” method. The main biocontrol agents, the strategies of
release and application, as well as the advantages and disadvantages of these strategies in
comparison with other conventional control methods are described in the article. Some
of the main successes in the field of weed biocontrol are also described, together with
the main characteristics that make a potential agent suitable for the release, the limiting
factors for their application, some strategies to enhance their efficacy, and the possible
risks resulting from their release into the environment.
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Malattie degli ortofrutticoli in postraccolta

I. INTRODUZIONE

In questi ultimi decenni I'agricoltura ha subito profondi cambiamenti per
adeguarsi alla rapida evoluzione dell’economia e del mercato e alle muta-
te esigenze del consumatore. La concentrazione di specifiche produzioni
in particolari aree e in particolari momenti dell’anno determina pericolosi
fenomeni di sovrapproduzione con difficolta di collocazione sul mercato e
prezzi non remunerativi; d’altra parte i trasporti su gomma, ferrovia, mare
o tramite aerei permettono a tutte le merci, compresi frutta e ortaggi, di
raggiungere mercati molto distanti, venendo incontro alle richieste del con-
sumatore, che sempre di piu preferisce prodotti freschi. Come noto, infat-
ti, i prodotti vegetali freschi forniscono nutrienti essenziali e costituiscono
una delle maggiori fonti di importanti sostanze per il benessere e la salute
dell'uomo, come carboidrati, antiossidanti, sostanze anticancerogene, ecc.
(Lampe, 1999). Per poter differire nel tempo e nello spazio tali produzioni
¢ necessario sottoporle a un periodo pitt 0 meno lungo di conservazione in
relazione alle caratteristiche del prodotto e alle richieste del mercato. Inol-
tre, alcune specie, come le fragole e i piccoli frutti, si conservano per pochi
giorni (2-3) prima di essere poste sul mercato, altre, come pere, mele e acti-
nidia, sopportano periodi di conservazione pil lunghi (fino a 7 mesi), anzi,
talora, tendono a incrementare nel tempo le loro caratteristiche organoletti-
che. Durante la conservazione i frutti, ricchi di acqua ed elementi nutritivi,
rappresentano un substrato ideale per lo sviluppo di microrganismi patoge-
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ni che, instaurando processi di marcescenza, provocano la non commercia-
bilita dei frutti infetti e la conseguente perdita di prodotto. I consumatori
ben conoscono questo problema, quando frutti freschi appena comprati
ammufliscono nell’arco di pochi giorni. Le perdite in questa fase vanno
da un minimo del 10-15% nei paesi a tecnologia avanzata, a oltre il 50%
nei paesi in via di sviluppo (Coursey e Booth, 1972; Wilson e Wisniewski,
1989); in Italia esse si aggirano mediamente intorno al 10% (Alvisi, 1987).
Il danno economico determinato dagli scarti ¢ elevato e cumulativo, poiché
si verifica su un prodotto che per il concorso dei costi di produzione, rac-
colta, selezione, conservazione, confezionamento, trasporto, distribuzione,
ecc. ha un valore aggiunto via via pil elevato e il danno risulta tanto pit
grave quanto pil il deterioramento si verifica nelle ultime fasi della filiera. Il
solo passaggio dal campo al consumatore pud portare a un incremento del
valore iniziale di 2-3 volte; a esso, nel caso di non idoneita alla vendita, deve
essere aggiunto 'onere per il ritiro e I'eventuale rilavorazione o smaltimento
del prodotto stesso.

E dall’inizio degli anni 60 che, attraverso nuovi fungicidi e lo studio
di nuove tecnologie di conservazione (atmosfera controllata, atmosfera
modificata, atmosfera a basso livello di ossigeno) ¢ stato possibile esten-
dere la vita postraccolta dei frutti riducendo in maniera significativa le
perdite.

Le infezioni fungine rappresentano la principale causa di deterioramento
degli ortofrutticoli in postraccolta (Sommer et al., 1992). Sebbene la difesa
chimica assuma una posizione di rilievo nell’'ambito della protezione post-
raccolta, la possibilita di intervenire mediante agrofarmaci ¢ rigidamente re-
golamentata dalla legislazione Comunitaria e Nazionale degli Stati membri
dell’'UE (DM 19/05/2000 - Recepimento delle direttive n. 97/41 CE; n.
1999/65 CE; n. 1999/71 CE); attualmente sono pochissimi i principi atti-
vi utilizzabili contro le alterazioni postraccolta e per alcuni prodotti, come
le drupacee e I'uva, non ¢ consentito 'uso di alcuna sostanza di sintesi. La
situazione appena descritta, nonché la necessita di progettare un’agricoltura
rispondente alle nuove sfide aperte dall’allargamento dell'Unione Europea,
ma anche la crescente attenzione dei consumatori che richiedono prodotti or-
tofrutticoli privi di residui di antiparassitari, le restrizioni legislative che mira-
no a una maggiore sicurezza alimentare, le problematiche tecniche legate allo
sviluppo di ceppi di patogeni resistenti ai pochi fungicidi ammessi e la neces-
sita di prodotti di elevata qualita globale, hanno indirizzato la ricerca verso la
messa a punto di sistemi di difesa alternativi a quelli chimici. Nell’'ambito di
questa nota si cerchera di esaminare criticamente quanto ¢ stato fatto in rela-
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zione allo sviluppo di mezzi alternativi di lotta contro le malattie postraccolta
degli ortofrutticoli freschi mettendo in risalto i punti di forza e quelli che ne
hanno limitato 'applicabilita, allo scopo di fornire spunti di riflessione per
raggiungere risultati pratici.

2. MEZZI DI LOTTA

Tra le numerose tecnologie alternative ai fungicidi di sintesi, messe a punto
nel corso di oltre 20 anni di ricerca, alcune hanno ottenuto interessanti risul-
tati, in particolare: 1) I'uso di microrganismi antagonisti, 2) i trattamenti con
composti di origine naturale, 3) i trattamenti con additivi alimentari dotati
di attivita antifungina e 4) I'applicazione di mezzi fisici.

