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Piero Cravedi*

Introduzione

La trasformazione, che ha caratterizzato la difesa antiparassitaria negli ultimi 
decenni, è avvenuta prevalentemente grazie alla progressiva valorizzazione di 
biotecnologie. Tali applicazioni tecnologiche, che si basano sull’impiego di 
organismi viventi o di loro derivati, hanno reso concretamente possibile l’at-
tuazione su larga scala dei concetti di agricoltura sostenibile su cui si fondano 
sia la produzione integrata sia quella biologica. 

Un primo sostanziale contributo alla razionalizzazione dell’uso degli in-
setticidi si è avuto con l’impiego dei feromoni per il monitoraggio di alcune 
specie di Lepidotteri dannosi. Egualmente importante è stata la disponibilità 
di preparati microbiologici efficaci contro alcuni insetti e varie malattie delle 
piante.

I nuovi mezzi hanno progressivamente conquistato un ruolo di rilievo. 
Questa evoluzione può essere chiaramente percepita consultando le succes-
sive edizioni di Prontuari dei prodotti fitosanitari e degli Atti delle Giornate 
Fitosanitarie. Si è così assistito a una continua diminuzione dei tradizionali 
insetticidi di sintesi e alla comparsa di una molteplicità di altri mezzi “biotec-
nologici”. 

La diffusa, anche se non sempre giustificata, avversione dell’opinione pub-
blica verso i fertilizzanti e gli antiparassitari di sintesi ha contribuito a una 
tumultuosa crescita di nuovi mezzi che le biotecnologie rendono disponibili. 

L’odierna Giornata di Studio, organizzata a cura del Comitato Consultivo 
dei Georgofili sui problemi della difesa delle piante, si propone di approfon-
dire alcuni argomenti che presentano aspetti scientifici rilevanti e potrebbero 
consentire l’avvio di strategie di difesa innovative. I maggiori esperti dei di-

* 	 Presidente del Comitato Consultivo dei Georgofili sui problemi della difesa delle piante
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versi settori interessati sono stati chiamati a illustrare le attuali applicazioni 
in campo, lo stato della ricerca e la prevedibile evoluzione futura. La parte 
conclusiva della Giornata di Studio è stata dedicata all’esame degli aspetti 
normativi che risultano determinanti per il passaggio dal livello scientifico a 
quello applicativo. Si ritiene che un’adeguata evoluzione della regolamenta-
zione sia indispensabile per il corretto impiego dei nuovi mezzi biotecnici.

 



Ignazio Floris*, Luca Ruiu*, Alberto Satta*

Prospettive di controllo microbiologico degli insetti

il contesto generale e di mercato

L’interesse della comunità scientifica nel settore della discovery e nello sviluppo 
di soluzioni alternative e a basso impatto ambientale per il contenimento degli 
organismi nocivi in agricoltura è in continua crescita. Significativi sono anche 
gli investimenti industriali in questo ambito, con particolare riguardo al settore 
dei cosiddetti agenti di controllo biologico (BCA) da impiegare a integrazione ai 
sistemi tradizionali basati sull’uso di agrofarmaci di origine sintetica.

All’interno del mercato globale dei pesticidi (BCC Research LLC, 
CHM029E, 2014) il segmento dei biopesticidi segna il maggior tasso di cre-
scita, con stime che si approssimano su valori del + 10-15% annuo (Global 
Industry Analysts, Inc., MCP-1573, 2012). Questo interesse è legato a vari 
fattori, tra i quali il ritiro dal mercato di agrofarmaci di largo impiego; i costi 
relativamente elevati di sviluppo di nuovi formulati sintetici; la riduzione dei 
livelli di residui (Maximum Residue Level, MRL) ammessi nei prodotti agrari 
e zootecnici; il trend positivo degli alimenti biologici; l’introduzione nel mer-
cato di formulazioni bioinsetticide sempre più efficaci e con più ampio spettro 
di attività biologiche contro organismi bersaglio, tali da risultare competitive 
e di facile applicabilità, alla stregua di normali insetticidi convenzionali (Cop-
ping e Menn, 2000; Chandrasekaran et al., 2012; Senthil-Nathan, 2013); i 
limitati effetti indesiderati nei confronti di insetti utili, dei problemi della 
farmaco resistenza (Copping e Menn, 2000; Goettel et al., 2001; EPA 2006) 
o della contaminazione dell’aria e dell’acqua, quindi anche dei rischi per la 
salute umana e per l’ambiente. 

* 	 Dipartimento di Agraria, Sezione di Patologia vegetale ed Entomologia, Università di Sassari
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Nell’ambito del recente contesto normativo sulla gestione integrata 
dei parassiti (IPM), l’implementazione dei nuovi regolamenti comunitari 
favorisce sempre più lo sviluppo e la registrazione pre-commerciale di sostanze 
a minore impatto ambientale efficaci per il controllo degli organismi nocivi 
(Direttiva CE 2009/128; Reg. CE N. 1107/2009). 

Un ruolo importante è ricoperto dagli insetticidi di origine microbica, 
rappresentati da numerosi microrganismi associati agli insetti e che si 
comportano da agenti entomopatogeni, tra cui batteri, funghi, virus, protozoi, 
nematodi (Vega e Kaya, 2012).

i principali agenti entomopatogeni

Batteri

I batteri sono largamente diffusi nell’ambiente e, nel tempo, hanno instaurato 
un’ampia varietà di interazioni con gli insetti, inclusi i rapporti di simbiosi. 
Benché molte specie batteriche siano utili per gli stessi insetti, alcune di 
queste si comportano come agenti patogeni. Questi ultimi hanno evoluto 
una molteplicità di strategie per superare le difese dei loro ospiti, incluso lo 
sviluppo di tossine insetticide spesso ad azione molto specifica. 

I batteri costituiscono gli agenti entomopatogeni più importanti, con 
specie soprattutto sporigene ma anche non sporigene (Ruiu, 2015). 

Il genere Bacillus include le specie con maggiore interesse applicativo. La 
ricerca degli ultimi decenni è stata dominata da Bacillus thuringiensis (Bt), che 
agisce come insetticida sia sulle larve di Lepidotteri, ma anche nei riguardi di 
Ditteri e Coleotteri (Palma et al., 2014), ed è utilizzato in commercio da più 
di 40 anni (Gelernter e Schwab, 1993). 

Nella sua forma vegetativa è debolmente tossico, ma durante la sporulazione 
produce pro-tossine di natura proteica che tipicamente si aggregano in corpi 
parasporali (cristalli), caratterizzati da una specifica azione insetticida. Questi 
cristalli, ingeriti dagli insetti insieme al cibo, si dissolvono nell’intestino 
medio, se sufficientemente basico nel caso dei lepidotteri, e rilasciano proteine 
con peso molecolare variabile (range 30 - 160 kDa), che, a opera di enzimi 
digestivi (es. tripsina), liberano tossine attive in grado di interagire con le 
cellule epiteliali della superficie intestinale, provocandone la degenerazione, 
seguita dalla paralisi e morte dell’insetto.

Diversi ceppi di Bt producono differenti tossine, di cui le più note sono 
l’α-esotossina, (termolabile), la β-esotossina o Turingiensina (termostabile), le 
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tossine Vegetative Insecticidal Proteins (VIP) prodotte durante la fase vegeta-
tiva, e le più note δ-endotossine. Queste ultime, definite anche proteine Cry, 
sono in grado di legarsi selettivamente a specifici recettori localizzati nell’epi-
telio intestinale delle larve di specie suscettibili di insetti. Il legame della pro-
teina con i recettori è seguita da un meccanismo che determina la formazione 
di pori catione-specifici che, distruggendo il flusso ionico dell’epitelio inte-
stinale, portano alla morte le larve in pochi giorni. A oggi si conoscono più 
di 700 geni che codificano per proteine Cry che risultano suddivisi in diver-
se famiglie secondo un sistema di nomenclatura quaternario (es. Cry1Aa1), 
appartenenti a differenti ceppi di Bt, che esibiscono un’elevata specificità di 
azione nei confronti dei diversi insetti. Questa specificità è legata al mecca-
nismo di riconoscimento a livello dei recettori di membrana nelle specie di 
insetti target. Recettori che non sono presenti in altri animali e nell’uomo, 
che dunque non sono sensibili all’azione di queste proteine. I geni che co-
dificano per queste proteine possono essere impiegati nella trasformazione 
di determinate specie vegetali per conferirle resistenza nei confronti di un 
particolare tipo di insetto. In tal modo la pianta sarà in grado di sintetizzare 
la proteina Cry direttamente nella forma attiva, che esplicherà la sua funzione 
bioinsetticida quando l’insetto dannoso attacca la pianta cibandosi dei suoi 
tessuti. Geni codificanti per le tossine di Bt sono stati ormai geneticamente 
inseriti in diverse piante di interesse agrario (es. mais), ampiamente diffuse 
nelle aree geografiche in cui è consentita la coltivazione di piante genetica-
mente modificate (OGM).

La Turingiensina, che ha una natura nucleotidica, ha un più ampio spettro 
d’azione, ed è stata in passato impiegata contro le mosche domestiche. 
Tuttavia, essa presenta una leggera tossicità anche per i mammiferi, per 
cui, con qualche eccezione, il suo impiego non è consentito in agricoltura 
biologica, e i ceppi di Bt che la producono sono stati ritirati dal commercio 
nei paesi occidentali. 

Ceppi del gruppo Lysinibacillus sphaericus (precedentemente Bacillus 
sphaericus) sono caratterizzati dalla produzione di una endospora di forma 
sferica, strettamente associata a corpi parasporali che contengono in rapporto 
equimolare delle tossine proteiche binarie (BinA and BinB). Le modalità di 
azione anche in questo caso per ingestione, includono modificazioni nella 
membrana peritrofica e danneggiamento dell’epitelio intestinale. I principali 
insetti target delle formulazioni basate su ceppi di L. sphaericus sono le 
zanzare, i simulidi e i chironomidi. 

Il batterio sporigeno Paenibacillus popilliae è l’agente eziologico della co-
siddetta “milky disease” di larve di Coleotteri fitofagi. Ceppi appartenenti a 
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questa specie producono inclusioni parasporali, anche se l’effetto insetticida è 
maggiormente legato a una azione setticemica del batterio.

Tra gli altri batteri di interesse nella produzione di bioinsetticidi ricordiamo 
le specie di Actinobacteria Streptomyces spp. e Saccharopolyspora spp. che hanno 
guadagnato grande interesse commerciale per la produzione di una varietà di 
metaboliti che agiscono come potenti insetticidi (i.e avermectine, spinosad). 
Rilevante anche il caso del Brevibacillus laterosporus, batterio entomopatogeno 
caratterizzato dalla produzione di un tipico corpo parasporale a forma di 
canoa associato a un lato della spora. Tossine ad azione insetticida prodotte 
da diversi ceppi appartenenti a questa specie sono attive nei confronti di larve 
di coleotteri e di ditteri come zanzare e mosche (Ruiu, 2013).

Di recente scoperta e introduzione nei mercati del Nord America, sono 
alcuni ceppi di Betaproteobacteria appartenenti ai generi Burkholderia e 
Chromobacterium, il cui ampio spettro di attività e una modalità di azione 
sia per ingestione che per contatto, ne consente un utilizzo nei confronti sia 
di insetti con apparato boccale masticatore (es. coleotteri, lepidotteri) che di 
fitomizi (es. eterotteri) e acari (Martin et al., 2007).

Virus

I virus, a differenza dei batteri, hanno avuto uno sviluppo applicativo più 
limitato. Interessano particolarmente tre tipi di virus: i virus delle poliedrosi 
citoplasmatiche; i virus delle poliedrosi nucleari e i virus delle granulosi.

I baculovirus si distinguono in virus della poliedrosi nucleare (NPV) e in 
granulovirus (GVS); sono in grado di infettare una grande varietà di artropo-
di e in particolar modo le larve di Lepidotteri, Coleotteri, Ditteri, Imenotteri, 
Neutotteri, Sifonatteri, Tisanuri e Tricotteri. Il nome baculo è riferito alla 
forma bastoncellare del capside di queste particelle virali, all’interno del quale 
il DNA è condensato in una struttura nucleoproteica. Alcune applicazioni 
importanti di questi virus hanno riguardato il controllo di Limantria, Pro-
cessionaria e Carpocapsa, per i quali sono stati sviluppati insetticidi virali. I 
baculovirus sono di solito altamente patogeni e sono utilizzati efficacemente 
anche nella loro forma naturale come agenti di biocontrollo contro numerosi 
insetti nocivi (Moscardi, 1999). In Italia, pioniere nell’impiego di baculovirus 
fu Magnoler (1967, 1968) il quale sperimentò delle valide applicazioni per 
la protezione delle sugherete sarde da attacchi del Lepidottero defogliatore 
Lymantria dispar, usando macerati di larve raccolte in natura della stessa L. 
dispar e di Malacosoma neustria infettate da virus della poliedrosi nucleare. 
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I baculovirus devono essere ingeriti per provocare l’infezione. Dopo 
l’ingestione, entrano attraverso l’intestino medio e da lì si diffondono in tutto 
il corpo dell’insetto, anche se su alcuni ospiti, l’infezione può essere limitata 
all’intestino o al tessuto adiposo. Una caratteristica comune ai baculovirus è 
che le particelle virali sono incorporate in una matrice proteica. La presenza 
di corpi di occlusione gioca un ruolo fondamentale nella loro potenziale 
applicazione in strategie di lotta biologia in quanto permette al virus di 
sopravvivere fuori dell’ospite (Cory, 2000).

Recentemente, è stato dimostrato che sostanzialmente i baculovirus non sono 
infettivi per vertebrati e piante. Anche all’interno degli insetti, il loro spettro d’a-
zione è limitato all’ordine da cui sono stati isolati; alcuni sembrano specie-specifi-
ci, altri infettano una serie di ospiti (Barber et al., 1993; Cory et al., 2000).

La maggior parte dei nuovi baculovirus ricombinananti impiegano tossine 
selettive. La modificazione genetica è stata per lo più effettuata sul virus della 
poliedrosi nucleare dell’Autographa californica (AcNPV), che rappresenta a 
oggi uno dei virus per cui sono disponibili più informazioni molecolari, tra 
cui la sequenza di DNA completo (Cory, 2000). Ultimamente, un baculovi-
rus naturale ad azione multipla è stato isolato da Agrotis ipsilon (AgipMNPV) 
(Prater et al., 2006).

Numerose formulazioni virali sono disponibili principalmente per il 
controllo di larve di Lepidotteri (Arthurs e Lacey, 2004; EPA, 2006). Tra i 
prodotti registrati in Italia è di rilievo il caso del virus della granulosi di Cydia 
pomonella CpGV.

Funghi

I funghi entomopatogeni sono rappresentati da diversi generi e specie, che 
sono state oggetto di sperimentazioni per il controllo biologico nei confronti 
di vari insetti con successi e insuccessi che si sono nel tempo alternati, spesso 
in relazione al verificarsi di variabili condizioni ambientali (es. temperatura e 
umidità) che regolano la germinazione dei conidi fungini.

Una delle prime applicazioni significative riguarda la specie Beauveria bas-
siana, a partire dalla fine XIX secolo, la cui azione insetticida si esplica in 
seguito al contatto dei suoi conidi con il tegumento dell’insetto bersaglio, sul 
quale, se le condizioni sono idonee, germinano e producono ife fungine che 
perforano la cuticola e invadono il corpo dell’insetto. Questa “azione mecca-
nica” determina perdita di acqua e disidratazione della vittima, concorrendo 
a causarne la morte (Pekrul e Grula, 1979). 
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Metarhizium anisopliae è l’altro fungo entomopatogeno essenziale con una 
vasta gamma di specie di insetti ospiti. Attualmente diversi ceppi sono stati 
isolati da varie aree geografiche (Fegan et al., 1993; Roberts e St. Leger, 2004) 
con tossicità estremamente variabile (Goettel e Jaronski, 1997). M. anisopliae 
è utilizzato su larga scala in Paesi come il Brasile, dove 100.000 ha di canna 
da zucchero sono trattati tutti gli anni (Faria e Magalhães, 2001). 

Lo sviluppo e l’applicazione di agenti microbici fungini per il biocontrollo 
di insetti nocivi implica test per valutare i possibili rischi sull’uomo e gli 
animali (Goettel et al., 2001).