2.1 Microrganismi antagonisti

La ricerca in questo settore vanta un numero considerevole di esperienze sia
su piccola scala che su scala piti ampia, ed ¢ giunta alla registrazione di pro-
dotti commerciali, come i biofungicidi: Aspire® (Ecogen, Inc., Languore, PA)
a base di Candida oleophila, utilizzato soprattutto contro Penicillium sugli
agrumi; BioSave® 100 e 110 (JET Harvest Solutions, Longwood, PL) a base
di due ceppi di Pseudomonas syringae, utilizzato principalmente per controlla-
re malattie delle patate; YeldPlus® (Anchor Yeast, Cape Town) a base di Cryp-
tococcus albidus, per contrastare malattie delle pomacee; Shemer® (AgroGre-
en, Asgdod) a base di Metschnikovia fructicola, commercializzato in Israele
contro malattie delle patate dolci e delle carote. Aspire® e YeldPlus®, tuttavia,
non sono pitt in commercio, mentre, in Canada la Neova Technologies (Ab-
botsford, British Columbia) sta sviluppando un prodotto a base di C. saitoa-
na. In Europa 'impiego di questi biofungicidi non ¢ ancora autorizzato; solo
recentemente ¢ stata ottenuta la registrazione di CandiFruit (Sipcam Inagra,
S.A. Valencia) a base di C. sake, ma limitatamente alla Spagna, mentre in
Belgio la BioNext sta sviluppando un prodotto a base di C. oleophila. La Co-
munitd Europea ha finanziato due importanti progetti di ricerca sull’'impiego
di mezzi alternativi ai fungicidi in postraccolta, il primo (Biopostharvest) ¢
terminato nel 2004, mentre il secondo (Isafruit: www.isafruit.org) terminera
nel 2009. Nonostante tutti questi sforzi gli agenti di lotta biologica non sono
ancora entrati nella routine delle normali pratiche di lavorazione postraccol-
ta. I motivi di questa situazione sono molteplici ma possono essere ricondotti
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fondamentalmente a tre: 1) insufficiente e incostante attivita antifungina de-
gli antagonisti, 2) difficolta nell’'ottenere una adeguata formulazione, 3) diffi-
colta di controllare quei patogeni che causano infezioni latenti, insediandosi
nei frutti prima della raccolta. I risultati a livello semi-commerciale su agrumi
e su mele mostrano una capacita di inibizione delle infezioni naturali da parte
degli antagonisti a livelli non accettabili, inferiori al 50%. Infatti, a differenza
di quanto accade nella difesa in campo, un frutto raccolto deve essere protet-
to dalle alterazioni postraccolta con tecniche, metodi e mezzi che assicurino
un’efficacia non inferiore al 95-98% (Droby, 2001). Inoltre, un diverso li-
vello di efficacia ¢ stato osservato quando lo stesso antagonista ¢ applicato su
frutti provenienti da frutteti diversi. Questo, probabilmente, ¢ da mettere in
relazione alla densita di inoculo del patogeno nel frutteto, al livello di suscet-
tibilita dei frutti al patogeno stesso, al tempo trascorso tra I'infezione e il trat-
tamento, alla possibile presenza di infezioni latenti. Anche la formulazione
gioca un importante ruolo, non solo sull’efhicacia dell’antagonista ma anche
sulla facilita di applicazione e sul costo. Lo sviluppo di una formulazione ¢ un
processo fondamentale che si articola in diverse fasi. La prima prevede I'indi-
viduazione di un substrato che consenta di ottenere la massima produzione di
cellule dell’antagonista a costo limitato; successivamente deve essere garantita
nel tempo la stabilita della formulazione con una attivita dell'antagonista si-
mile a quella svolta dalle cellule fresche. Dati riportati da Torres et al. (2006)
evidenziano come su sette formulazioni liquide o in polveri bagnabili del lie-
vito C. sake, saggiate nei confronti di P expansum su pomacee, solo una ¢ stata
selezionata, in quanto prodotta a basso costo e facilmente sospendibile in
acqua. I principali patogeni del postraccolta, come P expansum, P digitatum,
P italicum, Monilinia spp. e Botrytis cinerea, richiedono la presenza di una
ferita e un ambiente ricco di nutrienti per la germinazione e la colonizzazione
dell’ospite. Questo tipo di ambiente ¢ anche particolarmente adatto all’anta-
gonista che pud immediatamente svilupparsi e colonizzare la ferita. Diverso
¢ il caso di patogeni quali B. cinerea, Monilinia spp. e Phlyctema vagabunda
che causano infezioni latenti; le possibilita di lotta contro questi patogeni
sono assai scarse in quanto richiedono pitl applicazioni in campo per poter-
ne prevenire 'insediamento. Al fine di superare questi inconvenienti ¢ stata
suggerita I'integrazione degli antagonisti con altri metodi che non prevedono
l'utilizzo di fungicidi tradizionali, sfruttando un eventuale effetto additivo o
sinergico. A tal riguardo sono state studiate diverse combinazioni: con addi-
tivi alimentari, che sono sostanze chimiche ritenute sufficientemente sicure
per 'uomo in quanto ampiamente usate nella preparazione di vari alimenti;
con aria e acqua calda; con elicitori di resistenza. Lattivita svolta da questi
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addiviti alimentari sarebbe essenzialmente fungistatica, ritardando la germi-
nazione delle spore e creando uno spazio nel processo infettivo del patogeno
del quale si avvantaggerebbe I'antagonista nella competizione per le sostanze
nutritive. Un esempio pratico di integrazione dell’antagonista con elicitori
di resistenza ¢ dato da due prodotti commercializzati dalla Neova Technolo-
gies, costituiti da cellule di Candida saitoana in combinazione con chitosano
(InnovaCoat) oppure lisozima (InnovaCure): le sostanze naturali che mostra-
no un effetto diretto sul patogeno (protettivo ed eradicante) e induzione di
resistenza dell’ospite permettono di incrementare attivitd dell’antagonista
con un livello di efficacia dei formulati paragonabile ai fungicidi di sintesi
attualmente disponibili (El Ghaouth e Wilson, 2002). In un’ipotetica linea
di trattamento, 'applicazione dell’antagonista dovrebbe essere preceduta dal
trattamento con un additivo alimentare o calore o elicitore di resistenza. Nel
caso di utilizzazione di formulazioni contenenti il solo antagonista il control-
lo delle infezioni latenti risulterebbe possibile con I'impiego di una strategia
che preveda I'applicazione in preraccolta (Ippolito e Nigro, 2000); numerose
esperienze hanno confermato la validita della strategia (Lima et al., 1997;
Teixido et al., 1998; Larena et al., 2005) e formulati come Shemer® e Sere-
nade® (a base di Bacillus subrilis, AgraQuest, registrato in USA per l'uso sia
in pre- che in postraccolta), applicati nelle fasi critiche di insediamento delle
infezioni latenti in campo (floritura, accrescimento dei frutti) hanno fornito
risultati soddisfacenti contro Botrytis, Penicillium, Rhizopus e Aspergillus su
fragola, uva e agrumi (Karabulut et al., 2004; Blachinsky et al., 2007).

2.2 Composti di origine naturale

Le piante possiedono un ampio corredo di metaboliti secondari associati al
sistema di difesa, molti dei quali funzionano anche come inibitori di patoge-
ni fungini (Grayer e Kokubun, 2001). Questi composti sono generalmente
concentrati negli strati cellulari pitt esterni degli organi vegetali e possono
essere costitutivi o prodotti successivamente in seguito a un danno inferto da
cause biotiche o abiotiche. Luso di questi composti come possibili sostanze
per la lotta contro le malattie del postraccolta ¢ stato preso in considerazione
dai ricercatori in tempi relativamente recenti (Ippolito et al., 2003; Tripa-
thi e Dubey, 2004). Lattivita antifungina di alcuni composti presenti nelle
componenti aromatiche dei prodotti vegetali o negli olii essenziali di spezie
ed erbe comunemente usate per I'alimentazione umana sono da considerarsi
estremamente interessanti a causa della loro scarsa tossicita alle basse concen-
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trazioni. Inoltre, I'elevata volatilita accompagnata dalla scarsa solubilita in
acqua rendono alcuni di questi composti particolarmente adatti a un’appli-
cazione in fase di vapore. Lattivitd delle sostanze estratte dalle piante ¢ stata
ampiamente saggiata iz vitro, ma meno iz vivo, adottando differenti forme
di applicazione (liquida o in fase vapore) e diverse metodiche di valutazione
dell'inibizione del patogeno (crescita del micelio o germinazione dei conidi),
rendendo particolarmente difficile la comparazione delle concentrazioni mi-
nime inibitorie (Caccioni e Guizzardi, 1994; Neri et al., 2006).

Gli estratti vegetali, la propoli, i jasmonati, i glucosinolati, gli oli essenzia-
li, i composti fenolici e i composti volatili rappresentano le sostanze antimi-
crobiche maggiormente studiate.

Lefficacia nei confronti dei patogeni fungini ottenuta con questi compo-
sti in prove in vitro non sempre ha trovato conferma nei risultati delle prove
in vivo e questo dimostra come le condizioni di trattamento (concentrazione,
modalita di applicazione, formulazione, tempo di esposizione, ecc.) debbano
essere stabilite in relazione non solo alla sostanza usata e al patogeno, ma anche
alla risposta dei frutti al trattamento. I composti volatili hanno normalmente
un odore intenso e possono essere assorbiti e metabolizzati dai prodotti freschi
alterando il loro sapore e soprattutto, se usati ad alte concentrazioni, possono ri-
sultare fitotossici per i tessuti vegetali. Pertanto, un probabile limite nell’utilizzo
dei composti di origine naturale potrebbe essere la comparsa di sapori anomali
e di fitotossicita nei frutti trattati.

Derivati da piante

Le prime applicazioni documentate sull’attivita di estratti vegetali risalgono
alla fine degli anni ‘50 con l'applicazione di estratti acquosi deodorizzati di
polvere di aglio contro il marciume bruno delle pesche, causato da Monilinia
spp. (Ark and Thompson, 1959). Estratti di specie appartenenti al genere
Allium inibiscono in vitro la crescita di Aspergillus parasiticus, A. niger, A.
Sflavus e A. fumicatus e molti altri funghi patogeni di grano e legumi; possono,
inoltre, ridurre lo sviluppo della muffa verde-azzurra degli agrumi causata da
P digitatum e P italicum (Obagwu e Korsten, 2003). Lattivita antimicrobica
dell’aglio (A. sativum) e di altre specie di Allium, come cipolla (A. cepa) e por-
ro (A. porrum) ¢ dovuta principalmente all’allicina, composto ottenuto per
azione dell’enzima allinasi sull’alliina quando il bulbo viene schiacciato.
Numerosi estratti (acquosi o etanolici) di varie piante [Wilson et al. (1997)
ne hanno saggiate ben 345] anche spontanee (Gatto et al., 2006; Di Venere et
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al., 2008) sono stati saggiati iz vitro e in vivo per valutarne lattivita nei con-
fronti di vari patogeni postraccolta. Generalmente, in questi saggi solo una
piccola percentuale di estratti ha mostrato una significativa attivita antifun-
gina; inoltre, alcuni di questi, pur non attivi iz vitro, hanno completamente
inibito lo sviluppo del patogeno quando applicati iz vivo (Bautista-Bafios et
al., 2000; Sanzani et al., 2009). La presenza di composti attivi negli estratti di
piante non ¢ costante nel tempo e in genere ¢ massima in condizioni ambien-
tali estreme: nella stagione fredda o in quella calda e secca. Anche I'organo da
cui ¢ effettuata I'estrazione puo influire sulla composizione; risultano infatti
spesso pitt efficaci gli estratti da steli rispetto a quelli da foglie e fiori. Questa
elevata variabilita nella composizione e nella concentrazione delle sostanze
attive rende difficile ottenere un prodotto standard per una eventuale formu-
lazione da impiegare nella lotta alle malattie postraccolta. Al riguardo, pertan-
to, sembra auspicabile lo studio e 'impiego degli estratti di piante purificati,
anche solo parzialmente, per ottenere categorie di composti standardizzati da
utilizzare sia per lo studio delle sostanze attive sia per una applicazione imme-
diata nella fase postraccolta.

Tra le sostanze antimicrobiche presenti nelle piante, gli isotiocianati evi-
denziano interessanti prospettive di applicazione nella fase postraccolta. Que-
sto gruppo di sostanze fitochimiche comprendono una miscela di pit di 130
differenti composti largamente distribuiti soprattutto nella famiglia delle
Cruciferae (cavolfiori, cavoletti di Bruxelles, broccoli, ecc.) ma anche in quel-
le delle Capparaceae e delle Caricaceae. Da un punto di vista chimico sono
costituiti da un glicone comune, caratterizzato da un B-tioglucoside e da una
ossima sulfonata, e da un aglicone derivato da un aminoacido, in particolare
metionina, fenilalanina, tirosina e triptofano. In seguito alla rottura del tes-
suto i glucosinolati contenuti nella cellula sono rapidamente idrolizzati dalla
mirosinasi (tioglucosidasi) a intermediari instabili che si riarrangiano sponta-
neamente in isotiocianati, tiocianati o nitrili a seconda del pH del substrato.
Questi prodotti di idrolisi sono tossici nei confronti dei microrganismi e con
ogni probabilita giocano un ruolo importante nella resistenza delle piante alle
malattie, nella difesa contro gli erbivori e sicuramente contribuiscono all’aro-
ma. Lattivita degli isotiocianati nei confronti di un ampia gamma di patogeni
¢ ampiamente documentata (Delaquis e Mazza, 1995). Alcuni di questi sono
sostanze volatili e potrebbero essere impiegati con successo in trattamenti
in fase di vapore di frutti e ortaggi prima della conservazione tramite un
nuovo processo chiamato ‘biofumigazione’. Questo termine originariamente
descriveva solo trattamenti per la lotta a insetti e funghi del terreno tramite
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piante contenenti glucosinolati (Kirkegaard et al., 1998) ma ora ha acquisito
un significato pitt ampio contemplando anche altre applicazioni, inclusa la
tecnologia postraccolta (Mari et al., 2002). In particolare I'allyl-isotiocianato
e altri isotiocianati, pur essendo disponibili come composti sintetici, pos-
sono essere anche prodotti in modo naturale partendo da farine disoleate
di Brassica, con efficacia del tutto simile nei confronti dei patogeni fungini
(Mari et al., 2008). Luso di molecole biologicamente attive ottenute da ri-
sorse naturali rinnovabili rientra tra gli obiettivi della piattaforma tecnologica
europea ‘Plants for the Future’ e, inoltre, studi farmacologi riportano come
gli isotiocianati producano effetti benefici sulla salute umana (Stoner et al.,
1999). Negli ultimi anni, infatti, sono stati oggetto di rinnovato interesse in
medicina umana, sia per gli effetti fisiologici che esercitano sia per la poten-
ziale attivitd anticancerogena.

Un'altra sostanza particolarmente studiata ¢ il #7ans-2-esenale, composto
aromatico presente in molti prodotti vegetali come t¢, olio di oliva e nu-
merosi frutti. La sua produzione aumenta rapidamente nei tessuti vegetali
danneggiati o feriti in seguito all’attacco di un patogeno fungino o di un
insetto e puo giocare un interessante ruolo nel controllo dell’espressione dei
geni di difesa (Farmer, 2001). Il composto ha evidenziato una interessante
attivita fungicida nei confronti di P expansum (Neri et al., 20006), Monilinia
laxa (Neri et al., 2007), Alternaria alternata, B. cinerea (Hamilton-Kemp et
al., 1992). In particolare, su mele Golden Delicious nei confronti di 2 expan-
sum il trans-2-esenale ha confermato la sua efficacia gia evidenziata in prove
in vitro. Infatti, un trattamento effettuato dopo 24 ore dall’inoculazione ha
ridotto significativamente non solo la percentuale di frutti infetti ma anche il
contenuto in patulina, senza peraltro causare effetti negativi sulle qualita or-
ganolettiche dei frutti trattati (Neri et al., 2007). Al contrario, il trattamento
con trans-2-esenale su albicocche, nettarine, pesche e fragole, pur evidenzian-
do una buona attivita antifungina, ha provocato effetti fitotossici (Neri et al.,
2007). Pertanto, la valutazione delle caratteristiche organolettiche dei frutti
sottoposti a trattamento appare di fondamentale importanza al fine di indivi-
duare una strategia di lotta applicabile a livello operativo.