Diversamente dai batteri, i funghi infettano gli insetti non solo attraverso 
l’apparato boccale e l’intestino, ma anche attraverso la cuticola. Essi sono 
pertanto insetticidi di contatto, non veleni per ingestione. L’invasione 
dell’ospite avviene tramite rottura della cuticola a opera di una miscela di 
lipasi, proteasi e chitinasi. Dopo l’invasione dell’ospite, possono produrre 
tossine. In ambiente umido sporulano sia immediatamente prima che l’insetto 
muoia, che subito dopo. Le spore (o conidi aeriferi) sul corpo dell’insetto 
possono diffondersi nell’ambiente e infettare insetti sani, provocando 
epidemie (chiamate epizootiche). Il principale svantaggio al loro impiego è 
il ristretto intervallo di condizioni ambientali e climatiche adatte: quasi tutti 
richiedono elevata umidità e temperature moderate. Inoltre, va precisato che 
l’uso di trattamenti fungicidi nella gestione fitosanitaria di una coltura può 
pregiudicare l’impiego dei funghi entomopatogeni.

Protozoi

I protozoi entomopatogeni possono infettare una vasta gamma di insetti 
(Maddox, 1987; Brooks, 1988). Alcuni possono uccidere gli insetti rapida-
mente, ma la maggior parte sono noti per gli effetti cronici: debilitanti, in-
ducenti inappetenza, agenti sulla longevità, la fecondità e la prolificità. I più 
importanti patogeni per gli insetti sono i microsporidi, che sono patogeni 
obbligati, polifagi. Secondo recenti studi di biologia molecolare, i microspo-
ridi sarebbero veri funghi (Vossbrinck e Debrunner-Vossbrinck, 2005). In 
confronto ad altri agenti patogeni, i microsporidi hanno avuto poco successo 
perché presentano difficoltà nella coltura in vitro e nella conservazione. Se si 
potessero manipolare più agevolmente sarebbero utilissimi come fattori di 
regolazione di popolazioni dannose. 

La loro attività biologica è complessa, crescono solo nell’ospite vivo e alcu-
ne specie richiedono un ospite intermedio. Come agenti di controllo micro-
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bico, tuttavia, alcune specie sono state applicate con discreto successo (Solter 
e Becnel, 2000).

Un caso è quello di Nosema locustae contro le cavallette (Henry e Oma, 
1981). Le spore di Nosema spp. vengono ingerite dall’ospite e si sviluppano 
nell’intestino medio, dove germinando invadano le cellule inducendo 
l’infezione di massa e la distruzione di organi e tessuti. Naturalmente, 
parassitoidi e predatori di insetti fungono da vettori di distribuzione della 
malattia provocata da microsporidi (Brooks, 1988).

Nematodi

I nematodi entomopatogeni (Kaya e Gaugler, 1993; Grewal et al., 2005) 
rappresentano un particolare gruppo di agenti di controllo biologico 
caratterizzato da una regolamentazione più permissiva per l’uso in agricoltura. 
Questi microrganismi, normalmente penetrano attivamente nel corpo degli 
insetti attraverso le cavità naturali o mediante azione combinata enzimatica 
(chitinasi, proteasi) e meccanica (Bedding e Molyneux, 1982). Raggiunto 
l’emocele, rilasciano i loro batteri simbionti che trovano così un “brodo di 
coltura” idoneo allo sviluppo e alla proliferazione. In questa fase i batteri 
rilasciano tossine che indeboliscono l’ospite e producono una varietà di 
metaboliti che creano le condizioni adatte alla proliferazione dei nematodi 
che si avvantaggiano così dell’azione batterica. L’ospite in breve tempo viene 
condotto a morte. 

Batteri dei generi Photorhabdus e Xenorhabdus rappresentano i principali 
endosimbionti di nematodi entomopatogeni. I primi sono tipicamente 
associati a nematodi del genere Heterorhabditis, mentre i secondi al genere 
Steinernema. Un’ampia varietà di fattori di virulenza sono stati caratterizzati. 
Fra questi i complessi proteici (Tc) ad azione insetticida e le proteine PIR 
(Shapiro-Ilan et al., 2012). 

problematiche

Uno degli interrogativi principali che si pongono al momento dell’uso di un 
preparato a base di entomopatogeni è relativo all’effetto sugli entomofagi e su 
altri insetti utili, come le api o il baco da seta, e sull’uomo. 

Per quanto riguarda i batteri ad esempio, il Bt, che rappresenta anche la 
specie più studiata, può provocare la morte delle larve del baco da seta in 
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caso di deriva di applicazioni su lepidotteri dannosi, per cui in Giappone e 
in Cina, dove la sericoltura è praticata in modo intensivo, viene usato solo 
in casi di estrema necessità e in zone ben lontane dagli allevamenti. Per le 
api invece diversi studi ne dimostrano l’innocuità, per cui i trattamenti si 
possono fare anche nel periodo di volo di questi imenotteri. Limitata è an-
che la suscettibilità delle formiche e altri insetti predatori e parassiti, e come 
precedentemente ricordato, è stata ampiamente dimostrata anche l’assoluta 
innocuità per l’uomo.

I virus poliedrici hanno elevata specificità rispetto all’ospite per cui il baco 
da seta è poco suscettibile alle virosi che attaccano gli altri lepidotteri e le 
api lo sono rispetto a quelle che attaccano altri imenotteri. Infine, nessuna 
tossicità significativa è stata osservata sugli animali a sangue caldo, incluso 
l’uomo. 

I funghi presentano un’ampia gamma di tossicità in relazione sia alle 
specie che ai ceppi, passando da condizioni di assoluta innocuità fino a casi di 
patogenicità per gli animali superiori, che evidentemente non riguardano le 
specie fungine entomopatogene in commercio.

I protozoi entomopatogeni finora studiati, infine, non sembrano essere 
dannosi per l’uomo. 

Nonostante il successo di differenti prodotti, l’impiego del controllo 
microbiologico è ancora relegato a contesti di nicchia, in relazione al 
meccanismo di azione spesso molto specifico. Ulteriori studi e ricerche sono 
necessari per sviluppare soluzioni innovative che possano rispondere alle 
richieste degli utilizzatori finali e del legislatore in termini sia di efficacia che 
di sostenibilità ambientale. Al presente stato dell’arte, questi bioinsetticidi 
sono ancora lontani dalle loro potenzialità d’impiego a causa della mancanza 
di tecnologie a essi associate che ne incrementino l’efficacia (Glare et al., 
2012). 

Nel caso più importante dei batteri entomopatogeni, ad esempio, l’effica-
cia è spesso associata con una loro corretta applicazione. Nel caso di prodotti 
che agiscono per ingestione (es. prodotti a base di Bt), la tempistica (timing) 
è fondamentale per garantire che le tossine batteriche rimangono stabili 
nell’ambiente finché non vengono ingerite dall’insetto bersaglio. Un altro 
aspetto è quello di garantire una copertura adeguata dei substrati (ad esem-
pio, fogliame) frequentati o mangiati dagli insetti. Questo ha portato allo 
sviluppo di formulazioni con l’obiettivo di massimizzare la shelf life e la persi-
stenza, migliorando la dispersione e l’adesione, l’efficienza e, soprattutto, l’ef-
ficacia del trattamento. Una varietà di coadiuvanti e additivi per formulazioni 
microbiche sono stati sviluppati dall’industria. Questi includono disperdenti, 
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tensioattivi, tamponi di pH, agenti antischiuma, vettori, fagostimolanti e at-
trattivi. A seconda dell’applicazione e delle condizioni ambientali, una scelta 
di formulazioni solide e liquide è disponibile. Le prime comprendono polve-
ri, granuli, pellets e polveri bagnabili (WP), mentre sospensioni liquide pos-
sono consistere in sospensioni concentrate (SC), emulsioni e incapsulazioni. 
Le tecnologie avanzate volte ad aumentare gli effetti residui comprendono 
microincapsulazioni e microgranuli. 

La disponibilità delle moderne biotecnologie “omiche” permette lo sviluppo 
di nuovi approcci molecolari che stanno conducendo alla scoperta di nuovi 
geni e tossine di origine microbica implicati nei meccanismi bioinsetticidi, 
generando preziose informazioni per ottimizzare il loro impiego nel controllo 
biologico e creare nuove prospettive di difesa eco-compatibile. 

esempi applicativi 

Ambito agrario

Un’applicazione estesa e importante in campo frutticolo riguarda l’impiego 
del virus della granulosi (CpGV) della Carpocapsa (Cydia pomonella). Viene 
applicato in sospensione acquosa poco prima e/o durante la schiusa delle 
uova con dosaggi da 50 a 100 ml/ha, da solo o in associazione con semiochi-
mici (kairomone) (Pasqualini et al., 2005) o lieviti (Knight et al., 2013). Le 
larve neonate ingeriscono i corpi di occlusione (granuli), i quali si dissolvono 
rapidamente nelle condizioni alcaline dell’intestino e rilasciano dei virioni 
che passano attraverso la membrana peritrofica (infezione transitoria) prima 
di invadere la maggior parte dei principali tessuti del corpo (Federici, 1997). 
Numerose prove sperimentali hanno dimostrato la buona attività di CpGV 
in una varietà di condizioni in Europa, Sud Africa, Australia, Nuova Zelan-
da, Sud America e Nord America (Falcon e Huber, 1991; Guillon e Biache, 
1995; Huber, 1986; Jaques, 1990; Vail et al., 1991). La specificità di CpGV 
per Carpocapsa e alcune specie strettamente collegate, nonché la sicurezza 
per gli organismi non bersaglio è stata accuratamente documentata (Gröner, 
1986). Nonostante la sua promessa, lo sviluppo commerciale e l’adozione 
di CpGV è stata limitata (Cross et al., 1999). Le principali preoccupazioni 
espresse dai coltivatori sono: la breve attività residua e la necessità di utilizzare 
più applicazioni; la bassa velocità d’azione, la scarsa efficacia in condizioni di 
alta densità di popolazione; gli elevati costi delle formulazioni (Glen e Clark, 
1985; Jaques et al., 1987) e il rischio di resistenza (Zingg, 2008). Tuttavia, 
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più di recente, una serie di prodotti di nuova formulazione sul mercato sono 
stati registrati in Nord America e approvati per l’uso in frutteti biologici, i 
quali attenuano alcuni dei limiti segnalati. 

Ambito forestale

Le applicazione di Bacillus thuringiensis kurstaki (Btk) nei biotopi forestali 
sono numerose, anche in Italia. Una sintesi dei risultati e delle prospettive 
di utilizzo per il controllo della processionaria del pino (Thaumetopoea 
pityocampa) è stata ad esempio riportata da Battisti et al. (1998).

In Toscana, nel 2003-2004, nel complesso boschivo del Demanio Regionale 
nella Foresta di Santa Luce (PI), a prevalenza di Quercus cerris, sono stati 
trattati 1.640 ha all’inizio di una progradazione di Thaumetopoea processionea 
con Btk (FORAY 48 B a 12.7 BIU/l). Il trattamento realizzato sulle giovani 
larve con 4,5 l/ha, a fine aprile, mediante elicottero, ha determinato una 
mortalità larvale superiore al 96% (Roversi et al., 2008).

In Sardegna, a partire dai primi anni ’80, è stata condotta una lunga espe-
rienza di sperimentazione e applicazione di formulati a base di Btk per il 
controllo dei Lepidotteri defogliatori delle sugherete: Lymantria dispar, Ma-
lacosoma neustria e Tortrix viridana L. (Luciano e Lentini, 2012). Dal 2001 al 
2010 sono stati trattati oltre 100 mila ettari di bosco con mezzi aerei, conse-
guendo elevati livelli di mortalità larvale (dal 56,4 al 97,1%) in funzione delle 
differenti formulazioni impiegate. In generale, i risultati sono stati soddisfa-
centi in termine di protezione delle sugherete. Le difficoltà hanno riguardato 
alcuni aspetti tecnici e soprattutto di carattere burocratico e amministrativo 
con ripercussioni, talvolta, sulla tempestività e sull’efficienza degli interventi 
aerei. Ad esempio solo dal 2009 gli elicotteri impiegati per la distribuzione 
delle formulazioni di Bt sono stati dotati di efficienti sistemi di GPS per i 
trattamenti spray (AG NAV INC.), tali da garantire un uniforme copertura. 
In alcuni casi non è stato possibile acquisire in tempo utile i formulati speri-
mentali per i ritardi nell’erogazione dei finanziamenti, considerato che sono 
necessari, nel caso del Foray circa 90 giorni per la produzione e il trasporto 
dagli USA alla Sardegna. Tuttavia, l’ostacolo principale è risultato di carattere 
legislativo, in relazione all’autorizzazione all’impiego dei formulati e al ricorso 
ai mezzi aerei per i trattamenti.

Un altro ambito di impiego di agenti di controllo biologico per il conte-
nimento dei defogliatori forestali è rappresentato dal caso del fungo Entomo-
phaga maimaiga, un agente entomopatogeno specie-specifico per la L. dispar. 
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Questo fungo attualmente non è presente nell’Europa occidentale, ma la sua 
introduzione dagli areali di origine permetterebbe di contenere lo sviluppo 
delle popolazioni della specie dannosa. I promettenti risultati di questi studi, 
svolti da un gruppo di ricercatori in Sardegna ha permesso di mettere in evi-
denza l’efficacia di ceppi del fungo di origine balcanica su popolazioni di L. 
dispar di diverse aree geografiche della penisola italiana e delle maggiori isole 
(Contarini et al., 2015).

Ambito zootecnico

I prodotti a base di microrganismi entomopatogeni impiegati in ambito 
zootecnico sono soggetti a una differente regolamentazione e vengono definiti 
biocidi. Benché ceppi di B. thuringiensis israelensis (Bti) manifestino attività 
nei confronti delle larve di insetti di interesse zootecnico come le mosche, essi 
non hanno trovato significativo impiego in questo ambito in relazione alla 
limitata efficacia di trattamenti sui substrati organici di sviluppo degli stadi 
pre-immaginali di questi insetti. Diverse sono per contro le sperimentazioni 
condotte. Si riporta il caso di una sperimentazione condotta in Sardegna con 
una formulazione batterica contenente spore di Brevibacillus laterosporus ceppo 
UNISS 18, noto per la sua tossicità nei confronti di Musca domestica. Indagini 
preliminari in laboratorio hanno permesso di individuare una concentrazione 
di 1x108 spores /g come concentrazione letale sugli stadi giovanili. La stessa 
formulazione e concentrazione, è stata in seguito applicata a un dosaggio di 
2 l/m2 sulle letamaie e nei paddock di aziende bovine intensive, ottenendo 
un significativo contenimento dello sviluppo larvale in questi siti (Ruiu et al., 
2008). I promettenti risultati ottenuti sono stati anche confrontati con altri 
biopesticidi di origine botanica (azadiractina) che hanno confermato l’elevata 
potenzialità di questo microrganismo per l’impiego nel controllo integrato 
delle mosche in aziende zootecniche (Ruiu et al., 2011).

RIASSUNTO

L’interesse per lo sviluppo di soluzioni alternative e a basso impatto ambientale per il 
contenimento degli organismi nocivi in agricoltura è in continua crescita e riguarda par-
ticolarmente il settore dei cosiddetti agenti di controllo biologico. In questo ambito, un 
ruolo importante è ricoperto dagli insetticidi a base di microrganismi che si comportano 
da agenti entomopatogeni, tra cui batteri, funghi, virus, protozoi e nematodi. I batteri 
costituiscono gli agenti più importanti con il genere Bacillus e, in particolare, il Bacillus 
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thuringiensis, che rappresenta la specie di maggiore interesse applicativo, utilizzata in 
commercio da più di 40 anni. Tra i virus, hanno avuto sviluppo applicativo quelli del-
le poliedrosi citoplasmatiche, delle poliedrosi nucleari e delle granulosi. I funghi sono 
rappresentati da diversi generi e specie, ma le applicazioni più significative riguardano 
Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae. Altri agenti importanti sono i microsporidi 
(Nosema spp.). Infine, i nematodi, rappresentano un particolare gruppo di “microrgani-
smi”, che agiscono in associazione con batteri simbionti. Diverse applicazioni su vasta 
scala con formulazioni a base di tali agenti microbiologici di controllo hanno riguardato 
negli ultimi decenni anche l’Italia.