Lacido jasmonico e il suo estere volatile, il metil-jasmonato, sono com-
posti lipidici naturalmente presenti nelle membrane cellulari delle piante e
derivano dalla ossidazione ossigeno-dipendente di acidi grassi attraverso la via
della lipossigenasi. Essi possiedono effetti inibitori o promotori di molti pro-
cessi fisiologici delle piante, spesso simili a quelli dell’acido abscissico. Fra gli
effetti vi ¢ la stimolazione di vari processi biosintetici associati a stress abiotici
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e biotici, come le ferite e le infezioni da parte di patogeni. Infatti, 'applica-
zione di acido jasmonico e metil-jasmonato alle piante induce I'espressione
di geni coinvolti nelle reazioni di difesa codificanti la fenilalanina-ammonio-
liasi (PAL), enzima chiave nella via dei fenilpropanoidi, proteine ad attivita
antifungina, fitoalessine, inibitori delle proteinasi, ecc. (Gonzélez-Aguilar et
al., 2004). Non sembra avere un effetto diretto sui patogeni (Droby et al.,
1999). Applicazioni di metil-jasmonato su ortofrutticoli in postraccolta han-
no fornito risultati spesso contrastanti ma con attivita interessante su agrumi,
fragola e lamponi contro B. cinerea e Penicillium spp. (Moline et al., 1997),
mentre su ciliegie non sono risultati efficaci (Tsao e Zhou, 2000). Dato il
meccanismo di azione ¢ probabile che i diversi risultati siano da imputare alle
differenti risposte dei tessuti all’applicazione delle sostanze.

Una particolare categoria di composti naturali degna di attenzione nel
campo del postraccolta ¢ rappresentata dagli oli essenziali o oli eterici. Essi
sono miscele di sostanze aromatiche presenti in qualsiasi parte della pianta:
fiori, foglie, gemme, semi, buccia dei frutti, corteccia, legno. Oltre che per
la diversa composizione chimica e diverse caratteristiche fisiche, questi oli si
differenziano dai grassi contenuti nei vegetali perché sono volatili, cioe, con
facilita tendono a passare allo stato gassoso; infatti, vengono ricavati dalle
piante per distillazione. Negli ultimi anni vi ¢ stato un rinnovato interesse
all'applicazione di queste sostanze nei confronti di microrganismi che dan-
neggiano i prodotti ortofrutticoli in postraccolta, sia per la bassa tossicita per
I'uomo, sia per la loro potenziale capacita di raggiungere facilmente qualsiasi
parte del frutto nella confezione o nel magazzino. Gli oli essenziali sono so-
stanze aromatiche costituite essenzialmente da terpeni, ma anche da aldeidi,
chetoni, acidi grassi, fenoli, esteri, alcoli, nitrati e solfuri (Sko¢ibusi¢ et al.,
2006). I ruolo di queste sostanze nelle piante non ¢ ancora ben noto, tutta-
via, ¢ probabile che esse siano coinvolte nei meccanismi di difesa biochimica
delle piante nei confronti dei patogeni. Inoltre, gli oli essenziali esercitano la
loro attivitd anche nell’ambiente esterno alle piante influenzando gli inset-
ti e la composizione microbica della fillosfera e della carposfera. Per questi
motivi, queste sostanze sono considerate composti in grado di contenere le
alterazioni microbiche postraccolta degli ortofrutticoli freschi. Il loro mec-
canismo di azione sembra sia correlato alla loro capacita di accumularsi nel-
le membrane cellulari dei microrganismi, danneggiandole e alterandone la
permeabilitd. Un gran numero di oli essenziali ¢ stato saggiato in vitro nei
confronti dei principali patogeni postraccolta (Schena et al., 2008). Gli oli
essenziali di timo (Zhymus vulgaris, T. capitatus, T zygis, 1. glandulosus, ecc.),
origano (Origanum spp.) e agrumi, sono fra quelli pit studiati. La loro attivi-
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ta dipende dalla concentrazione e dal tempo di esposizione; tuttavia, in molti
casi, 'attivita anticrittogamica degli oli essenziali osservata iz vitro non ¢ stata
riprodotta iz vive a causa della natura volatile dei costituenti. Inoltre, il pit
grande limite nell’utilizzazione di questi composti nella lotta contro malattie
postraccolta degli ortofrutticoli ¢ I'induzione di fenomeni di fitotossicita alle
dosi efficaci e il loro forte aroma.

Molte altre sostanze volatili naturali con azione antimicrobica potrebbero
risultare interessanti per il postraccolta degli ortofrutticoli freschi e rappresen-
tano un campo di indagine che meriterebbe maggiore attenzione. Lacetaldei-
de, un composto volatile che si accumula naturalmente nei tessuti dei fruti
durante la maturazione, manifesta effetti fungicidi nei confronti di numerosi
patogeni postraccolta. La resistenza della fragola conservata in presenza di
elevate concentrazioni di anidride carbonica ¢ stata attribuita alla produzione
di alti livelli di acetaldeide e di acetato di etile da parte della infruttescenza,
in risposta a queste condizioni di conservazione. Somministrazioni di ace-
taldeide allo 0,1-1% hanno permesso I'inibizione della germinazione delle
spore e ridotto lo sviluppo degli agenti di marciumi in postraccolta di fragole,
lamponi, mele, uva e ciliegie. Il meccanismo di azione dell’acetaldeide sembra
basato sulla alterazione della permeabilita cellulare con perdita di elettroliti,
zuccheri riducenti e amminoacidi. Il problema maggiore nell'uso di questo
composto volatile naturale, come negli oli essenziali, ¢ che alle dosi efficaci
spesso ¢ fitotossico e altera il sapore dei frutti. Questo inconveniente proba-
bilmente ¢ alla base della mancanza di applicazione pratica del composto,
nonostante siano state svolte numerose prove sperimentali.

Anche 'acido acetico, il principale composto volatile dell’aceto, appare un
composto interessante nel controllo di patogeni postraccolta quando usato
in fase di vapore. Esso ¢ stato considerato fin dall’inizio del secolo scorso
(Roberts and Dunegan, 1932) dimostrando la sua efficacia nel controllo di
M. fructicola su pesche. Quantita di pochissimi mg/l di acido acetico ha ini-
bito lo sviluppo di M. fructicola, R. stolonifer, B. cinerea e P expansum su vari
ortofrutticoli senza modificarne le caratteristiche organolettiche (Sholberg et
al., 2004). Tuttavia, I'acido acetico, come molti altri acidi organici a catena
corta, puo indurre effetti fitotossici. Inoltre, un limite all’'uso dell’acido ace-
tico come di altre sostanze volatili ¢ la scarsa o nulla penetrazione nei frutti e
quindi I'impossibilita di controllare le infezioni latenti.

Fra le sostanze volatili appare infine interessante I'uso di vapori di etanolo.
Apprezzabili risultati sono stati ottenuti nel controllo di marciumi postrac-
colta di pesche, uva da tavola e arance (Romanazzi et al., 2007; Zang et al.,
2007). Recentemente ¢ stato proposto sul mercato un pannello impregnato di
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etanolo da utilizzare alla stessa stregua dei pannelli contenenti metabisolfito
di sodio. Uno dei limiti nell’'uso dell’etanolo ¢ la sua elevata infiammabilita.

I vantaggi nell’'uso di composti volatili naturali come fumiganti antimicro-
bici potrebbero essere notevoli poiché negli ambienti confinati del postraccol-
ta (cella frigorifera, confezionamento con film plastici, imballaggi funzionali
“active and intelligent packaging”) tali sostanze diffonderebbero facilmente
fra i frutti, non vi sarebbe apporto di acqua sotto forma liquida o di umidita
e non vi sarebbero acque reflue da dover eliminare. Accanto alla ricerca di
sostanze volatili a provata attivita antifungina ¢ necessario mettere a punto si-
stemi idonei di somministrazione per mantenere tale efficacia, evitare dannosi
fenomeni di fitotossicita e retrogusti anomali del prodotto.

La propoli ¢ una miscela di sostanze resinose di origine vegetale che le api
(Apis mellifera) raccolgono dalle gemme e dalla corteccia delle piante. Questo
materiale, arricchito di secrezioni salivari ed enzimatiche, ¢ usato dalle api
per la costruzione e la manutenzione degli alveari, come sigillante generale,
come antibiotico e come sostanza imbalsamatoria per coprire le carcasse de-
gli invasori. La composizione chimica, il colore e I'aroma variano secondo
Paerale di produzione. Nelle zone temperate, specialmente in Europa, la pro-
poli contiene soprattutto composti fenolici, tra i quali quelli maggiormente
presenti sono gli idrochinoni, I'acido caffeico e i suoi esteri e la quercetina
(Fu et al., 2005). Molte delle sostanze identificate nella propoli sono impie-
gate come additivi alimentari, essendo considerate sostanze a bassa tossicita
0, usando un termine inglese, GRAS (Generally Recognized As Safe), cio¢
sostanze non pericolose per la salute dell’'uvomo, secondo una nomenclatura
della Food and Drug Administration (FDA) Americana. Queste caratteristi-
che rendono il prodotto interessante per I'impiego in postraccolta, quando
cio¢ i frutti sono prossimi a essere consumati. Nonostante la propoli abbia
spiccata attivitd antifungina, sono poche le ricerche documentate riguardanti
le sue applicazioni nel controllo delle malattie delle piante in genere e del
postraccolta in particolare. Saggi iz vitro hanno dimostrato l'attivita antifun-
gina della propoli nei confronti di B. cinerea (La Torre et al., 1990); d’altra
parte saggi mirati ad accertare la compatibilitd di microrganismi antagonisti
con additivi e composti chimici al fine di migliorarne I'attivita, hanno messo
in evidenza che la propoli inibisce i patogeni (B. cinerea e P expansum) ma
anche lieviti antagonisti quali Aureobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis e
Cryptococcus laurentii (Lima et al., 1998). Quando applicata su fragola contro
la muffa grigia, la propoli non ha dato risultati soddisfacenti (Antoniacci et
al., 2000). LCattivita antibatterica e antifungina della propoli sembra dovuta
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soprattutto ai flavonoidi, agli acidi fenolici e loro esteri; la galangina, la pi-
nocembrina e la pinostrobina tra i flavonoidi, gli acidi ferulici e caffeico tra
gli acidi fenolici sembrano i composti con maggiore attivita antimicrobica.
Come prima accennato, la composizione della propoli varia in relazione alla
flora presente nella zona di alimentazione delle api, all’andamento stagionale,
alle condizioni ambientali, ecc.; la sua mutevole composizione rende variabile
anche l'attivita nei confronti dei patogeni. Questo spiegherebbe il suo scarso
impiego in agricoltura, sebbene sia contemplata fra le sostanze utilizzabili su
piante allevate in regime di agricoltura biologica (informativa n. 9890634 del

6/5/'98).

Derivati di origine microbica o animale

I derivati di origine microbica o animale sono sostanze ottenute per estrazio-
ne da alcuni microrganismi o metaboliti prodotti dagli stessi, aventi attivita
inibitoria nei confronti di un’ampia gamma di funghi patogeni (Tripathi e
Dubey, 2004). Un interessante studio ¢ stato condotto sulle molecole prodot-
te da un fungo endofita, Muscodor albus. Queste molecole svolgono un’azione
antifungina nei confronti di un’'ampia gamma di patogeni: Bozrytis, Colleto-
trichum, Geotrichum, Monilinia, Penicillium e Rhizopus (Mercier e Jimenez,
2004). 1l fungo, sviluppandosi su semi di riso disseccati e precedentemente
colonizzati, produce almeno 28 composti volatili e questa miscela puo essere
pit efficace che i singoli componenti la miscela stessa. Lapplicazione di M.
albus come biofumigante ¢ ancora in fase di studio, in quanto sono a tutt’oggi
non risolti alcuni aspetti negativi quali la scarsa efficacia del fungo quando
cresce a basse temperature (3°C). D’altra parte atmosfere particolarmente
ricche di anidride carbonica sembrano non influenzare 'efficacia dell’anta-
gonista. Una probabile soluzione potrebbe essere lo sviluppo di M. albus in
un ambiente riscaldato al di fuori della cella di conservazione e il successivo
convogliamento dei prodotti volatili all'interno della cella refrigerata (Schots-
mans et al., 2007). Altri esempi di metaboliti di origine microbica sono rap-
presentati dall’iturina, un antibiotico prodotto da diversi ceppi di B. subrilis,
efficace nella lotta contro il marciume bruno delle drupacee (Gueldner et al.,
1988) e la pirrolnitrina, sintetizzata da ceppi di Pseudomonas cepacia, attiva
contro B. cinerea su lamponi e fragola e B. cinerea e P expansum su mele e
pere (Goulart et al., 1992). Tuttavia, la possibile insorgenza di ceppi batterici
resistenti agli antibiotici scoraggia I'uso sia della sostanza di per sé sia dei bat-
teri che la producono; la pirrolnitrina, € stata comunque usata come modello
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per la sintesi di nuovi fungicidi a basso impatto ambientale. Fra le sostanze di
origine animale il chitosano (poly-N-acetylglucosamina), un polimero biode-
gradabile ottenuto commercialmente per deacetilazione della chitina (abbon-
dante nell’esoscheletro di artropodi quali aragoste, gamberetti, granchi, ecc.,
nonché nella parete di funghi come A. niger, M. rouxii, P notatum, ecc.), ¢
stato ampiamente sperimentato nella lotta contro malattie postraccolta degli
ortofrutticoli freschi. Il chitosano ¢ utilizzato in svariati campi: come agente
filtrante delle acque, flocculante per rimuovere sostanze grasse e particelle da
liquidi, chiarificante dei vini e della birra, idratante nella cosmetica, farmaco
nelle diete dimagranti e, piti recentemente, in agricoltura come film edibile
e come composto naturale antimicrobico capace di indurre risposte di di-
fesa nell’ospite. Applicato agli ortofrutticoli freschi, il chitosano, per la sua
capacita di formare un sottile film, agisce da barriera alla diffusione dei gas e
dell’'umidita riducendo la perdita in peso e ritardando la senescenza. Ma, piu
importante, il polimero ¢ risultato in grado di ridurre i marciumi di uva da
tavola, mango, ciliegie, papaia, agrumi, carote, fragola, ecc. quando applicato
in pre- o in postraccolta (Romanazzi et al., 2007; Hernandez-Munoz et al.,
2008). Lattivita del polimero dipende dall’acido in cui viene disciolto (I'acido
acetico ¢ preferibile) e dalle sostanze con cui si complessa (per esempio lo zin-
co migliora notevolmente la sua attivita antimicrobica diretta). Linteressante
attivitd del chitosano puo essere ascritta ai suoi meccanismi di azione, a oggi
non del tutto chiariti, con cui esplica attivita diretta e indiretta sul patogeno.
Circa l'azione diretta, in B. cinerea, R. stolonifer, E oxysporum e Phytophtho-
ra nicotianae il polimero ha causato una alterazione della permeabilita delle
membrane e della morfologia del micelio, con ramificazioni e disintegrazione
degli apici. Molto marcate sono apparse le sue capacita elicitrici, messe in evi-
denza in numerosi studi su ortofrutticoli freschi: induzione di B-1,3- gluca-
nasi, chitinasi e chitosanasi ¢ stata osservata in fragola, pomodoro e peperone,
di PAL in uva da tavola, di fitoalessine in carote, di fitoalessine in carote, di
vari geni convolti nei meccanismi di difesa in agrumi, ecc. (Romanazzi et al.,
2002; Trullo et al., 2008). Inoltre, ¢ in grado di stimolare la produzione di
varie barriere difensive nei tessuti dell’ospite, come ispessimento della parete
cellulare, formazione di papille e deposito negli spazi intercellulari di sostan-
ze fenoliche antimicrobiche (Wilson et al., 1994; El Ghaouth et al., 1997).
Interessanti risultano vari studi sulla applicazione pre-raccolta di questo poli-
mero, dove, grazie alla capacita di indurre resistenza nell’ospite, permette un
ritardo nella riattivazione delle infezioni latenti e quiescenti nel frutto giunto
a maturitd, con prolungamento della shelf-life (Ippolito e Nigro, 2000). Varie
formulazioni per combattere malattie fogliari e dell’apparato radicale sono
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presenti sul mercato; non altrettanto si puo dire per le malattie postraccolta
dove l'unico formulato proposto ¢ “InnovaCoat” della Neova Technologies
Canada) contenente il composto in combinazione con un antagonista.