ABSTRACT

Perspectives in the microbial control of insects. The growing interest in the development of 
alternative and eco-sustainable pest management solutions in agriculture is associated to 
a significant development of the biological control agent sector. In this context, microbial 
based insecticides play a major role and include entomopathogenic bacteria, fungi, virus, 
protozoa, and nematodes. Bacteria are the most exploited group o entomopathogens and 
are well represented by the genus Bacillus which includes Bacillus thuringiensis, the most 
studied and employed species, with more than 40 years commercial use. Among viruses, 
agents of cytoplasmic polyhedrosis, nuclear polyhedrosis and the granulosis feature the 
main cases of application. Fungi include a variety of genera and species, but the most 
important applications relate to Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. Other 
important biological control agents are microsporidia (Nosema spp.). Finally, nematodes, 
are a particular group of “microorganisms” acting in association with symbiotic bacteria. 
Several large-scale applications of formulations based on these microbial control agents 
have been made in the last decades also in Italy. 
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I semiochimici in agricoltura

I semiochimici (Gk. semeon = segnale) sono sostanze naturali a basso peso 
molecolare (< 250), coinvolte nella comunicazione chimica tra gli organismi 
viventi, che possono indurre modificazioni soprattutto di carattere etologico, 
talvolta anche fisiologico o perfino anatomico. I semiochimici sono general-
mente classificati in feromoni e allelochimici; i primi favoriscono la comuni-
cazione all’interno della specie (semiochimici intraspecifici), i secondi, invece, 
mediano la comunicazione tra specie e regni di esseri viventi diversi (semio-
chimici interspecifici).

semiochimici intraspecifici

Il termine feromone (Gk. pherein = trasportare e ormao = stimolo) venne in-
trodotto dal biochimico tedesco Peter Karlson e dall’entomologo svizzero Mar-
tin Lüscher (1959) per evitare confusione con gli ormoni. Successivamente, 
nell’ambito dei semiochimici intraspecifici, Koene e Ter Maat (2001) introdus-
sero il termine di allormone indicando con esso sostanze attive che bypassano 
gli organi di senso, come ad esempio i composti che inducono l’ovideposizione 
in Drosophila funebris (F.) (Baumann 1974a, 1974b) o che inibiscono il riaccop-
piamento, attraverso il blocco della recettività della femmina, in Musca domesti-
ca (L.) (Riemann et al. 1967; Leopold et al., 1971a, 1971b).

I feromoni sono sostanze in grado di indurre reazioni specifiche di tipo 
fisiologico e/o comportamentale. In base alla risposta si distinguono feromoni 
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sessuali, di allarme, traccia, marcanti, inibitori, di aggregazione, ecc. Alla per-
cezione di un feromone può seguire una risposta comportamentale immedia-
ta (effetto releaser), o un complesso di risposte fisiologiche e/o morfologiche 
(formazione di una casta e/o maturità sessuale) a cui in un secondo momento 
possono conseguire manifestazioni comportamentali (effetto primer) (Wilson 
e Bossert, 1963). L’entomologo inglese Colin G. Butler nel 1961, mediante 
studi comportamentali, individuò in Apis mellifera (L.) il primo feromone 
primer che regola lo sviluppo di un insetto.

I feromoni sessuali possono essere diffusi nell’aria o in altro mezzo disper-
dente (feromoni olfattivi) o depositati direttamente sull’organo di ricezione 
del partner (feromoni di contatto).

feromoni olfattivi

Il naturalista francese Jean-Henry Fabré nel 1870 osservò, per la prima volta, 
che una femmina di Saturnia pyri (Denis & Schiffermüller) (Lepidoptera, 
Saturnidae) è in grado di attrarre decine di maschi, anche a notevole distanza 
(Fabré, 1911). Successivamente, l’utilizzo di stimoli olfattivi per l’incontro 
tra i sessi è stato dimostrato in numerose specie appartenenti a diversi Ordini 
di insetti. I feromoni sono generalmente rilasciati dalla femmina, ma anche 
il maschio (es. Galleria mellonella L.) (Finn e Payne, 1977) o entrambi i sessi 
possono emettere l’attrattivo (es. Ceratitis capitata Wiedemann e Bactrocera 
oleae Rossi) nelle fasi di ricerca del partner, corteggiamento e accoppiamento 
(Ohinata et al., 1977; Canale et al., 2015).

I feromoni sessuali sono complesse miscele di messaggeri chimici in cui 
il componente principale, dotato di elevata attività biologica, può fungere 
inizialmente da attrattivo e successivamente, a concentrazione più elevata, 
come quella che un maschio avverte in prossimità della femmina, anche da 
arrestante e spesso da stimolante sessuale. Tale sostanza di richiamo agisce 
su lunghe distanze (anche oltre 7,5 km) inducendo l’individuo ricevente a 
orientarsi verso la sorgente e stimolandolo a volare controvento. Il compo-
nente principale di un feromone di richiamo è in genere poco specifico se non 
accompagnato dai componenti secondari come dimostrato dal fatto che una 
trappola innescata con il componente principale può attirare maschi di più 
specie, anche di gruppi diversi, mentre l’attrazione diventa altamente specifi-
ca se attivata con una femmina vergine di una delle specie attratte. I composti 
del blend feromonico sono emessi in un preciso rapporto che consente la 
“sinergia intraspecifica”, ossia il completamento ottimale del messaggio “ri-
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chiamo – arresto – eccitazione”. Il chimico americano Robert Silverstein e 
l’entomologo americano David Wood dimostrarono nel 1966 che sono ne-
cessari tre componenti del feromone di aggregazione per attrarre gli adulti di 
Ips confusus LeConte (Silverstein, 1977). 

Nella miscela feromonica può essere presente un isomero dell’attrattivo 
che funge da inibitore del richiamo (antiferomone) per altre specie, anche 
gemelle. Tuttavia, la miscela feromonica è caratteristica della specie e gioca 
un ruolo fondamentale nell’isolamento riproduttivo. Altri composti, presenti 
nel feromone sessuale, agiscono a breve distanza e stimolano i partners al 
corteggiamento e/o all’accoppiamento e, per tale ragione, sono denominati 
afrodisiaci. I maschi di alcuni Lepidotteri espongono vistosissimi ciuffi odo-
rosi (coremata o hair tufts o hair pencils) allo scopo di placare la femmina e 
indurla alla copula.

Quando una sostanza chimica svolge la medesima attività attrattiva di 
un feromone ma non è rilasciata dall’organismo è chiamata paraferomone 
(Chambers, 1977). Generalmente queste sostanze sono meno potenti dei fe-
romoni ai quali corrispondono; un ottimo esempio è il trimedlure che attira 
i maschi di C. capitata.

I feromoni sessuali sono generalmente molecole volatili alifatiche (C10 - 
C23), con doppi legami (1-3) e un gruppo terminale (acetato, alcol, aldeide o 
raramente chetone), oppure epossidi, catene laterali metiliche o piccole mo-
lecole monoterpenoidi cicliche. Il chimico tedesco Adolf Budenandt, dopo 
30 anni di studi e aver triturato mezzo milione di femmine di baco da seta, 
alla fine del 1959 identificò il primo feromone sessuale che attira i maschi di 
Bombyx mori (L.) battezzandolo “bombicolo” (Butenandt et al., 1959), dal 
nome del lepidottero e per la natura alcolica. 

L’emissione e la ricezione dei feromoni sessuali sono influenzate da con-
dizioni intrinseche o fisiologiche (es. età, tipo di bioritmo, monogamia o 
poligamia, ecc.) ed estrinseche o ambientali (temperatura, velocità del mezzo 
disperdente, intensità luminosa e vegetazione). Lo scambio di informazioni 
mediante feromoni tra una coppia di Lepidotteri notturni può avvenire in un 
periodo della notte, in cui la temperatura è ottimale per l’attività muscolare, 
e per una durata che può dipendere dalla velocità dell’aria. Per alcune specie, 
il rilascio del feromone può essere condizionato dalla presenza o assenza del 
vegetale preferito (es. specie monofaghe) e dalle sue fasi fenologiche o da in-
tensità luminose (es. insetti notturni) superiori a quella della luna piena (0,3 
lux).

I feromoni vengono generalmente emessi da punti diversi del corpo degli 
insetti e sono percepiti da sensilli chemiorecettori presenti soprattutto sulle 
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antenne. I chemiocettori sono in grado di rilevare e riconoscere i singoli com-
ponenti di un blend chimico secondo il modello ‘chiave-serratura’ (interazio-
ne substrato-recettore). L’interazione del substrato con il recettore è possibile 
se la loro forma è esattamente complementare per permetterne un incastro 
perfetto.

I feromoni penetrano attraverso i submicroscopici pori dei sensilli e giun-
gono ai dendriti delle cellule recettrici sulla cui membrana determinano una 
variazione della carica elettrica, rilevabile attraverso tecniche elettrofisiologi-
che (Single Sensillum Recording - SSR, Single Cell Recording - SCR) che vi-
sualizzano il fenomeno sottoforma di variazione della frequenza dei potenziali 
di azione (spikes) delle singole cellule sensoriali. La somma delle risposte di 
tutti i sensilli olfattivi, raggiunti dallo stimolo, è registrata mediante la tecnica 
elettroantennografica (EAG). L’ampiezza della risposta elettrofisiologica è in 
genere correlata con la concentrazione delle sostanze attive.

Gli stimoli elettrici generati a seguito della percezione di sostanze attive 
vengono sommati e integrati nel sistema nervoso centrale, e la parziale ampu-
tazione dell’antenna diminuisce l’intensità della risposta olfattiva.

Le ghiandole odorifere sono, generalmente, delle membrane intersegmen-
tali modificate poste, nel caso dei Lepidotteri, fra il settimo e l’ottavo segmen-
to addominale oppure fra l’ottavo e il nono, e possono essere presenti a livello 
dorsale, ventrale, o sotto forma di anelli.

L’elettromicrografia delle sacche odorifere ha rilevato che le membrane 
cellulari si presentano ripiegate, aumentando così la superficie della cellula di 
60-70 volte; la presenza di tali pieghe potrebbe essere correlata con l’emissio-
ne del feromone.

La comprensione dei meccanismi di controllo che governano la produzio-
ne, il rilascio e la percezione del feromone sono attuali argomenti di studio.

feromoni di contatto

Sono sostanze presenti sulla superficie del corpo degli insetti ed esplicano la 
loro attività a corta distanza, completando l’attrazione dei feromoni sessuali 
o di aggregazione.

I feromoni di contatto, spesso utilizzati per il riconoscimento della spe-
cie nell’incontro tra i sessi, sono idrocarburi saturi o insaturi (C

23
 - C

29
) con 

una diramazione terminale costituita da monometilalcheni, o interna da 
monometil-, dimetil-, trimetil- e tetrametilalcani. La variabilità della strut-
tura di questi idrocarburi consente la diversità dei feromoni necessaria per 
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la loro specificità; la stabilità chimica e la bassa volatilità li rendono adatti 
a espletare l’attività di feromoni di contatto. Tali composti, in genere pre-
senti su un sesso, possono esserlo anche sulla cuticola di entrambi, ma più 
abbondanti su uno di essi. In entrambi i sessi di Musca autumnalia De Geer 
(Diptera, Muscidae) sono presenti (Z)-14-nonacosene, (Z)-13-nonacosene 
e (Z)-13-eptacosene ma più abbondanti sulla femmina (Uebel et al., 1975). 
Stesso comportamento è stato osservato in Xylotrechus colonus F. (Coleop-
tera, Cerambycidae) i cui sessi presentano n-pentacosane, ma in quantità 
maggiore sulla femmina (Ginzel et al., 2003). In Danaus gilippus Cramer 
(Lepidoptera, Nymphalidae), il maschio estroflette un ciuffo di setole che 
spruzzano il feromone sulle antenne della femmina inducendo atterrag-
gio, ripiegamento delle ali e disponibilità all’accoppiamento (Brower et al., 
1965).

Tali feromoni “close-range” sono stati osservati e/o identificati in diversi 
Ordini di insetti tra cui Ditteri, Imenotteri, Coleotteri, Isotteri e Lepidotteri. 

semiochimici interspecifici 

I semiochimici interspecifici, noti con il termine di allelochimici (Gk. alle-
lon = reciproco), sono messaggeri chimici che consentono la comunicazione 
tra specie e regni viventi diversi (Whittaker e Feeny, 1971). Gli allelochimi-
ci si classificano in base a una valutazione della comunicazione, individuan-
do la specie che trae vantaggio, e comprendono gli allomoni, cairomoni, 
sinomoni, apneumoni e antiferomoni (Brown et al., 1970; Dicke e Sabelis, 
1992).

Gli allomoni (Gk. allos = altro) sono sostanze chimiche di tipo difensivo, 
più o meno volatili, che sollecitano l’allontanamento di altre specie a vantag-
gio di quella che le emette; esempi sono i secreti delle cimici, l’acido formi-
co delle formiche, il falso feromone di allarme di alcune specie di formiche 
schiaviste (es. Formica subintegra Emery e F. pergandei Emery), utilizzato per 
mettere in fuga le operaie dai propri nidi e rapirne larve e pupe (Regnier e 
Wilson, 1971), il secreto repellente di alcuni Imenotteri Vespoidei, impiega-
to per impedire alle formiche di saccheggiare il proprio nido (Jeanne, 1970; 
Pardi e Turillazzi, 1985). 

Anche le piante producono un’ampia varietà di allomoni che utilizzano 
per proteggersi da insetti fitofagi e altri erbivori. Generalmente sono metabo-
liti secondari che scoraggiano gli attacchi dei fitofagi. Alcuni allomoni sono 
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tossici (alcaloidi, glicosidi ecc.) altri hanno attività disappetente temporanea 
o deterrente permanente.

I cairomoni (Gk. kairos = momento giusto o opportuno) sono composti 
volatili favorevoli all’organismo che riceve il segnale come, ad esempio, quelli 
emessi dalle piante e che risultano attrattivi per i fitofagi, la melata degli afidi 
che attira le crisope, gli odori presenti sulle uova che richiamano i parassitoidi 
oofagi (Celli e Maini, 1988). Tra i cairomoni si può annoverare l’acido eptanoi-
co emesso dalla larva della Tignola della patata Phthorimaea operculella Zeller, 
e utilizzato dal suo parassitoide, l’Imenottero Orgilus lepidus Muesebeck, per 
localizzarla nelle gallerie scavate nei tuberi (Hendry et al., 1973). 

I sinomoni (Gk. sin = con, insieme) sono sostanze volatili utili sia all’orga-
nismo che le emette che al ricevente; esempi sono l’odore emesso dai fiori che 
attira insetti pronubi (vantaggio sia per la pianta che ottiene la fecondazione 
incrociata che per l’insetto che trova nettare e polline) (Celli e Maini, 1988) 
e i composti volatili rilasciati da piante infestate che attirano i nemici naturali 
dei fitofagi. Foglie di pomodoro, Lycopersicon lycopersicum (L.) Karsten ex. 
Farw e fagiolo, Phaseolus lunatus L., rispettivamente infestate da Liriomyza 
bryoniae (Kaltenbach) e L. sativae (Blanchard), attirano rispettivamente i Bra-
conidi Dacnusa sibirica Telenga (Dicke e Minkenberg, 1991) e Opius dissitus 
Muesebeck (Petitt et al., 1992).

Gli apneumoni (Gk. ápnoia = mancanza di respiro) sono emessi da so-
stanze non viventi e avvantaggiano l’organismo ricevente; svolgono funzione 
di messaggeri in specie sociali predatici o parassitoidi. Questo termine è stato 
proposto da Nordlund e Lewis (1976), ma pochi casi di questo tipo di allelo-
chimici sono segnalati in letteratura.

Gli antiferomoni, infine, sono sostanze utilizzate per l’isolamento ripro-
duttivo, in grado di inibire i maschi eterospecifici.

La classificazione di un particolare composto, tuttavia, dipende dal conte-
sto ecologico nel quale è considerato e una stessa sostanza può essere utilizzata 
per molti scopi. Il feromone di allarme 6-metil-5-epten-2-one della formica 
carnivora Eridomyrmex purpureus F. Smith, per esempio, è usato anche dal ra-
gno Habronestes bradleryi Walckenaer per localizzare la preda. In questo caso 
il composto è utilizzato, nello stesso tempo, da una specie come feromone e 
dall’altra come cairomone.
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ricerca di semiochimici

La ricerca di un semiochimico si sviluppa attraverso varie fasi e interessa di-
verse competenze (fig. 1). Essa inizia con l’osservazione di un comportamen-
to biologico e la dimostrazione del coinvolgimento di una sostanza chimica 
nello specifico fenomeno. Successivamente il composto biattivo deve essere 
isolato e la sua struttura chimica determinata. Seguono ulteriori indagini chi-
miche e biochimiche per individuare la biosintesi della molecola e il mecca-
nismo di azione. Nello stesso tempo si può procedere a sintetizzare composti 
analoghi e derivati e determinare la loro attività biologica mediante opportu-
ni saggi comportamentali e fisiologici. Infine, diverse formulazioni dei com-
posti attivi sintetizzati sono valutate mediante osservazioni di campo per una 
loro applicazione pratica in agricoltura.