g

2.3 Additivi alimentari con attivita antifungina

Queste sostanze chimiche (carbonato e bicarbonato di sodio e potassio, cloru-
ro di calcio, potassio sorbato, calcio propionato, ecc.), definite anche GRAS,
hanno suscitato un certo interesse nell’ambito della lotta contro i patogeni del
postraccolta in quanto possiedono peculiari caratteristiche tra le quali: bassa
tossicita, elevata solubilitd, costo relativamente contenuto. Sono inoltre ormai
comunemente usate per preservare numerosi alimenti (formaggi, ortaggi lavo-
rati, salse e carne) da alterazioni microbiche e sono in grado di inibire la produ-
zione di micotossine da parte di funghi tossigeni quali A. flavus, A. parasiticus
(Bulllerman, 1983), P expansum e R patulum (Lennox e McElroy, 1984). Nu-
merose sono le ricerche in merito all’'uso di alcuni sali: carbonato e bicarbonato
di sodio e potassio e cloruro di calcio su vari ortofrutticoli freschi (Nigro et
al., 2006); da soli o in combinazione con altri mezzi alternativi di lotta (Ip-
polito et al., 2005b). Questi sali non sono ancora registrati come agrofarmaci,
nonostante la loro provata efficacia ne auspicherebbe un’ applicazione pratica
in varie realtd produttive. Al riguardo si ricorda che il bicarbonato di potassio
¢ stato recentemente (regolamento CE n. 404/2008) aggiunto alla lista delle
sostanze utilizzabili in agricoltura biologica (allegato II del regolamento CE
n. 889/2008) anche se non ¢ registrato per 'uso in postraccolta. Alcune spe-
rimentazioni hanno messo in evidenza una buona attivita del potassio sorbato
nei confronti di Monilinia sp. su pesche e nettarine (Gregori et al., 2008), di
P, digitatum su agrumi (Smilanick et al., 2008) e di B. cinerea su uva da tavola
(Karabulut et al., 2005). Analogamente il sodio bicarbonato ha ridotto signifi-
cativamente le infezioni di 2 expansum su mele (Janisiewicz et al., 2008).

2.4 Mezzi fisici

Sono rappresentati da termoterapia, condizionamento termico, raggi UV-C,
trattamenti con pressioni diverse da quella atmosferica, ozono, ecc. Lo stress
fisico ha un duplice effetto sui frutti, da una parte disinfetta la superfici e
dall’altra induce una risposta di difesa nei confronti di eventuali patogeni
(Wilson et al., 1994). In particolare, la termoterapia, che puo essere effettuata
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con 'acqua, con laria, con il vapore, consente di inibire numerosi patogeni
del postraccolta ed ¢ stata ampiamente documentata (Fallik, 2004). Gli effetti
positivi di un trattamento con acqua calda possono essere riassunti in 4 punti:
1) di facile attuazione; 2) inibiscono la germinazione delle spore fungine sulla
superficie del frutto; 3) sono relativamente economici; 4) salubri per I'am-
biente e 'uomo. D’altra parte, la risposta fisiologica dei frutti puo differen-
ziarsi a seconda della varieta, della stagione e della localizzazione della coltura,
pertanto ¢ fondamentale stabilire un giusto tempo e una corretta temperatu-
ra di trattamento. Il calore, inoltre, puo inibire il patogeno localizzato negli
strati sottoepidermici dell’epicarpo (Ben-Yehoshua et al., 1998) o all’interno
delle lenticelle come nel caso di P vagabunda (Neri et al., 2009). In prospet-
tiva, i trattamenti con il calore acquistano un’importanza fondamentale per
le produzioni biologiche che, prive di trattamenti fungicidi, sono fortemente
penalizzate nella fase postraccolta.

1l calore non solo riduce le infezioni, ma sembra abbia un benefico effetto
sulla resistenza ai danni da freddo. Una riduzione di alcune fisiopatie legate
alla conservazione refrigerata ¢ stata messa in evidenza su avocado (Woolf,
1997) susine (Abu-Kpawoh, 2002) e mele cv ‘Pink Lady’ (Mari, dati non
pubblicati). Interessanti sono le ipotesi formulate da Paull e Chen (2000) in
merito alla risposta a livello citologico e fisiologico dei frutti trattati con il ca-
lore. Frutti trattati con temperature inferiori a 42°C evidenziano una risposta
normale con riduzione della sensibilita al freddo accompagnata da un rallen-
tamento o ritardo nella maturazione e con lievi modifiche delle caratteristiche
organolettiche; diversamente, frutti trattati a temperature superiori ai 42°C
manifestano una perdita da parte delle cellule di capacita di recupero e vari
processi che caratterizzano la maturazione sono distrutti. Il limite tra le due
risposte ¢ molto ravvicinato, pertanto ¢ fondamentale approfondire le cono-
scenze sugli effetti dei trattamenti con il calore al fine di evitare esiti fitotossici
e mantenere inalterate le caratteristiche qualitative dei frutti trattati, ma nello
stesso tempo addivenire a un controllo efficace dei patogeni.