Di seguito si riportano le attività in genere necessarie per l’identificazione 
dei semiochimici e in particolare dei feromoni sessuali.
–– Osservazioni comportamentali sull’incontro dei sessi o sull’accoppiamen-

to. È importante acquisire conoscenze sul comportamento dell’insetto 
nelle condizioni naturali in cui abitualmente vive, onde evitare false in-
terpretazioni. È necessario definire le condizioni ambientali e fisiologiche 
in cui l’insetto emette il segnale chimico e il sesso coinvolto nel rilascio 
dell’attrattivo. Le risposte a tale domande possono notevolmente aiutare il 
ricercatore a progettare opportuni esperimenti di laboratorio.

Fig. 1 Fasi della ricerca sui semiochimici e possibili interazioni
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–– Allevamento dell’insetto. La messa a punto di un allevamento conti-
nuo di un insetto non è sempre necessario, ma può considerevolmen-
te accelerare l’avanzamento della ricerca. In particolare, il lavoro del 
chimico è imprevedibile, poiché dipende dalla complessità del blend 
feromonico e dalle quantità di sostanze che possono essere estratte, e 
non può essere facilmente sincronizzato con la disponibilità dell’inset-
to in campo. 

–– Messa a punto di un biosaggio. Un saggio biologico, in genere in olfatto-
metro, dovrebbe essere progettato per misurare il comportamento dell’in-
setto ed eseguito nelle condizioni ottimali osservate in campo. Esso do-
vrebbe essere semplice, di facile ripetibilità e in grado di predire la risposta 
dell’insetto in natura.

–– Estrazione dell’attrattivo. Utilizzando le conoscenze biologiche acquisite 
nelle precedenti fasi della ricerca, l’insetto deve essere posto, da solo o 
in gruppo, in un ambiente confinato e nelle condizioni ottimali per l’e-
missioni delle sostanze naturali da estrarre mediante solvente, adsorbente, 
trappola fredda, ecc.

–– Valutazione delle risposte comportamentali e/o fisiologiche dell’insetto 
verso gli estratti. Per verificare se la sostanza attiva è stata estratta o si è 
modificata durante la procedura di estrazione è utile valutare l’attività bio-
logica dell’estratto verso la specie oggetto della ricerca.

–– Analisi chimiche degli estratti e suo frazionamento. Analisi gascromato-
grafiche (GC) possono essere utilizzate per determinare la varietà di com-
posti presenti nell’estratto ed eventualmente suddividerlo in frazioni.

–– Selezione delle frazioni attive. Le frazioni collezionate sono valutate me-
diante EAG e olfattometria per individuare quelle biologicamente attive.

–– Analisi chimiche e strumentali delle frazioni attive. I composti presenti 
nelle frazioni attive sono identificati mediante microanalisi, gascromato-
grafia abbinata a spettrometria di massa (GC-MS), risonanza magnetica 
nucleare (RMN).

–– Sintesi dei composti identificati. La sintesi dei composti può essere un 
processo complesso e complicato, soprattutto se non sono stati identificati 
e sintetizzati in precedenza.

–– Valutazione delle risposte comportamentali e/o fisiologiche dell’insetto 
verso i composti sintetici. Questa fase coinvolge saggi di laboratorio e di 
campo con opportune trappole innescate con dispensatori attivati con le 
sostanze sintetizzate. 

–– Sintesi di enantiomeri. Gli insetti a volte rispondono a una miscela 
racemica, ma questo non preclude la possibilità che essi possono ri-
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spondere in modo ottimale a un enantiomero. Pertanto, i composti da 
utilizzare nei biosaggi devono essere sintetizzati in una forma estrema-
mente pura.

–– Prove di campo utilizzando opportuni dispensatori a lento rilascio. 
Completate le fasi suddette, si può essere certi di avere a disposizione un 
feromone simile a quello naturale che può essere utilizzato per gestire il 
controllo dell’insetto dannoso. Tuttavia, per una sua applicazione pra-
tica, è necessario mettere a punto un dispensatore che rilasci la sostanza 
o le sostanze attive nelle quantità e nei rapporti ottimali per settimane 
o mesi.

È da evidenziare che in molte fasi della ricerca sui semiochimici il saggio 
biologico riveste un ruolo importante, per tal motivo deve essere corretta-
mente progettato per avere risposte chiare e altamente discriminanti al fine di 
evitare false interpretazioni. 

In letteratura si ritrovano casi di errata identificazione di feromoni dovuti 
a un minore potere risolutivo delle strumentazioni analitiche disponibili ma 
anche all’inadeguatezza del saggio biologico utilizzato. Nello studio dei fe-
romoni sessuali di Lepidotteri, per esempio, il battito delle ali nel maschio è 
stato più volte assunto come comportamento sufficiente per dimostrare una 
risposta positiva al feromone; successivamente si è constatato che la stessa 
risposta può essere indotta da diversi altri composti o anche dalla semplice 
esposizione a un determinato flusso d’aria.

In un saggio biologico è importante individuare un evento del com-
portamento di facile registrazione e in grado di prevedere la risposta finale 
dell’organismo. Non tutti gli eventi di una sequenza comportamentale sono 
utilizzabili per tale scopo, in generale, quelli vicini al livello della ricezione 
sensoriale hanno minore valore predittivo.

La maggior parte dei saggi biologici consistono nel registrare i cambia-
menti comportamentali e utilizzano apparecchiature che possono essere 
disposte in condizioni standard di laboratorio. Particolari saggi biologici 
consistono, invece, nel registrare cambiamenti nell’attività fisiologica. Il più 
conosciuto e più comunemente usato di tali metodi, in cui solo una parte 
dell’animale può essere utilizzato, coinvolge la registrazione neurofisiolo-
gica da nervi sensoriali. Nello studio dei semiochimici è necessario indivi-
duare l’organo coinvolto nella comunicazione, nei feromoni, generalmente, 
è l’antenna. La registrazione può essere effettuata dall’intero organo o da 
singole cellule sensoriali (EAG, SCR). La registrazione da muscoli è effet-
tuata occasionalmente.
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applicazioni dei semiochimici 

I semiochimici, sia interspecifici che intraspecifici, pur regolando aspetti di-
versi della vita di relazione degli insetti, hanno la caratteristica comune di 
agire come modificatori del comportamento. Essendo sostanze naturali, bio-
logicamente attive a dosi molto basse, altamente specifiche e a impatto pres-
soché nullo sulle specie non bersaglio, sono utilizzati per la messa a punto di 
metodi di lotta innovativi ed ecosostenibili che mirano a manipolare oppor-
tunamente il comportamento di insetti dannosi di interesse agrario, forestale, 
merceologico e medico-veterinario.

In generale, i semiochimici trovano applicazione sia come mezzi indiretti 
(catture spia) che diretti di controllo (cattura massale, lotta attratticida, con-
fusione sessuale, disorientamento del maschio). Tali applicazioni riguarda-
no principalmente i semiochimici intraspecifici, e in particolare i feromoni 
sessuali, e in minor misura alcuni semiochimici interspecifici, cairomoni e 
allomoni.

i semiochimici come mezzi indiretti di controllo 

I semiochimici, formulati in opportuni erogatori e in combinazione con di-
versi modelli di trappola, sono utilizzati per rilevare la presenza di una specie 
in un nuovo ambiente, per definire l’attività di volo di una specie bersaglio e, 
meno frequentemente, per stimare la densità di popolazione di un fitofago al 
fine di individuare la soglia di intervento. In tali casi, il contributo dei semio-
chimici al controllo della specie è indiretto in quanto esso rimane affidato ad 
altri mezzi di lotta (es. insetticidi).

Negli ultimi anni, l’impiego dei semiochimici per il monitoraggio delle 
specie dannose ha acquisito un’importanza sempre maggiore sia per le recenti 
disposizioni legislative che per le caratteristiche dei moderni insetticidi. La 
lotta integrata è stata resa obbligatoria dal 1° gennaio 2014, dal Piano di 
Azione Nazionale che recepisce la Direttiva UE 128/2009 relativa a “Uso 
sostenibile degli agrofarmaci”. L’adozione di validi strumenti di monitoraggio 
dei parassiti rientra tra le azioni obbligatorie da adottare, prima di qualsiasi 
misura di lotta. Diversi insetticidi attualmente in commercio sono caratteriz-
zati da un’attività ovo-larvicida e, a differenza di molte molecole utilizzate in 
passato, da una ridotta capacità di penetrazione nei tessuti della pianta; essi, 
pertanto, devono essere applicati tempestivamente sin dall’inizio della presen-
za in campo degli adulti della specie dannosa. A tal fine, in un’ottica di difesa 
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sostenibile, l’adozione di strumenti di monitoraggio efficaci e specifici, quale 
quelli basati sull’uso dei feromoni, diventa fondamentale per la riuscita e per 
limitare il numero dei trattamenti.

L’impiego di feromoni per il monitoraggio è in teoria possibile per le nu-
merose specie di cui sono noti attrattivi di questo tipo (El-Sayed, 2014). Nel-
la pratica, gli attrattivi maggiormente utilizzati per il monitoraggio sono i 
feromoni sessuali di diverse specie di Lepidotteri e i feromoni di aggregazione 
di alcuni Coleotteri, tra cui specie dannose alle derrate e scolitidi di interesse 
forestale (Phillips e Throne, 2010; El-Sayed, 2014). Per alcune specie, tutta-
via, i componenti dei feromoni sessuali attualmente noti non sono sempre in 
grado di assicurare un’elevata efficacia e specificità attrattiva. Ciò può dipen-
dere da una limitata conoscenza del feromone sessuale oppure dall’esistenza 
di variazioni geografiche nella composizione del blend feromonico di una 
stessa specie. In alcuni casi, il feromone sessuale è stato definito molti anni fa 
con tecniche analitiche poco sensibili oppure sulla base di saggi di attrattività 
in campo con molecole a presunta attività feromonica che hanno consentito 
di individuare il solo componente principale. Il basso potere selettivo delle 
relative formulazioni commerciali, per la mancanza di componenti seconda-
ri, può indurre a errori di valutazione dei risultati quando il controllo delle 
catture è affidato a personale non specializzato. Per molte specie, il feromo-
ne sessuale rappresenta uno dei principali meccanismi pre-zigotici coinvolti 
nell’isolamento riproduttivo. Tuttavia, è stato più volte osservato che popola-
zioni geograficamente isolate di una stessa specie possono aver evoluto blend 
feromonici diversi, probabilmente come risultato dell’adattamento a contesti 
ecologici differenti (Groot et al., 2009). Tale osservazione, può avere impor-
tanti ricadute sull’applicazione pratica dei feromoni e suggerisce l’opportuni-
tà di valutare attentamente le formulazioni commerciali quando applicate su 
popolazioni geograficamente lontane da quelle su cui sono stati effettuati gli 
studi di identificazione.

La rivisitazione dei blend feromonici di alcune specie con tecniche avan-
zate di indagine chimica, elettrofisiologica e comportamentale ha portato 
all’identificazione di ulteriori componenti del feromone sessuale di specie di 
rilevante interesse economico anche in Italia e a un significativo miglioramen-
to dell’attrattività e della specificità dei formulati in commercio (Klun et al., 
1975; Rotundo et al., 2001; Germinara et al., 2007).

Tra i principali semiochimici interspecifici utilizzati per il monitoraggio di 
specie dannose meritano una particolare menzione i sali di ammonio, attivi 
verso ditteri tefritidi tra cui la mosca delle olive B. oleae, e l’estere (E,Z)-2,4-
decadienoato di etile, attrattivo verso i maschi e le femmine della carpocapsa 
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delle mele Cydia pomonella L. (Light et al., 2001) e delle tortrici delle casta-
gne (Schmidt et al., 2007). Dal punto di vista pratico, la possibilità di moni-
torare le femmine con cairomoni appare ancora più interessante, rispetto al 
monitoraggio dei maschi con feromoni sessuali, essendo esse più direttamen-
te responsabili dei danni derivanti dalle larve della generazione successiva. 
Un’interessante applicazione di (E,Z)-2,4-decadienoato di etile riguarda la 
possibilità di catturare le femmine della carpocapsa nei campi gestiti con la 
confusione sessuale che permette di accertare agevolmente lo stato fisiologi-
co delle femmine (accoppiate o meno) e, quindi, di verificare l’efficacia del 
metodo.

i semiochimici come mezzi diretti di controllo

L’inquinamento ambientale, i rischi per la salute di operatori e consumatori e 
l’insorgenza di fenomeni di resistenza nelle popolazioni degli insetti dannosi, 
generati dall’uso irrazionale degli insetticidi di sintesi ad ampio spettro, da 
anni indirizza la ricerca alla messa a punto di nuovi mezzi di lotta alternativi 
e a basso impatto. In tale ambito, soprattutto i feromoni sessuali, hanno tro-
vato applicazione pratica come mezzi diretti di controllo di specie dannose 
attraverso tecniche che mirano a interferire con la loro attività riproduttiva 
quali cattura massale, lotta attratticida, confusione sessuale, disorientamento 
del maschio.

La cattura massale ha come obiettivo l’eliminazione dall’ambiente del 
maggiore numero possibile di maschi, se realizzata contro lepidotteri me-
diante feromoni sessuali, o di maschi e femmine, se attuata contro coleotteri 
con feromoni di aggregazione, al fine di limitare al massimo le possibilità 
di accoppiamento e, quindi, di conseguire una graduale diminuzione della 
popolazione nel tempo. La tecnica si è dimostrata efficace contro popolazio-
ni isolate, quali quelle che vivono in ambienti confinati, contro specie non 
eccessivamente poligame e in presenza di basse densità di popolazione. Per 
queste caratteristiche, la cattura massale, se supportata da un’elevata efficacia 
degli attrattivi, potrebbe essere utilizzata per l’eradicazione di specie esotiche 
che subito dopo l’introduzione in un nuovo ambiente vivono in popolazioni 
isolate e a basse densità (El Sayed et al., 2006).

La lotta attratticida rappresenta una variante della cattura massale in cui 
gli individui anziché essere catturati all’interno di apposite trappole, sono 
attratti su un supporto trattato con un insetticida adulticida di contatto. L’in-
setto contaminato dall’insetticida ha la possibilità di allontanarsi dalla super-
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ficie trattata e, prima di morire, potrebbe contaminare propri conspecifici 
(es. la femmina in caso di accoppiamento). La lotta attratticida è stata ide-
ata inizialmente per specie per le quali la cattura massale era poco efficace a 
causa della non completa conoscenza del feromone sessuale che permetteva 
solo l’avvicinamento degli insetti alla sorgente attrattiva. Rientra nella lotta 
attratticida anche l’uso di esche proteiche avvelenate con insetticidi, anche 
biologici, attivi per ingestione e che attualmente trovano applicazione per il 
controllo di ditteri tefritidi.

La confusione sessuale, applicata per il controllo di alcuni Lepidotteri, ha 
l’obiettivo di interferire sulla percezione e sulla risposta comportamentale del 
maschio al feromone sessuale emesso dalla femmina. Il meccanismo di azione 
della confusione sessuale non è ancora del tutto definito ma è probabile che 
esso sia il risultato di una serie di meccanismi concomitanti che possono as-
sumere una rilevanza diversa a secondo della specie considerata (Miller et al., 
2006a, 2006b).

Essa viene realizzata applicando in campo un adeguato numero di diffu-
sori (500-700) attivati con poche centinaia di milligrammi di feromone. Tra i 
meccanismi più frequentemente ipotizzati vi sono il mascheramento del mes-
saggio feromonico, la desensibilizzazione del maschio, lo sbilanciamento del 
messaggio feromonico. Secondo la prima ipotesi, il maschio non riesce a loca-
lizzare la femmina in quanto i margini del “corridoio odoroso”, creato dall’e-
missione del feromone naturale, sono oscurati dalla presenza del feromone 
sintetico per cui esso, pur conservando la capacità di percepire il feromone, 
non riesce a compiere il tipico movimento a zig-zag che gli consente di seguire 
la traccia odorosa della femmina. La seconda ipotesi si basa sull’osservazione 
che maschi esposti a una dose elevata di feromone subiscono una riduzione 
della capacità di percepirlo e di risposta comportamentale, anche dopo aver 
ristabilito la capacità percettiva, indicando sia un meccanismo di saturazione 
dei recettori antennali che di assuefazione del sistema nervoso centrale. Infi-
ne, lo sbilanciamento del messaggio feromonico sarebbe determinato dall’im-
missione in ambiente di un’elevata quantità di uno dei componenti, in genere 
il principale, del feromone sessuale della specie da controllare che alterando 
il rapporto ottimale tra i diversi componenti, non permetterebbe al maschio 
di riconoscere il messaggio proveniente dalla femmina conspecifica. Questi 
possibili meccanismi sono stati definiti non-competitivi, in quanto il feromo-
ne sessuale immesso in ambiente non compete con l’emissione naturale delle 
femmine nell’attrazione del maschio.

Un meccanismo di tipo competitivo è considerato alla base della tecnica 
del disorientamento del maschio o delle false tracce di volo. Questo metodo, 
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infatti, ha l’obiettivo di simulare l’emissione del feromone naturale attraverso 
il posizionamento in campo di un elevato numero di erogatori (1000-2000) 
attivati con una quantità di feromone di circa dieci volte minore rispetto a 
quella utilizzata per la confusione sessuale (Anfora et al., 2008).

Nel 2010, in tutto il mondo, gli ettari sottoposti a confusione sessuale 
per il controllo biotecnico di specie fitofaghe sono stati circa 770.000 e ha ri-
guardato principalmente il controllo di Lymatria dispar (L.), di C. pomonella, 
Cydia molesta (Busck), Lobesia botrana (Dennis & Schiffermüller) (Witzgall 
et al., 2010). Negli ultimi anni, l’impiego della confusione sessuale è in con-
tinua espansione anche grazie alla messa a punto di nuove tecnologie, come 
quella dei diffusori temporizzati (puffers), che permettono di ottimizzare 
l’impiego del feromone e di ridurre tempi di applicazione e costi.

riassunto

I semiochimici, per molti organismi e in particolare per gli insetti, sono importanti so-
stanze naturali che condizionano profondamente la loro sopravvivenza, riproduzione e 
organizzazione sociale. Negli ultimi 50 anni, sono state condotte intense ricerche in la-
boratorio e in campo che hanno consentito di identificare numerose sostanze naturali e 
di classificarle, in base al ruolo biologico, in semiochimici interspecifici (allelochimici) e 
intraspecifici (feromoni). 

La natura, qualità e quantità del segnale emesso determinano nell’individuo ricevente 
una risposta centripeta o centrifuga, a cui corrisponde un comportamento di attrazione, 
aggregante, arrestante o repellente. La caratterizzazione delle strutture, funzioni e bio-
sintesi dei semiochimici hanno permesso non solo di sviluppare strategie innovative ed 
ecosostenibili per il controllo di insetti dannosi, ma anche di capire aspetti importanti di 
biologia. In questa recensione, si descrivono le fasi della ricerca e le diverse tecniche ana-
litiche utilizzate per l’identificazione dei semiochimici e si presentano, nel contesto della 
Direttiva europea 128/2009 sull’uso sostenibile degli agrofarmaci, alcune applicazioni 
pratiche divenute componenti importanti dei programmi di controllo integrato (IPM) 
degli insetti dannosi. 

abstract

Semiochemicals are important natural substances that deeply affect the survival, repro-
duction, and social organization of many organisms, particularly insects. Over the past 
five decades, extensive laboratory and field research has allowed for the identification 
of several insect semiochemicals which were classified in the two main categories of 
allelochemicals (interspecific) and pheromones (intraspecific), according to their biolo-
gical role. The nature, quality and quantity of the odor signal emitted by one organism 
elicit a centripetal or centrifugal response in the receiving individual corresponding to 
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an attraction, aggregation, arrestant or repellent behaviour. The characterization of se-
miochemical structures, functions and biosynthesis allowed to develop innovative and 
sustainable control strategies of insect pests and also to understand important aspects 
of their biology. In this review, the research steps and main analytical techniques used 
to identify semiochemicals are described. Moreover, some practical applications of se-
miochemicals that have become important components of IPM strategies are presen-
ted in the context of Directive 128/2009 EC on the sustainable use of plant protection 
products (PPPs).
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Applicazione di microorganismi antagonisti  
per il controllo delle malattie delle piante  
e prospettive di sviluppo

stato dell’arte sui prodotti a base di agenti di controllo biologico

Il numero di prodotti a base di microorganismi e sostanze naturali auto-
rizzati a oggi in Italia per il controllo delle malattie delle piante è ancora 
abbastanza limitato. Complessivamente si hanno una ventina di prodotti 
contenenti microorganismi e circa venticinque prodotti con sostanze na-
turali di origine botanica e semiochimici. Se si considera che tra questi 
prodotti vi sono anche quelli utilizzati per il controllo biologico degli in-
setti dannosi, appare chiaro che il numero di prodotti biologici disponibili 
per il controllo delle malattie è ben lungi dal poter rispondere in modo 
adeguato alle esigenze fitosanitarie del nostro Paese. Anche se in Europa i 
prodotti biologici autorizzati sono di più (vedi tabella sotto), il loro nu-
mero è, comunque, inferiore a quello di altri paesi, come gli Stati Uniti, 
che in questo settore hanno un mercato più sviluppato, anche in virtù 
di procedure autorizzative più snelle e rapide. Attualmente sul mercato 
mondiale sono disponibili qualche centinaio di prodotti registrati nei vari 
paesi come “Plant Protection Products” a base di microorganismi antago-
nisti che sono impiegati per il controllo di svariate malattie delle piante. 
Si tratta di una quantità ancora lontana da quella dei prodotti fitosanitari 
di sintesi: è stato stimato che i prodotti fitosanitari biologici hanno un 
mercato di alcuni miliardi di dollari mentre i prodotti di sintesi superano 
i 110 miliardi di dollari (de Vrieze, 2015). 

* 	 Dipartimento di Agraria, Università di Napoli Federico II
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principi attivi: ceppi e/o molecole bioattive

Prodotti commerciali

Per completare uno sviluppo commerciale, ceppi antagonisti e molecole bio-
attive vengono sottoposti, nella maggior parte dei casi, a un processo di sele-
zione laborioso e complesso. Innanzitutto devono essere soddisfatti criteri di 
sicurezza in termini di tossicità verso animali, piante, organismi indicatori, 
ecc. e di effetti collaterali indesiderati. Ad esempio, buoni candidati per il 
mercato devono possedere una efficacia accettabile contro i patogeni da con-
trollare, essere attivi in aree geografiche diverse e durante gran parte della sta-
gione, rimanere stabili durante la conservazione e avere costi competitivi con 
gli agrofarmaci di sintesi. Identificare ceppi e molecole che rispettino i prin-
cipali requisiti di selezione è compito piuttosto arduo. Molti dei formulati 
attualmente in commercio contengono ceppi che sono stati selezionati senza 
tener conto di tutti o gran parte di questi criteri e, spesso, si rivelano inefficaci 
a causa di fattori legati al tipo di suolo, al clima e all’ecosistema. Altri proble-
mi possono riguardare l’affidabilità e la ripetibilità dei risultati, aspetti relativi 
alla formulazione, il controllo qualità dell’inoculo, ecc. 

La ricerca è fortemente impegnata nel trovare soluzioni a questi proble-
mi. Kohl et al. (2011) hanno proposto di selezionare i microorganismi per il 
biocontrollo di malattie batteriche e fungine con uno screening basato sulla 
valutazione di vari criteri contro uno o più patogeni. Questi criteri, oltre 
naturalmente all’efficacia, includono le caratteristiche ecologiche necessarie 
per una buona attività in pieno campo, il profilo tossicologico, i costi di una 
produzione massiva e, non da ultimi, gli aspetti relativi ai diritti di proprietà 
e al marketing (Blum, 2007). Lo screening si realizza attraverso una serie di 
passaggi successivi impostati inizialmente su una valutazione poco costosa 
e rapida di molti microorganismi e, successivamente, su quella complessa e 
costosa di pochi candidati. 

Ceppi multifunzionali

Per rendere i prodotti biologici più competitivi rispetto agli agrofarmaci di 
sintesi, molti studi sono stati condotti per la selezione di ceppi con più fun-
zioni utili sia per lo sviluppo e sia per la protezione delle piante. 

Funghi antagonisti del genere Trichoderma rappresentano una buona fon-
te per la ricerca di ceppi multifunzionali. Molti di essi possiedono un’elevata 
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“competenza rizosferica”, cioè la capacità di colonizzare e crescere in associa-
zione con le radici della pianta (Harman, 2000), sono in grado di produrre 
colonie micoparassitiche e litiche, degradano gli inquinanti del suolo. Essi 
stabiliscono un rapporto simbiotico con la pianta durante il quale producono 
una quantità di segnali chimici tra cui piccole proteine, peptidi, metaboliti, 
composti volatili, ecc. Questi segnali sono di tipo sistemico perché, pur inte-
ragendo solo con le radici, producono effetti che si rilevano su tutta la pianta. 
I ceppi più efficaci possono conferire una serie di benefici quali: 
–– aumento della crescita della pianta, specialmente delle radici e in condi-

zioni di stress (Harman, 2000; Shoresh et al., 2010);
–– induzione di resistenza sistemica della pianta alle malattie, anche attraver-

so meccanismi diversi da quelli descritti per la resistenza sistemica indotta 
(ISR) e la resistenza sistemica acquisita (SAR) (Bae et al., 2011; Lorito et 
al., 2010);

–– induzione di resistenza sistemica agli stress abiotici tra cui la siccità, la sali-
nità e la temperatura (Mastouri et al., 2010; Shoresh et al., 2010);

–– aumento del vigore di semi di scarsa qualità (Mastouri et al., 2010; Sho-
resh et al., 2010);

–– aumento dell’efficienza della pianta nell’uso dell’azoto (Mastouri et al., 
2010; Shoresh et al., 2010).
Oltre ai funghi del genere Trichoderma, effetti benefici simili a quelli sopra 

riportati possono essere indotti anche da altri microorganismi che vivono in 
associazione con le radici come i rizobatteri promotori della crescita della 
pianta (PGPR), i funghi micorrizici e il fungo endofita Piriformaspora indica.

Nuovi metodi di selezione

La selezione di ceppi con le caratteristiche sopra riportate oggi è possibile 
perché si dispone di nuove tecnologie che consentono di eseguire protocolli 
sperimentali che fino a poco tempo fa erano impensabili. Attraverso la tecnica 
dell’high throughput, per esempio, è possibile effettuare in poco tempo lo 
screening di centinaia di ceppi per individuare quelli dotati di una particolare 
caratteristica come la capacità di secernere un determinato metabolita o quella 
di aumentare la crescita delle piante. Tecniche di genomica funzionale come 
la metabolomica e altre “omics”, sono impiegate per migliorare l’applicazione 
dei microbi benefici (Lorito et al., 2010). La selezione di ceppi più efficaci 
può essere, per esempio, condotta sulla base a) delle informazioni relative 
all’identificazione dei geni che si esprimono in differenti condizioni di inte-
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razione; b) dell’individuazione di metaboliti coinvolti nel micoparassitismo, 
nella degradazione di tossine, nell’aumento della resistenza della pianta ai pa-
togeni e agli stress abiotici, nella promozione della crescita, ecc.; c) della carat-
terizzazione molecolare della risposta della pianta ai microorganismi benefici 
e dell’identificazione delle migliori combinazioni ceppi-cultivar di pianta in 
termini di produttività (Harman, 2000). In particolare, la metabolomica e la 
proteomica possono fornire informazioni sulla possibilità di utilizzare estratti 
colturali contenenti miscele di metaboliti bioattivi per ottenere effetti simili 
a quelli causati dal microorganismo benefico che li produce (Lorito, 2010). 

Negli anni più recenti, è stato messo in evidenza il ruolo cruciale che le 
comunità microbiche hanno per la fisiologia e lo sviluppo della pianta. Il mi-
crobioma della rizosfera contiene microorganismi benefici per la crescita, ma 
anche patogeni che sono in grado di superare le difese della pianta e causare 
malattia. Il benessere della pianta e la sua produttività dipendono molto dalla 
composizione del microbioma rizosferico ed endofita, e dalle interazioni tra 
i suoi componenti. Rispetto alle strategie tradizionali che hanno studiato le 
interazioni principalmente tra la pianta e uno o due gruppi di microorgani-
smi, la ricerca attuale cerca di chiarire le relazioni tra pianta e la sua intera 
comunità microbica e di come quest’ultima possa aumentare la produttività. 
È noto che la composizione e l’abbondanza dei microorganismi che costi-
tuiscono il microbioma rizosferico dipendono dal genotipo della pianta e, 
quindi, dai suoi essudati radicali e dal tipo di suolo. La possibilità di modifi-
care l’assetto complessivo della comunità microbica residente nella rizosfera 
in favore dei microorganismi che migliorano la produttività è diventato un 
obiettivo di grande interesse anche per l’industria (Mendes et al., 2013). Una 
possibile strategia per modificare positivamente il microbioma rizosferico è 
quella di introdurre nel suolo comunità sintetiche di microorganismi benefici 
in grado di recuperare la diversità microbica e la soppressività generale. È sta-
to osservato, comunque, che quando sono introdotti in un ambiente nuovo, 
molti ceppi microbici non sopravvivono a lungo, oppure non sono in grado 
di proliferare raggiungendo livelli di densità nella rizosfera tali da controlla-
re i patogeni (Raaijmakers et al., 2009). Per superare questo ostacolo, si sta 
sperimentando la possibilità di somministrare al suolo consorzi microbici, 
cioè, comunità costituite da diversi microorganismi con tratti complementari 
o sinergici. Questi consorzi possono consentire al microbioma di rafforzarsi 
per escludere competitivamente i patogeni (Bakker et al., 2012). Il problema 
principale nell’assemblaggio di questi consorzi risiede nella selezione di ceppi 
compatibili fra loro. Spesso sono stati utilizzati microorganismi che erano già 
noti come antagonisti e capaci di controllare da soli, con meccanismi diversi, 
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i patogeni. È importante osservare, però, che anche microorganismi che da 
soli non sono antagonisti, quando si trovano a far parte di un consorzio pos-
sono esplicare attività antimicrobiche e di stimolo della crescita e resistenza 
agli stress (Garbeva e de Boer, 2009). Alcuni studi hanno messo in evidenza 
che nei suoli soppressivi sono presenti batteri appartenenti ad alcuni generi 
e che la soppressività non dipende dalla presenza esclusiva di certi gruppi ma 
è determinata dalla loro abbondanza relativa. Sulla base delle informazioni 
sulla composizione dei microbiomi rizosferici di piante in diversi agrosistemi 
e sull’impatto che essi hanno sulle malattie è possibile disegnare microbiomi 
formati da set di microorganismi in grado di proteggere la pianta dai patogeni 
(Mendes et. al., 2013). Nella pratica, anche per semplificare la composizione 
del set, questi microbiomi sintetici possono essere disegnati per proteggere la 
pianta contro singoli gruppi di patogeni (batteri, oomiceti o funghi) e non 
contro i patogeni in generale. 

Per le applicazioni pratiche sono stati messi a punto dei metodi che con-
sentono di selezionare i microorganismi che sono accumulati dalle piante 
nei suoli dove esse crescono. Scegliendo le piante con il fenotipo miglio-
re per il tratto desiderato (maggiore crescita e produttività, resistenza più 
alta, ecc.) è possibile identificare mediante un high throughput screening i 
microorganismi a esse associati e utilizzarli per formare dei consorzi con cui 
effettuare i trattamenti. 

Nuovi specie utili

Oltre alla selezione di ceppi multifunzionali di specie già note, molte ricerche 
sono state indirizzate verso l’individuazione di nuove specie microbiche per 
la realizzazione di prodotti che possono essere utili anche contro patogeni di 
nuova introduzione. È noto, per esempio, che i funghi endofiti in associa-
zione con la pianta ne migliorano la fitness e lo sviluppo, la tolleranza agli 
stress e la resistenza alle malattie (Achatz et al., 2010; Deshmukh et al., 2006; 
Redman, et al., 2011; Rodriguez et al., 2008; Saari e Faeth, 2012; Yue et al., 
2000). 