Fra i mezzi fisici I'uso dei raggi ultravioletti a corta lunghezza d’onda (UV-
C, lunghezza d’onda inferiore a 280 nm) mostra interessanti prospettive di
applicazione grazie alla duplice attivita che si esplica nei confronti dei patogeni
(attivita germicida) e dell’ospite, per la capacita di indurre resistenza (ormesi
da radiazione) (Terry e Joice, 2004). Lattivita germicida, tuttavia, ¢ evidente
solo ad alte dosi che, peraltro, determinano danni ai tessuti vegetali (Mercier
etal., 2001). Le dosi ottimali per la riduzione dei marciumi sono solitamente
basse (0,25-5 kJ/m?), ma variano a seconda della specie ortofrutticola. Ad es.
per uva e fragola dosi rispettivamente di 0,125-0,5 k] m* e 0,5-1 k] m* sono
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risultate efficaci contro la muffa grigia (Nigro et al., 1998, 2000); mentre dosi
piti elevate sono necessarie per il contenimento dei marciumi delle pesche cau-
sati da M. fructicola e per quelli delle mele causati da Alternaria spp. e Monili-
nia spp. (Lu et al., 1991). Oltre a indurre resistenza nell’ospite, la luce UV-C
a basse dosi sembra sia in grado di favorire I'incremento della popolazione di
microrganismi antagonisti (batteri, lieviti e funghi lievitiformi) presenti sulla
superficie dei frutti (Nigro et al., 1998). Sebbene in numerosi prodotti vegetali
la luce UV-C abbia evidenziato la capacita di ridurre lo sviluppo delle malattie,
non puo considerarsi sostitutiva delle tecniche di lotta attualmente consigliate,
in quanto caratterizzata da una minore efficacia.

Fra i mezzi fisici anche i trattamenti ipobarici e iperbarici potrebbero offrire
prospettive di utilizzo come mezzi alternativi di lotta alle malattie postraccolta.
Non sono note applicazioni su larga scala in postraccolta di trattamenti iperba-
rici, ma in prove sperimentali preliminari questi hanno determinato riduzioni
significative dei marciumi in ciliegie e uva da tavola anche se i meccanismi alla
base del fenomeno non sono del tutto chiari (Romanazzi et al., 2008). D’al-
tra parte, trattamenti ipobarici (0,1-0,7 atm) possono determinare nell’ospite
condizioni di debole stress associate a fenomeni di induzione di resistenza (Ro-
manazzi et al., 2001), cosi come riportato per altri mezzi fisici, ma principal-
mente rallentano indirettamente i processi di maturazione e di senescenza dei
frutti a causa della bassa pressione parziale dell’O,, favorendo tra I’altro I'allon-
tanamento dell’etilene e di altre sostanze volatili prodotte dal metabolismo dei
frutti. Trattamenti ipobarici di breve durata (4-24 ore) alle pressioni di 0,25,
0,5 ¢ 0,75 atm, sono risultati efficaci nel contenere i marciumi postraccolta di
fragole, ciliegie e uva da tavola (Romanazzi et al., 2001), soprattutto quando
applicati in combinazione con chitosano (Romanazzi et al., 2003).

I trattamenti con pressioni diverse da quella atmosferica offrirebbero il
grande vantaggio che i frutti non vengono trattati con alcun tipo di prodotto
(microrganismo, sostanza naturale, sostanze GRAS, ecc.) che, per quanto sia-
no innocui, suscitano sempre qualche perplessita nel consumatore. Tuttavia,
i costi delle attrezzature e di funzionamento e I'efficacia non sempre a livelli
apprezzabili, rende I'utilizzazione di questa tecnologia lontana dall’applica-
zione pratica su larga scala.

3. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Laumentato interesse verso metodi alternativi ai fungicidi di sintesi nella lotta
contro i patogeni del postraccolta ha prodotto numerose ricerche nelle ultime due
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decadi. [ risultati ottenuti appaiono incoraggianti, in quanto ¢ evidente la possi-
bilita di lotta ai patogeni del postraccolta senza I'uso dei fungicidi tradizionali.
D’altra parte tutti i mezzi fin qui esposti, considerati singolarmente, non riescono
a ottenere una riduzione delle perdite di prodotto economicamente accettabile;
pertanto, sono in corso numerosi studi per migliorarne l'efficacia. Nel caso dei
biofungicidi la formulazione rappresenta ancora un aspetto chiave, come anche
la compatibilita con le normali pratiche di lavorazione e conservazione dei frutti.
Importante risulta inoltre, come gia citato, I'integrazione dei biofungicidi con
GRAS, acqua calda o elicitori di resistenza al fine di sfruttare eventuali fenomeni
additivi o sinergici tra le varie strategie di lotta. La ricerca ha evidenziato, inoltre,
alcuni punti critici che possono essere cosi sintetizzati: difficolta (in termini di
costo e tempo) nella registrazione a livello europeo dei biofungicidi; eventuale
tossicita per 'uomo e 'ambiente delle molecole cosiddette naturali e loro possibile
fitotossicita se usate a concentrazioni elevate; esigenza di uno studio dettagliato
del destino ambientale degli antagonisti. La ricerca e lo sviluppo dei fungicidi
naturali deve prevedere indagini approfondite sulla loro degradazione nei cibi o
nei sistemi biologici (Tripathi e Dubey, 2004), sebbene la loro origine naturale
li renda relativamente biodegradabili e senza residui apprezzabili (Beye, 1978).

Per quanto riguarda, poi, i tempi di registrazione dei biofungicidi, 'Eu-
ropa appare penalizzata nei confronti degli Stati Uniti; infatti 'EPA, I'ente
americano che sovrintende alla loro registrazione, impiega circa 2 anni per
immettere sul mercato un biofungicida. Lo stesso prodotto impiega in Euro-
pa almeno 7 anni e anche in Italia segue la stessa lunga procedura. Per questo
motivo ¢ stato finanziato dalla comunita un progetto denominato REBECA
(www.rebeca-net.de), che si prefigge, tra I'altro, di esaminare i possibili rischi
degli agenti di lotta biologica e di confrontare la regolamentazione europea
e quella americana. Esso prende in considerazione non solo microrganismi
antagonisti, ma anche insetti, acari e nematodi, nonché feromoni ed estrat-
ti di piante da utilizzare nella lotta contro i patogeni dei vegetali; propone,
inoltre, alternative meno burocratiche e procedure di regolamentazione pilt
efficienti, pur mantenendo lo stesso livello di sicurezza per la salute dell’'uo-
mo e dell’ambiente, accelerando 'accesso al mercato e abbassando i costi di
registrazione.