Tra gli endofiti, sono stati recentemente descritti i funghi appartenenti 
all’ordine Sebacinales (Selosse et al., 2007; Weiß et al., 2004, 2011) che sono 
in grado di colonizzare un gran numero di specie di piante tra cui anche 
quelle di grande rilevanza economica come grano, mais, soia e pomodoro 
(Riess et al., 2014). I Sebacinales sono caratterizzati da una notevole diver-
sità filogenetica e possono avere un ruolo importante negli ecosistemi delle 
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piante. Poiché possono produrre effetti positivi sulle piante con cui sono in 
associazione (Barazani, 2005; Oberwinkler et al., 2013; Waller et al., 2005), 
essi rappresentano una promettente fonte di ceppi utili sia per la protezione e 
sia per lo sviluppo delle piante.

Anche la selezione di ceppi di microorganismi benefici ottenuti da suoli 
soggetti a climi desertici o freddi può essere di grande aiuto per la protezione 
delle piante da stress abiotici come la siccità, il caldo, le gelate, ecc. In un 
recente studio (Marasco et al., 2012) condotto in aziende agricole situate in 
zone desertiche, è stato dimostrato che anche una pianta molto sensibile al 
caldo come il peperone, riesce a sopravvivere e a produrre, arricchendo la pro-
pria rizosfera con batteri promotori della crescita che aumentano la capacità 
fotosintetica e la sintesi di biomassa in condizioni di siccità.

Molecole bioattive

Come sopra accennato, anche estratti colturali di microorganismi antago-
nisti possono essere utilizzati per proteggere le piante dalle malattie o per 
favorirne lo sviluppo. I filtrati colturali contengono miscele di molecole 
bioattive (proteine, metaboliti secondari, ecc.) che possono essere purificate 
e utilizzate sia da sole, sia in associazione con altre sostanze o con micro-
organismi. Le molecole bioattive possono agire inibendo la crescita dei pa-
togeni direttamente e/o attraverso la risposta di difesa indotta nella pianta. 
Gli enzimi degradativi della parete cellulare dei funghi patogeni e delle 
piante prodotti dagli antagonisti possono attivare entrambi i meccanismi: 
da un lato bloccano lo sviluppo delle strutture di diffusione e moltiplicazio-
ne del patogeno e dall’altro, consentono, durante la lisi della lamella media-
na e della parete primaria del tessuto vegetale, il rilascio di oligonucleotidi 
che sono noti induttori di resistenza (Hanson e Howell, 2004; Lorito et 
al., 1994, 1996). I funghi antagonisti del genere Trichoderma sono tra i 
produttori più attivi di molecole con proprietà antimicrobiche. Tra queste, 
diverse sono risultate coinvolte nei meccanismi di induzione della resisten-
za: a) proteasi, cellulasi e xilanasi (Martinez et al., 2001; Collen et al., 2005; 
Hanson e Howell, 2004); elicitori proteici (Djonovic et al., 2006; Seidl et 
al., 2006; Wang et al., 2013); una proteina espansina-simile (Brotman et 
al., 2008); metaboliti secondari come il 6-pentil-alfa-pirone e l’harzianoli-
de (Malmierca et al., 2012; Vinale et al., 2012); una idrofobina di tipo II 
(Ruocco et al., 2014). Quest’ultima, prodotta da Trichoderma longibrachia-
tum, ha mostrato di avere una diretta attività antifungina, di funzionare 
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da MAMP e di promuovere la crescita di una varietà di piante quando 
è stata usata a dosi basse. Interessante anche la sua capacità di stimolare 
la formazione di radici. La distruzione del gene che la codifica ha ridotto 
significativamente la capacità antagonistica del fungo e la sua attività come 
promotore della crescita (Ruocco et al., 2014). 

Per l’impiego commerciale di metaboliti secondari prodotti da micror-
ganismi antagonisti, è necessario procedere a un’attenta analisi per valutare i 
possibili effetti tossici che questi composti potrebbero avere sull’ambiente e 
sulla salute dell’uomo. Tuttavia, diversi metaboliti prodotti sia da funghi, sia 
da batteri antagonisti sono attualmente in valutazione per essere impiegati 
come potenziali nuovi biopesticidi (Vinale et al., 2012).

miglioramento delle formulazioni 

L’efficacia di un ceppo selezionato per il controllo di uno o più patogeni non 
è sufficiente a garantirne il successo fino a che non se ne registrano le presta-
zioni in condizioni commerciali. Solo quando l’agente di biocontrollo è pro-
dotto su larga scala e utilizzato come formulato in prove di campo è possibile 
valutarne pienamente la validità. 

Per mettere a punto una formulazione efficace è necessario avere una co-
noscenza profonda dell’agente di biocontrollo, del patogeno, dell’ambiente e 
delle interazioni con altri organismi. Lo sviluppo commerciale di un prodotto 
richiede anche la conoscenza delle pratiche di applicazione e degli strumenti 
con cui esse si eseguono. In linea di massima, un buon prodotto industriale 
dovrebbe conservare le caratteristiche iniziali del/i ceppo/i in esso contenuto/i 
quali la vitalità delle cellule microbiche, la purezza, la stabilità genetica, la 
capacità di colonizzare l’ospite, ecc. Queste proprietà, infatti, possono subire 
delle alterazioni durante i processi di produzione, formulazione, confezione, 
conservazione e in fase di applicazione (Leggett et al., 2011). 

A differenza dei prodotti fitosanitari di sintesi che normalmente hanno 
una shelf-life piuttosto lunga, i prodotti biologici possono diventare inattivi 
perdendo la vitalità dei microorganismi in essi contenuti. Ciò, naturalmente, 
costituisce un serio ostacolo alla commercializzazione del prodotto che deve 
avere una shelf-life di almeno un anno a temperatura ambiente. La shelf-life 
dipende, oltre che dalla temperatura, dall’umidità. A basse temperature e in 
ambienti secchi, i processi metabolici di crescita dei propagoli del micror-
ganismo conservato si rallentano, prevenendo anche l’accumulo di sostanze 
tossiche e il consumo di nutrienti. Se la formulazione è liquida, la vitalità dei 



Felice Scala, Matteo Lorito50

microorganismi deve essere preservata con la refrigerazione, il congelamento 
o la deidratazione se si vuole prolungare la shelf-life del prodotto. La liofiliz-
zazione funziona anche meglio, ma è piuttosto costosa. Altri metodi includo-
no l’incapsulazione delle cellule microbiche attraverso il loro mescolamento 
con materiali polisaccaridici o lipidici. È stato osservato che formulazioni 
ottenute con pellet di grano o caolino in gel di alginato contenente spore, 
conidi o biomassa di diversi isolati di Trichoderma aumentano la vitalità di 
questi nel prodotto conservato (Narayanasamy, 2013). 

Le formulazioni possono variare considerevolmente in rapporto all’uso a 
cui sono destinate, ma devono presentarsi in una forma facilmente sommini-
strabile e non essere tossiche. In generale, per i prodotti commerciali a base 
di antagonisti fungini (ceppi del genere Trichoderma, Coniothyrium minitans, 
Ampelomyces quisqualis, ecc.) sono state messe a punto diverse preparazioni 
sotto forma di granuli disperdibili in acqua, polvere bagnabile, polvere, mi-
crogranuli e pellets. Per gli agenti di biocontrollo batterici (ceppi dei generi 
Bacillus e Pseudomonas, Streptomyces, Burkholderia, Agrobacterium), le formu-
lazioni più comuni si trovano sotto forma di granuli disperdibili in acqua, 
liquido, polvere bagnabile, concentrato di spore liquido, massa batterica so-
spesa in acqua clorurata, polvere secca, pasta, ecc. 

Le formulazioni contenenti Pseudomonadi fluorescenti perdono rapida-
mente la loro efficacia perché questi batteri non producono endospore, cioè le 
strutture che assicurano una vitalità più lunga. Per questo motivo l’attenzione 
si è concentrata su ceppi del genere Bacillus che producono endospore in gra-
do di resistere ad avverse condizioni ambientali di temperatura, pH e siccità. 
Ceppi di Pseudomonas sono, comunque, selezionati e commercializzati per la 
loro capacità di indurre resistenza e promozione della crescita nelle piante. 

applicazione 

I metodi per somministrare i prodotti biologici per il controllo delle malat-
tie delle piante, in molti casi sono gli stessi che si utilizzano per distribuire 
gli agrofarmaci di sintesi e, cioè, quelli che si basano sull’uso di irroratori, 
spruzzatori, sistemi per i trattamenti a immersione, ecc. Le esigenze per di-
stribuire un prodotto biologico che contiene spore, conidi e/o micelio vivi 
sono, comunque, diverse. Occorrono sistemi di irrorazione a bassa pressio-
ne per salvaguardare la vitalità dei microorganismi e modalità di applicazio-
ne che possano assicurare una copertura ottimale della superficie vegetale 
da proteggere.
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La somministrazione dei prodotti biologici può effettuarsi attraverso 
trattamenti dei semi, del suolo, delle radici e della parte aerea. Ognuno di 
questi trattamenti ha le sue specificità e dipende da opportune formulazioni 
dei prodotti. Per il trattamento dei semi, il coating è uno dei metodi più 
semplici ed efficaci e si effettua con formulazioni in polvere o in liquido. I 
propagoli dei microorganismi germinano sulla superficie del seme e, suc-
cessivamente, colonizzano le radici delle piantine e la rizosfera svolgendo 
la propria attività proteggente e di promozione della crescita. È anche pos-
sibile, dopo il trattamento con l’agente di biocontrollo, incubare i semi 
a temperature più calde e in presenza di umidità fino a poco prima della 
germinazione. Questa tecnica ha il vantaggio rispetto al semplice coating di 
indurre una rapida e uniforme emergenza delle piantine. Inoltre, i semi così 
trattati sono in grado di tollerare meglio le avverse condizioni del suolo. In 
alcuni casi per il coating si fa ricorso a particolari sostanze che migliorano 
l’adesività dell’agente di biocontrollo. Per esempio, la carbossimetilcellulo-
sa e la metilcellulosa sono state molto utili per applicare diversi agenti di 
biocontrollo a tuberi di patata e a semi di piante come barbabietola, grano, 
pomodoro, ecc. (Burges, 1998).

I trattamenti al suolo per il controllo di numerosi patogeni terricoli si 
possono condurre con svariati tipi di formulazioni sia solide che liquide. Le 
radici delle piantine possono essere trattate con spore o cellule di antagonisti 
in sospensione sia immergendovi le radici prima del trapianto, sia bagnando 
a saturazione i letti del vivaio su cui saranno allevate le piantine (Singh e 
Zaidi, 2002). Contro alcuni patogeni quali F. oxysporum, F. moniliforme, F. 
solani, Botryodiplodia theobromae, A. alternata and R. solani è stato osservato 
che l’applicazione dell’agente di biocontrollo risulta più efficace se effettuata 
in associazione con sostanza organica (Mustafa et al., 2009). Per i trattamenti 
aerei, bisogna tener presente che l’attività di microorganismi vivi dipende 
molto dalle condizioni climatiche come le variazioni di temperatura, l’umidi-
tà relativa, la pioggia, il vento, ecc. Questi parametri variano anche su piccola 
scala come, ad esempio, tra le foglie situate al centro della pianta e quelle 
che si trovano nelle zone più esterne. Formulati sotto forma di sospensioni 
liquide o di polvere sono i più adatti per questo tipo di trattamenti (Sharma 
et al., 2012). In alcuni casi si possono effettuare anche trattamenti multipli, 
per esempio ai semi e alle foglie, per controllare malattie come l’alternariosi 
(Singh et al., 2013). Per migliorare la somministrazione degli agenti di bio-
controllo si può ricorrere anche ad altre tecniche. Per esempio, un sistema di 
veicolazione a base di lignite è stato utilizzato per applicazioni al suolo di T. 
harzianum contro il damping-off causato da Rhizoctonia solani su arachidi. Il 
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vantaggio di questa tecnica risiede nel fatto che mentre altri carrier come la 
vermiculite e la torba sono costituiti da particelle di grandezza non adatta alla 
somministrazione meccanica, la lignite può essere frantumata in particelle 
della dimensione voluta, consentendo di applicare il prodotto a una densi-
tà maggiore (Jones et al., 1984). Gli agenti di biocontrollo, in un’ottica di 
lotta integrata, possono essere utilizzati in combinazione con altri prodotti 
quali biostimolanti, ammendanti, compost soppressivi, ecc. Risultati migliori 
si possono ottenere associando l’uso degli antagonisti a pratiche agronomi-
che adottate per la protezione delle piante contro i patogeni come l’impiego 
di piante e portainnesti resistenti, l’eliminazione di residui vegetali infetti, il 
controllo dei parametri agro-metereologici, ecc.

Attualmente sono in corso ricerche per migliorare alcuni aspetti legati alla 
distribuzione dei prodotti con i metodi spray e di immersione e alle modalità 
di applicazione. 

registrazione

Anche la registrazione di prodotti a base di sostanze naturali e organismi e 
microorganismi da impiegare per il biocontrollo delle malattie delle piante, 
al pari degli prodotti fitosanitari di sintesi, è soggetta al Regolamento (CE) 
1107/2009, che è entrato in vigore dal 14 giugno 2011. Nelle tabelle 1 e 2 
sono riportati tutti i macro e microorganismi e le sostanze naturali attual-
mente registrate per il controllo biologico in Europa e in Italia.

prospettive future

La richiesta sempre più forte di alimenti privi di residui da prodotti fitosanita-
ri e di un ridotto impatto di questi ultimi sull’ambiente impone un maggiore 
impiego di tecniche di produzione e difesa ecosostenibili. Tali esigenze sono 
alla base della nuova normativa europea che con la Direttiva 2009/128/CE 
ha predisposto una serie di misure per il corretto uso dei prodotti fitosanitari. 
Questa Direttiva è stata recepita in Italia con DL del 14 agosto 2012 e ha 
portato all’adozione del Piano d’Azione Nazionale (PAN) sull’uso sostenibile 
dei prodotti fitosanitari (DL del 22 gennaio 2014). In sintesi, con il PAN 
ci si prefigge di “assicurare lo sviluppo e la promozione di metodi di produzio-
ne agricola a basso apporto di prodotti fitosanitari, realizzare un uso sostenibile 
dei prodotti fitosanitari riducendone i rischi e gli impatti sulla salute umana e 
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antagonisti microbici e virus in europa e in italia numero di formulati in 
italia

Agrobacterium radiobacter K84
Adoxophyes orana GV strain BV-0001
Agrotis segetum granulosis virus
Ampelomyces quisqualis strain AQ10 1
Aureobasidium pullulans (strains DSM 14940 and DSM 14941) 1
Bacillus amyloliquefaciens MBI 600
Bacillus amyloliquefaciens strain FZB24
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum D747 1
Bacillus firmus I-1582 1
Bacillus pumilus QST 2808
Bacillus sphaericus
Bacillus subtilis str. QST 713 1
Bacillus subtilis strain IBE 711
Bacillus thuringiensis subsp. Aizawai strains ABTS-1857 and GC-91 1
Bacillus thuringiensis subsp. Israeliensis (serotype H-14) strain AM65-52
Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki strains ABTS 351, PB 54, SA 11, SA12 
and EG 2348

1

Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis strain NB 176 (TM 14 1) 1
Baculovirus GV
Beauveria bassiana strain 147
Beauveria bassiana strain NPP111B005
Beauveria bassiana strains ATCC 74040 and GHA 1
Beauveria brongniartii
Candida oleophila strain O
Coniothyrium minitans 1
Cydia pomonella Granulovirus (CpGV) 1
Equisetum arvense L.
Helicoverpa armigera nucleopolyhedrovirus (HearNPV) 1
Lecanicillium muscarium (formerly Verticillium lecanii) strain Ve6 1
Mamestra brassica nuclear polyhedrosis virus
Metarhizium anisopliae var. anisopliae strain BIPESCO 5/F52 1
Paecilomyces fumosoroseus Apopka strain 97
Paecilomyces fumosoroseus strain Fe9901 1
Paecilomyces lilacinus strain 251 1
Pepino Mosaic Virus, CH2 strain, isolate 1906  
Phlebiopsis gigantea (several strains)
Pseudomonas chlororaphis strain MA342 1
Pseudomonas sp. Strain DSMZ 13134
Pseudozyma flocculosa
Saccharomyces cerevisiae strain LAS02
Spodoptera exigua nuclear polyhedrosis virus

Tab. 1 Macro- e Microorganismi (inclusi i virus) antagonisti registrati in Europa e in Italia 
(segue)
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sull’ambiente, promuovendo l’uso della difesa integrata e di approcci o tecniche al-
ternativi, quali il metodo dell’agricoltura biologica e le alternative non chimiche 
ai prodotti fitosanitari”. In un siffatto contesto sociale e legislativo, lo svilup-
po di metodi alternativi a quelli fondati sull’uso di prodotti di sintesi per la 
difesa delle colture sta subendo un notevole impulso destinato ad aumentare 
sempre più. Inoltre, è stata attuata la revisione europea delle registrazioni 
delle sostanze attive adoperate per la difesa fitosanitaria in agricoltura, ope-
rata con la direttiva 91/414/CEE: delle circa 1000 sostanze attive utilizzabili 
negli anni ’90, solo il 26% di esse è stato incluso nel cosiddetto Allegato I, 
condizione necessaria per l’immissione in commercio dei formulati. Una tale 
drastica riduzione delle sostanze attive di sintesi e la contemporanea difficoltà 
a commercializzarne di nuove con i requisiti richiesti dalla recente normativa 
hanno ovviamente reso molto più problematica la difesa fitosanitaria e neces-
sario ricorrere a metodi alternativi a quelli basati sull’uso degli agrofarmaci 
di sintesi. In questa ottica, sostanze naturali, microorganismi antagonisti e 
loro derivati costituiscono importanti risorse per sviluppare nuovi strumen-
ti biotecnici utili per far fronte ai problemi fitosanitari. La registrazione di 
nuovi prodotti, comunque, rimane uno dei problemi più seri da affrontare 

antagonisti microbici e virus in europa e in italia numero di formulati in 
italia

Spodoptera littoralis nucleopolyhedrovirus 1
Streptomyces K61 (formerly S. griseoviridis) 1
Streptomyces lydicus WYEC 108
Trichoderma asperellum (formerly T. harzianum) strains ICC012, T25 and 
TV1

1

Trichoderma asperellum (strain T34)
Trichoderma atroviride (formerly T. harzianum) strains IMI 206040 and T11 1
Trichoderma atroviride strain I-1237
Trichoderma atroviride strain SC1
Trichoderma gamsii (formerly T. viride) strain ICC080 1
Trichoderma harzianum strains T-22 and ITEM 908
Trichoderma polysporum strain IMI 206039
Verticillium albo-atrum (formerly Verticillium dahliae) strain WCS850
Zucchini Yellow Mosaik Virus, weak strain
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV mild strain)
piante
artemisia absinthium L.
Artemisia vulgaris L.
Rheum officinale
Tanacetum vulgare L.

Tab. 1 Macro- e Microorganismi (inclusi i virus) antagonisti registrati in Europa e in Italia 
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sostanza attiva numero di formulati in 
italia

(4Z-9Z)-7,9-Dodecadien-1-ol  
(E)-10-Dodecen-1-yl acetate  
(E)-11-Tetradecen-1-yl acetate  
(E)-2-Methyl-6-methylene-2,7-octadien-1-ol (myrcenol)  
(E)-2-Methyl-6-methylene-3,7-octadien-2-ol (isomyrcenol)  
(E)-5-Decen-1-ol 1
(E)-5-Decen-1-yl acetate 1
(E)-8-Dodecen-1-yl acetate 1
(E)-9-Dodecen-1-yl acetate  
(E,E)-7,9-Dodecadien-1-yl acetate  
(E,E)-8,10-Dodecadien-1-ol 1
(E,E)-8,10-Dodecadien-1-yl acetate  
(E,Z)-2,13-Octadecadien-1-yl acetate 1
(E,Z)-4,7-Tridecadien-1-yl acetate  
(E,Z)-7,9-Dodecadien-1-yl acetate 1
(E,Z)-8,10-Tetradecadien-1-yl  
(E,Z)-8-Dodecen-1-yl acetate 1
(E,Z)-9-dodecen-1-yl acetate; (E,Z)-9-Dodecen-1-ol; (Z)-11-Tetradecen-
1-yl acetate

 

(IR)-1,3,3-Trimethyl-4,6-dioxatricyclo[3.3.1.02,7]nonane (lineatin)  
(Z)-11-Hexadecen-1-ol  
(Z)-11-Hexadecen-1-yl acetate  
(Z)-11-Hexadecenal  
(Z)-11-Tetradecen-1-yl acetate 1
(Z)-13-Hexadecen-11-yn-1-yl acetate  
(Z)-13-Octadecenal  
(Z)-3-Methyl-6-isopropenyl-3,4-decadien-1-yl acetate  
(Z)-3-Methyl-6-isopropenyl-9-decen-1-yl acetate  
(Z)-5-Dodecen-1-yl acetate  
(Z)-7-Tetradecanole  
(Z)-7-Tetradecenal  
(Z)-8-Dodecen-1-ol 1
(Z)-8-Dodecen-1-yl acetate 1
(Z)-9-Dodecen-1-yl acetate 1
(Z)-9-Hexadecenal  
(Z)-9-Tetradecen-1-yl acetate 1
(Z)-9-Tricosene (formerly Z-9-Tricosene)  
(Z,E)-3,7,11-trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol ( aka Farnesol)  
(Z,E)-7,11-Hexadecadien-1-yl acetate  
(Z,E)-9,12-Tetradecadien-1-yl acetate  
(Z,Z)-7,11-Hexadecadien-1-yl acetate  

Tab. 2 Sostanze naturali (di origine botanica e semiochimici) attive registrate in Europa e in 
Italia (segue)
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sostanza attiva numero di formulati in 
italia

(Z,Z)-Octadien-1-yl acetate  
(Z,Z,Z,Z)-7,13,16,19-Docosatetraen-1-yl isobutyrate  
1,7-Dioxaspiro-[5.5]-undecane
1-Decanol
Ascorbic acid  
Biohumus  
Blood meal  
Bone Oil  
Capric acid (CAS 334-48-5) 1
Caprylic acid (CAS 124-07-2) 1
Casein  
Cerevisane  
Chinin hydrochlorid  
Citrus extract  
Citrus extract/grapefruit extract  
Citrus extract/grapefruit seed extract  
Conifer needle powder  
Dodecan-1-ol 1
Dodecyl acetate 1
Extract from Menta piperita  
Extract from Plant Red oak, Prickly pear cactus, Fragrant sumac, Red 
mangrove

 

Extract from tea tree  
FEN 560 (Fenugreek seed powder) 1
Garlic extract  
Garlic pulp  
Gelatine  
Gentian violet  
Geraniol  
Grease (bands, fruit trees)  
Hydrolysed proteins 1
Lactic acid  
Lactofen  
Laminarin 1
Lanolin  
Lauric acid (CAS 143-07-7)  
Lecithin  
Lecithins  
Maleic hydrazide 1
Maleic hydrazide and its salts, other than its choline, K and Na salts  
Maltodextrin  

Tab. 2 Sostanze naturali (di origine botanica e semiochimici) attive registrate in Europa e in 
Italia (segue)
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sostanza attiva numero di formulati in 
italia

Milk albumin  
Mimosa tenuiflora extract  
Onion extract  
Orange oil  
Papaine  
Pepper  
Plant oils / Blackcurrant bud oil  
Plant oils / Citronella oil  
Plant oils / Citronellol  
Plant oils / Clove oil 1
Plant oils / Coconut oil  
Plant oils / Daphne oil  
Plant oils / Eucalyptus oil  
Plant oils / Gaiac Wood oil  
Plant oils / Garlic oil  
Plant oils / Lemongrass oil  
Plant oils / Maize oil  
Plant oils / Marjoram oil  
Plant oils / Olive oil  
Plant oils / Peanut oil  
Plant oils / Pinus oil  
Plant oils / Soya oil  
Plant oils / Soybean oil, epoxylated  
Plant oils / Spear mint oil 1
Plant oils / Sunflower oil  
Plant oils / Ylang-Ylang oil  
Plant oils/ Rape seed oil 1
Propolis  
Putrescine (1,4-Diaminobutane))  
Repellent (by taste) of vegetal and animal origin/extract of food grade/
phosphoric acid and fish flour

 

Repellents by smell of animal or plant origin/ fish oil  
Repellents by smell of animal or plant origin/ sheep fat 1
Repellents by smell of animal or plant origin/ tall oil crude  
Repellents by smell of animal or plant origin/ tall oil pitch  
Repellents: Essential oils  
Repellents: Fatty acids, fish oil  
Repellents: Tall oil crude (CAS 93571-80-3)  
Rescalure  
Resins  
Resins and polymers  

Tab. 2 Sostanze naturali (di origine botanica e semiochimici) attive registrate in Europa e in 
Italia (segue)
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sia a livello europeo, sia in Italia per le difficoltà tecniche da superare, per 
la complessità dell’iter autorizzativo e per i costi. Alla fine, bisogna ottenere 
prodotti biologici che possano competere con i tradizionali e meno costosi 
prodotti chimici, per produrre più derrate, limitando o annullando l’impatto 
sull’ambiente e sulla salute dell’uomo. Le piante, come gli altri esseri viventi 
dipendono dai microbi: la sfida da affrontare nel futuro sarà quella di selezio-
nare ceppi efficaci e commercialmente validi, specialmente perché molti di 
essi sono pianta-specifici e la composizione del rizobioma può variare rapida-
mente (Lorito, 2015).

riassunto

Le riserve dell’opinione pubblica sull’uso dei prodotti fitosanitari di sintesi e il ruolo 
centrale che l’Unione Europea ha assegnato alla lotta integrata alle malattie delle piante 
(IPM) con l’emissione della Direttiva 2009/128 hanno dato un forte impulso alla ricerca 
di nuovi strumenti biotecnici per far fronte alle problematiche fitosanitarie.

I microorganismi antagonisti e le molecole naturali con proprietà antimicrobiche 
sono tra le fonti più utili per lo sviluppo di prodotti commerciali alternativi da impie-
gare in programmi di protezione delle piante a minore impatto sulla salute dell’uomo e 
sull’ambiente. In questo lavoro sono riportate e discusse le principali strategie adottate 
ai nostri giorni per ottenere prodotti fitosanitari migliori rispetto a quelli attualmente in 
commercio, selezionando ceppi più efficaci in diverse condizioni ambientali, ottimizzan-
do la produzione e le formulazioni, usando più efficienti sistemi di somministrazione. 

sostanza attiva numero di formulati in 
italia

Reynoutria sacchalinensis extract  
Sea-algae extract (formerly sea-algae extract and seaweeds)  
Sebacic acid  
Soybean extract  
Straight Chain Lepidopteran Pheromones 1
Streptomycin  
Strychnine  
Sucrose  
Tagetes oil  
Tar acids  
Tar oils  
Trichloronat  
cis-Zeatin  
delta-endotoxin of Bacillus thuringiensis  

Tab. 2 Sostanze naturali (di origine botanica e semiochimici) attive registrate in Europa e in 
Italia 
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Sono prese brevemente in considerazione anche le difficoltà legate alla registrazione dei 
prodotti biologici per la loro immissione sul mercato. 

abstract

Public concern about the use of synthetic chemical pesticides and the central place that the 
European Union assigned to IPM within its 2009/128 Directive on the Sustainable use 
of pesticides are among the most important factors that require new alternative tools to 
control plant diseases. Antagonistic microbes and natural antimicrobial molecules represent 
a good source for the development of biopesticides which can be useful to make plant pro-
tection more sustainable. In this paper we report and discuss the main issues concerning the 
strategies adopted today to select strains more effective under different conditions, improve 
production and formulations, and use more efficient delivery systems. Finally, registration 
difficulties to commercialize microbial biopesticides are also considered.
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Attualità e prospettive degli induttori  
di resistenza nella protezione sostenibile delle colture 

Le piante coltivate sono state addomesticate e geneticamente migliorate nel 
tempo, mirando alla quantità e qualità delle produzioni. Di conseguenza, 
queste sono più suscettibili delle piante selvatiche a numerosi patogeni, 
per limitare i quali è necessario l’impiego di prodotti fitosanitari cui si 
contrappone, nell’opinione pubblica, una crescente preoccupazione riguardo 
l’impatto ambientale e i rischi a esso connesso per la salute di operatori e 
consumatori. Una riduzione dell’impiego di prodotti fitosanitari potrebbe 
certo derivare dalla diffusione dell’agricoltura biologica, dalla lotta biologica 
e dallo sfruttamento delle resistenze genetiche. Ciascuna di queste alternative 
presenta però limiti per le possibili applicazioni su larga scala. 

In tale contesto, l’induzione di resistenza nelle piante è un utile approccio. 
Essa consiste nello stimolare l’attivazione di meccanismi di difesa nelle piante 
mediante elicitori, molecole di sintesi o naturali che mimano l’attacco di un 
patogeno o uno stato di stress (es., Schreiber e Desveaux, 2008; Walters et al., 
2013; Aranega-Bou et al., 2014; Gao et al., 2014, 2015; Shah et al., 2014; 
Stadnik e de Freitas, 2014; Burketova et al., 2015; Faoro e Gozzo, 2015).

meccanismi di difesa

Le piante possiedono sistemi di difesa variegati ed efficienti contro i numerosi 
patogeni, come batteri, funghi, oomiceti e virus. Oltre ai meccanismi di 
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difesa costitutivi strutturali (pareti cellulari, cuticola, ecc.) o biochimici 
(fitoanticipine), le piante hanno meccanismi di difesa che sono indotti dal 
riconoscimento del “non sé” mediante recettori in grado di rilevare sostanze 
conservate nei microrganismi, come la flagellina batterica o la chitina e i 
glucani della parete cellulare fungina (microbe/pathogen-associated molecular 
patterns, MAMP/PAMP) (Newman et al., 2013). I meccanismi di difesa 
possono anche essere attivati da segnali derivanti da danni causati da 
patogeni alla pianta (damage-associated molecular patterns, DAMP), come 
gli oligogalatturonidi derivanti dall’attività di enzimi litici microbici a carico 
delle pectine (Dodds e Rathjen, 2010). 

La trasduzione del segnale di attivazione dei recettori include cascate 
di eventi, quali flussi ionici dovuti alla depolarizzazione del plasmalemma, 
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), di ossido nitrico (NO) 
e attivazione di protein-chinasi (Boudsocq et al., 2010). Questi eventi mo-
dulano l’attività di fattori di trascrizione, che determinano una profonda 
ri-programmazione della trascrizione genica. L’attivazione di geni di difesa 
porta all’accumulo di vari enzimi e metaboliti stress-specifici, quali: i) pa-
thogenesis-related (PR) proteine che includono enzimi litici (β-1,3-glucanasi 
e chitinasi), che degradano le pareti cellulari microbiche, perossidasi, pro-
teinasi; ii) composti antimicrobici, come le fitoalessine; iii) lignina e callo-
sio che rinforzano le pareti cellulari; iv) produzione di ROS con ruolo di 
segnale e attività antimicrobica; e anche v) chiusura degli stomi (Dodds e 
Rathjen, 2010). 

Oltre alle risposte di difesa locali, l’infezione induce resistenza sistemica 
acquisita (systemic acquired resistance, SAR): i segnali di allerta sono amplifica-
ti e trasmessi sistemicamente all’intera pianta (Conrath, 2011). I meccanismi 
di difesa sono attivati e regolati da ormoni, quali acido salicilico (SA), acido 
jasmonico (JA), etilene (ET) e acido abscissico (ABA). Questi sono indipen-
denti ma interagenti fra loro e con altri ormoni, quali auxine, brassinosteroidi 
(BR) e gibberelline, e modulano le risposte di difesa (Robert-Seilaniantz et 
al., 2011). L’induzione è un momento critico della SAR e i tessuti indotti 
sono in uno stato di allerta che permette risposte più pronte e potenziate a 
stress biotici o abiotici. Le cellule indotte accumulano proteine segnale di di-
fesa, come protein-chinasi (Beckers et al., 2009). Inoltre, possono verificarsi 
modificazioni istoniche, come acetilazione o metilazione, nelle regioni pro-
motrici di geni di resistenza (Luna et al., 2012). Queste modificazioni epige-
netiche possono anche essere trasmesse alle generazioni successive (Slaughter 
et al., 2012).