RIASSUNTO

Negli ultimi anni sono stati studiati mezzi di lotta alternativi ai tradizionali fungicidi di sin-
tesi al fine di prevenire perdite di prodotto negli ortofrutticoli durante la fase postraccolta.
In questo ambito, alcuni mezzi che prevedono 1'utilizzazione di (a) microorganismi antago-
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nisti, (b) sostanze naturali ad attivitd antimicrobica e (3) trattamenti chimico-fisici hanno
evidenziato interessanti risultati, che purtroppo, sono ancora lontani da applicazioni pra-
tiche a causa, soprattutto, di una modesta efficacia. Inoltre, prodotti commerciali a base di
microrganismi antagonisti da impiegare nella lotta contro i patogeni del postraccolta sono
stati registrati negli Stati Uniti, Isracle e Sud Africa, ma non ancora in Europa. Lattivita
antifungina evidenziata da alcuni composti naturali estratti dalle piante ¢ risultata influen-
zata in maniera determinante dalle condizioni di trattamento (concentrazione, modo di
applicazione, formulazione, tempo di esposizione, durata del trattamento, ecc.). Nel corso
di numerose prove, sono emerse risposte differenti al trattamento che indicano possibili
interazioni tra la sostanza saggiata, il patogeno e I'ospite. Un probabile ostacolo all'uso delle
sostanze naturali puo essere quindi non tanto l'efficacia, quanto I'eventuale fitotossicita e
la formazione di odori o sapori anomali. Per superare taluni aspetti negativi inerenti 'uso
di microorganismi antagonisti o sostanze naturali ¢ stata proposta una strategia di applica-
zione integrata con altri mezzi quali I'uso di prodotti chimici a bassa tossicita (come taluni
additivi alimentari), il calore, gli elicitori di resistenza, ecc. al fine di produrre un effetto
additivo o sinergico che consenta un controllo soddisfacente delle malattie.

ABSTRACT

Alternative methods to fungicide treatments have been studied in order to prevent fruit losses
in the postharvest phase. Within these methods the applications of: (a) biological control
agents (BCAs), (b) plant bioactive compounds and (c) physico-chemical treatments showed
interesting results but still far from a practical application in Europe. So far, despite the sub-
stantial progress obtained with BCAs, no biofungicide has been registered in Europe to con-
trol postharvest pathogens, also because of insufficient and inconsistent performance. The use
of plant bioactive compounds has shown that the treatment conditions (concentration, form
of application, formulation, exposure time, time of treatment, etc.) can strongly influence
their efficacy. The different responses found in many studies indicate a cultivar specificity in
the product-pathogen-volatile interaction. A barrier to the use of plant bioactive compounds
may not be the efficacy, but rather the off-odours caused in fruits and vegetables and/or the
phytotoxicity. To overcome the drawbacks that have arisen with these methods, the inte-
gration of the antagonist with other treatments such as low toxic substances (GRAS), heat,
etc. has been proposed; this strategy could produce an additive or synergic effect on disease
control and obrtain satisfactory levels of disease reduction.
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Considerazioni conclusive

Nella seconda meta del secolo scorso, la diffusione della coltura specializza-
ta, la riduzione del numero di specie coltivate, 'impiego generalizzato della
fertilizzazione chimica e di altre pratiche agricole, quali le lavorazioni mec-
caniche del terreno e lirrigazione, hanno prodotto un eccezionale aumento
della biomassa vegetale. Questo aumento ha consentito un graduale mi-
glioramento quali-quantitativo dell’alimentazione della popolazione umana
(almeno di una gran parte di essa), ma ha anche favorito la diffusione ed
un maggiore sviluppo degli agenti biotici (funghi, batteri, virus, nemato-
di, piante infestanti e insetti fitofagi) dannosi alle colture. Per contenere
il danno ¢ stato fatto ricorso, spesso in modo indiscriminato, al massiccio
impiego di presidi sanitari che hanno contribuito ad alterare i meccanismi
omeostatici che garantiscono I'equilibrio biologico anche negli ecosistemi
terrestri antropizzati

Laccresciuta sensibilita ambientalistica e la crescente attenzione posta alla
salubrita degli alimenti e degli ambienti di lavoro, nonché i limiti d’'impiego
degli agrofarmaci imposti dalle normative europee e nazionali via, via emana-
te, hanno dato un forte impulso alla ricerca di tecniche innovative per la difesa
delle colture. Caratteristica comune cui tendono tutte le ricerche nel settore
¢ l'individuazione di strategie di lotta efficaci, economiche, a basso impatto
ambientale e di facile applicazione. Lo sviluppo delle biotecnologie, nell’acce-
zione pitt ampia del termine, ha facilitato I'individuazione di strumenti dotati
di grandi potenzialita applicative

Gli interventi per il controllo delle infestazioni entomatiche, mirano non alla
eliminazione totale degli insetti nocivi, ma al loro contenimento al di sotto di
determinati livelli (soglie economiche) di popolazione. I metodi di difesa con
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mezzi chimici attualmente in uso, perseguono i principi ecologici ed economici
sopra citati mediante I'impiego di strategie (monitoraggio dei livelli di popola-
zione dei fitofagi, tecnologie di formulazione dell’agrofarmaco, uso di attrattivi
e repellenti ecc.) che riducono I'impatto ambientale del presidio sanitario piu
che con l'uso di principi attivi con ridotta azione biotossica. Infatti le infesta-
zioni entomatiche sono ancora in massima parte controllate dagli insetticidi
organici di sintesi ai quali si continua a guardare in attesa di valide innovazioni.
Interesse ed aspettative destano, al riguardo, taluni principi attivi di recente
formulazione dotati di bassa tossicita per mammiferi ed altri gruppi di animali
“non target”. Solo I'acquisizione di piti complete conoscenze sull’interazione
insetto-pianta e sull’etologia entomologica consentira un maggiore diffusione
dell'impiego di mezzi di controllo biologico, biotecnico ed agroecologico.

Data la grande complessita e variabilitd delle problematiche fitopatologi-
che, le strategie di lotta a basso impatto ambientale contro funghi, batteri e
nematodi fitoparassiti passano attraverso l'integrazione degli strumenti del-
la gestione delle colture (mantenimento della fertilitd biologica del suolo,
fertilizzazione chimica, diagnostica fitopatologica, modelli previsionali, otti-
mizzazione dei sistemi di applicazione degli agroformaci ecc.) e quelli diretti
di difesa. La ricerca e la sperimentazione hanno consentito di individuare
strumenti biotecnci utili o potenzialmente utili per la difesa delle colture in
campo e degli ortofrutticoli in post-raccolta. Per lo piu si tratta di microrga-
nismi antagonisti, composti biocidi di origine naturale, mezzi fisici, additivi
alimentari ecc. Il divieto d’'impiego del bromuro di metile per la lotta contro
i patogeni tellurici, ha dato grande impulso all’individuazione e verifica in
campo di mezzi alternativi quali i biofumiganti (tiocianati) e le matrici orga-
niche complesse (compost, residui colturali e dell'industria agro-alimentare)
usate come tali o arricchite con microrganismi competitivi.

La resistenza delle piante alle malattie, che in natura ¢ la norma, ¢ un
efficace meccanismo naturale di difesa dai patogeni. Ne consegue che ogni
intervento atto ad attivare tale meccanismo bene si inserisce tra i mezzi di
lotta a basso impatto ambientale. Molta attenzione viene offerta quindi agli
induttori biotici ed abiotici di resistenza e all'ingegneria genetica per la pro-
duzione di piante transgeniche (PGM) resistenti alle malattie. Malgrado I'in-
tensa attivita sperimentale ed i successi ottenuti in laboratorio, serra e pieno
campo nessuna pianta dotata di resistenza transgenica ai batteri ed ai funghi
fitopatogeni ¢ oggi presente sul mercato mentre sono disponibili piante tran-
sgeniche resistenti a virus, insetti ed erbicidi anche se le colture commerciali
di dette piante sono ancora limitate.
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Nel complesso esiste oggi un ampio ventaglio di conoscenze suscettibili di
sviluppo applicativo. Quelle necessarie per assicurare un pit esteso impiego
degli strumenti biotenici sono, pero, ancora insufficienti per garantire risulta-
ti capaci di conquistare la piena fiducia degli agricoltori.
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