SA e analoghi di sintesi sono largamente usati nella protezione delle colture 
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(Kachroo e Robin, 2013). SA è particolarmente efficace contro patogeni 
biotrofi (Glazebrook, 2005). La SAR è comunque efficace contro un’ampia 
gamma di patogeni, nematodi e piante parassite (Gozzo e Faoro, 2013). 
Sono noti anche induttori di SAR volatili emessi a seguito dell’infezione, 
che possono trasmettere il segnale di allerta a distanza, quali metilsalicilato 
(MeSA) (Park et al., 2007) e acido pipecolico (Pip) (Návarová et al., 2012). 
Altre molecole segnale sono acido dicarbossilico diazelaico (AzA), glicerolo-
3-fosfato e alcuni diterpeni (Kachroo e Robin, 2013). 

Meccanismi di difesa possono essere indotti da microrganismi associati alle 
piante, cui spesso si fa riferimento come resistenza sistemica indotta (induced 
systemic resistance, ISR). ISR può essere indotta da plant growth promoting 
rhizobacteria (PGPR), funghi micorrizici, Trichoderma spp. e Fusarium spp. 
non patogeni. ISR è causata da meccanismi dipendenti da JA e ET (Pieterse 
et al., 2014) ed è correlata alla difesa da patogeni necrotrofi ed erbivori (Song 
et al., 2013). 

induttori di sintesi 

Acibenzolar-S-metil o benzothiadiazole (BTH) è un induttore di resistenza 
ad ampio spettro contro malattie batteriche, fungine, fitoplasmatiche e virali 
che induce meccanismi di SAR identici a quelli attivati da SA (Romanazzi 
et al., 2013; Walters et al., 2013). Probenazole è primariamente impiegato 
su riso contro Magnaporthe grisea e Xanthomonas oryzae pv. oryzae e sembra 
essere efficace su mais contro Cochliobolus heterostrophus (Yang et al., 2011). 
L’acido β-aminobutirrico (BABA) causa un potenziamento dei meccanismi di 
difesa, determinando resistenza a un largo spettro di patogeni in varie piante 
ospiti (Gozzo e Faoro, 2013; Walters et al., 2013). Fungicidi di sintesi, quali 
i fosfonati, sono noti per essere anche induttori di SAR.

induttori microbici

La co-evoluzione ha portato le piante a riconoscere numerose sostanze 
conservate di origine batterica che possono, quindi, indurre resistenza. Queste 
possono essere costituenti della capsula o dei flagelli, sostanze secrete (enzimi 
pectolitici, fattori di virulenza, metaboliti di quorum sensing, siderofori, 
tossine, ecc.), o rilasciate accidentalmente (DNA, fattori di trascrizione e/o 
traduzione). 



Francesco Faretra et al.66

Gli endofiti (es. Burkholderia phytofirmans in vite; Trdá et al., 2014) indu-
cono risposte di difesa nell’ospite meno spesso di PGPR che, vivendo nella 
rizosfera, sono meno esposti ai meccanismi di difesa della pianta da essi indotti.

La chitina è un polisaccaride composto da unità di N-acetilglucosamina 
legate con un legame β-1,4-glicosidico. Etero-polimero molto comune 
in natura, con vari tassi di deacetilazione e contenuto di glucosamina, è il 
principale costituente della parete cellulare dei funghi e dell’esoscheletro di 
crostacei e insetti (Bueter et al., 2013). Il chitosano è un derivato deacetilato 
della chitina presente in molte specie fungine. La chitina e i suoi oligosaccaridi 
sono MAMP che attivano meccanismi di difesa in numerose piante, inclusa 
la produzione di fenilpropanoidi e proteine PR (Boller e Felix, 2009). Il 
chitosano determina nelle piante una varietà di reazioni che includono sintesi 
di fitoalessine (Akiyama et al., 1995), produzione di NO e H2O2 (Li et al., 
2009), di acido abscissico (Iriti e Faoro, 2009) e proteine PR (Chujo et al., 
2007; Landi et al., 2014), depositi di callosio (Köhle et al., 1985) e reazione 
di ipersensibilità (Zuppini et al., 2004).

Poli- e oligo-saccaridi possono migliorare la resistenza delle piante. Molti 
degli studi sono basati su glucani derivati da cellulosa e laminarina (Aziz et 
al., 2007), ma anche analoghi fungini possono indurre risposte di difesa, 
inclusa la sintesi di fitoalessine (Yamaguchi et al., 2000), glucanasi (Wolski et 
al., 2006), chitinasi e ROS (Shinya et al., 2006), fenilpropanoidi (Nita-Lazar 
et al., 2004) e proteine PR (Graham et al., 2003).

estratti vegetali 

Gli oligosaccaridi che agiscono come MAMP non sono limitati ai microrganismi, 
in quanto anche le alghe contengono sostanze simili e possono indurre meccani-
smi di difesa contro patogeni (Stadnik e de Freitas, 2014). La laminarina, da alghe 
brune, elicita meccanismi di difesa in vite, come attivazione di protein-chinasi e 
accumulo di fitoalessine, contro Botrytis cinerea e Plasmopara viticola (Aziz et al., 
2003). Gli ulvani, da alghe verdi del genere Ulva, consistono in residui di ramno-
sio solfatato legati ad acido uronico e inducono resistenza contro vari patogeni, 
inclusi agenti causali di oidi e Colletotricum spp. (Stadnik e de Freitas, 2014). 
Le carragenine, polisaccaridi da alghe rosse, costituite da residui di α-D-1,3 e 
β-D-1,4 galattosio solfatati fino al 40%, molto usate nell’industria alimentare 
come gelificanti ed emulsionanti, mostrano efficacia variabile con il livello di sol-
fatazione e il particolare patosistema, e pronunciata contro patogeni biotrofi ed 
emibiotrofi (Vera et al., 2012). I fucani sono polisaccaridi caratterizzati dalla pre-
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senza di L-fucosio solfatato derivati da alghe brune. Sono stati usati a lungo come 
biostimolanti e fertilizzanti ma i dati sulla loro capacità di indurre meccanismi di 
resistenza nelle piante sono scarsi (Stadnik e de Freitas, 2014).

Le piante sono sempre state fonte di sostanze biologicamente attive utiliz-
zate specialmente a scopo medico, ma estratti vegetali (oggi spesso detti bota-
nicals) sono anche stati impiegati per la protezione delle piante. Questi hanno 
spesso attività antimicrobica ma è ben noto che possono indurre meccanismi 
di difesa nelle piante. È impossibile definire in modo certo il meccanismo di 
induzione di resistenza poiché gli estratti sono miscele di DAMP, derivanti dalla 
omogeneizzazione di tessuti vegetali, composti inorganici, metaboliti seconda-
ri, molecole di segnale e oli essenziali, che probabilmente agiscono in modo 
sinergico. Un estratto etanolico di Reynoutria sachalinensis (Milsana®) protegge 
varie piante (cetriolo, frumento, rosa) da oidi. Questo ha un effetto diretto 
antimicrobico (anomalie nella differenziazione di appressori e austori) ma cau-
sa anche un incremento dell’attività di perossidasi, β-1,3-glucanasi, accumulo 
di polifenoli, fitoalessine, ROS e lipossigenasi (Vechet et al., 2009). Estratti 
acquosi di Azadirachta indica hanno attività antimicrobica contro batteri e fun-
ghi e inducono meccanismi di difesa nelle piante. La protezione di orzo da 
Drechslera graminea è accompagnata da incremento dell’attività di fenilalanina 
ammonio-liasi (PAL) e tirosina ammonio-liasi (TAL) e accumulo di polifenoli 
(Paul e Sharma, 2002). Estratti di Hedera helix impiegati per la protezione del 
melo da Erwinia amylovora incrementano l’attività di perossidasi e chitinasi 
(Baysal e Zeller, 2004). Moushib et al. (2013) hanno evidenziato che estratti di 
cascami di barbabietola da zucchero inducono in patata resistenza a Phytophtho-
ra infestans mediante incremento di proteine PR. 

Anche gli oli essenziali possono essere fonte di induttori di resistenza 
(Sivakumar e Bautista-Baños, 2014). Ad esempio, oli essenziali di Gaultheria 
procumbens inducono meccanismi di difesa mediati da SA e resistenza a 
Colletotrichum higginsianum in Arabidopsis thaliana e ciò è causato dal 
MeSA presente nell’olio (Vergnes et al., 2014). Von Rad et al. (2005) hanno 
evidenziato l’attivazione di meccanismi di resistenza modulati da SA e JA 
di alcuni estratti vegetali disponibili commercialmente (es., Neudo-Vital, W. 
Neudorff GmbH KG, Germania; Bio-S, Gebruder Schatte KG, Germania).

compost

I compost sono i prodotti derivati dalla biodegradazione aerobica di vari 
rifiuti organici primariamente impiegati come sostituti della torba e come 
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ammendanti. L’effetto soppressivo verso i patogeni è principalmente dovu-
to all’apporto di popolazione microbica saprofitica antagonista. Numerosi 
studi hanno, comunque, evidenziato l’induzione di meccanismi di resisten-
za nelle piante. Ad esempio, compost addizionati di Pseudomonas syringae 
pv. maculicola inducono resistenza in cetriolo verso affezioni da Pythium 
spp. e antracnosi (Zhang et al., 1998). Piante di melone e cetriolo allevate 
in compost da residui di piante di pomodoro mostrano resistenza indotta 
verso F. oxysporum f.sp. melonis e B. cinerea (Yogev et al., 2010). I mecca-
nismi responsabili della resistenza indotta da compost non sono del tutto 
chiari, anche se spesso è stato osservato l’incremento di attività enzimatiche 
(ad es. perossidasi e β-1,3-glucanasi) e il potenziamento di meccanismi di 
difesa. Segarra et al. (2013) hanno rilevato una modulazione genica in A. 
thaliana coltivata in compost, simile a quelle della SAR o indotte da ABA 
in risposta a stress abiotici.

La colonizzazione della rizosfera da comunità microbiche influenza mar-
catamente i segnali di difesa nella pianta (Pieterse et al., 2014). Microrga-
nismi estratti da compost riducono i meccanismi di difesa indotti da SA e 
incrementano quelli indotti da JA in A. thaliana (Carvalhais et al., 2013). 
Comunque, la sterilizzazione di compost da sansa di olive ha ridotto solo 
parzialmente la soppressività verso Verticillium dahliae indicando che, oltre 
alla resistenza indotta dal microbioma, altri meccanismi partecipano alla pro-
tezione delle piante (Papasotiriou et al., 2013).

biochar

Biochar, prodotto derivante dalla pirolisi di biomasse, è utilizzato come 
ammendante. L’impiego di biochar induce resistenza sistemica in peperone e 
pomodoro verso B. cinerea e Leveillula taurica (Elad et al., 2010), in asparago 
verso Fusarium oxysporum f.sp. asparagi e F. proliferatum (Elmer e Pignatello, 
2011), in giovani piante arboree verso Phytophthora spp. (Zwart e Kim, 
2012), e in fragola verso B. cinerea, Colletotrichum acutatum e Podosphaera 
aphanis (Harel et al., 2012).

prospettive

L’induzione di meccanismi di difesa nelle piante può essere un’utile integra-
zione e/o alternativa all’uso dei prodotti fitosanitari di sintesi. Negli ultimi 
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anni, le ricerche su tale approccio alla protezione sono notevolmente aumen-
tate e numerosi ed eterogenei induttori di resistenza sono stati valutati in vari 
patosistemi. Ciononostante, il trasferimento alla pratica non è semplice. Una 
delle limitazioni più importanti è di frequente l’efficacia parziale o per periodi 
brevi degli induttori. Ma di maggior rilievo è che l’efficacia dei trattamenti 
dipende dal particolare patosistema, dalle condizioni ambientali e di gestione 
agronomica, e dai genotipi delle piante coltivate. Inoltre, le piante in natura 
sono già esposte alle interazioni biotiche o abiotiche con l’ambiente e l’attività 
elicitoria degli induttori può essere minore di quella osservata in condizioni 
controllate sperimentali (Walters et al., 2013). Inoltre, per l’utilizzazione pra-
tica degli induttori deve essere possibile produrli in grandi quantità e a bassi 
costi. Numerosi aspetti devono poi essere chiariti nei singoli casi e, in parti-
colare, l’eventuale costo metabolico (fitness cost) dell’induzione di resistenza. 
L’attivazione dei meccanismi di difesa, infatti, implica un re-indirizzamento 
di energia e metaboliti verso il metabolismo secondario che può essere a de-
trimento del vigore vegetativo e della produttività (van Hulten et al., 2006). 
Il costo metabolico è plausibilmente meno marcato quando la pianta è solo 
preparata (primed) a una più forte e pronta reazione di difesa all’attacco del 
patogeno (Gozzo e Faoro, 2013). 

Alcuni elicitori, come chitosano, estratti vegetali e fungicidi, possono agire 
con un doppio meccanismo di azione grazie all’attività diretta antimicrobica. 
Ciò può rappresentare un vantaggio per l’impiego pratico. In alcuni casi 
sono da valutare le eventuali implicazioni tossicologiche per uomo e animali 
che, del resto, possono sussistere anche a causa dell’accumulo di metaboliti 
secondari nelle piante indotte (Daniel et al., 1999). Tuttavia, per alcuni di 
questi prodotti, quali il chitosano, è stato di recente approvato (Reg. UE 
563/2014) l’uso come sostanza di base, ai sensi del Reg. UE 1107/2009, per 
la protezione delle piante e molteplici sono le potenziali applicazioni, sia in 
campo sia in postraccolta (Romanazzi et al., 2016a, b).

Le tecnologie di sequenziamento massale (Next Generation Sequencing, 
NGS) e di metabolomica consentono oggi di meglio chiarire il fenomeno 
dell’induzione di resistenza e i relativi meccanismi di rimodulazione dell’e-
spressione genica e del metabolismo in diversi patosistemi e in diversi ge-
notipi di piante coltivate. Ciò costituirà un utile supporto scientifico nella 
definizione del migliore impiego degli induttori di resistenza e nella loro valu-
tazione nel momento dell’autorizzazione all’impiego. Purtroppo, tema ancora 
molto dibattuto è se gli induttori di resistenza debbano essere regolamentati 
come prodotti fitosanitari, biostimolanti, corroboranti o fertilizzanti, che pre-
sentano regolamentazioni molto differenti. La confusione al riguardo è eleva-
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ta (La Torre et al., 2016) e si spera che possa essere superata al più presto. In 
ogni caso, è plausibile attendersi che nel prossimo futuro l’elicitazione delle 
risposte di difesa nelle piante possa divenire un elemento importante della ge-
stione integrata delle malattie, assieme a prodotti fitosanitari di sintesi, agenti 
di controllo biologico e sostanze di origine naturale, in pieno accordo con la 
Direttiva 2009/128/EC “Sull’uso sostenibile dei prodotti fitosanitari”.

riassunto

L’induzione di resistenza consiste nell’attivazione di meccanismi di difesa nella pianta che 
risulta così più reattiva agli stress di natura biotica o abiotica. L’induzione di resistenza 
può essere associata alla attivazione di diversi percorsi metabolici (SAR, ISR, BABA-IR) 
che possono essere studiati mediante analisi dell’espressione genica. Le tecniche di Next 
Generation Sequencing (NGS) sono di particolare utilità al riguardo. Le difese della pianta 
possono essere elicitate da fattori biotici (microrganismi) o abiotici (stress di natura fisica, 
pratiche agronomiche, applicazione di composti naturali o di sintesi chimica). È riporta-
ta una panoramica dei principali induttori di resistenza e di alcuni casi studio di risposta 
della pianta a stress abiotici e a trattamenti con elicitori chimici o biologici. 

abstract

The plant resistance induction consists in the activation of defence mechanisms resulting 
in increased plant reactivity to biotic or abiotic stresses. Resistance induction is associa-
ted to the activation of different metabolic pathways (SAR, ISR, BABA-IR) which can 
be studied by gene expression analysis. Next Generation Sequencing (NGS) techniques 
are particularly useful for this purpose. Plant defences can be elicited by biotic (micro-
organisms) and abiotic (physical stresses, agronomic practices, applications of natural or 
synthetic compounds). This review surveys the main plant resistance inducers and some 
examples of plant responses to abiotic stress and to the applications of chemical and 
biotic elicitors.
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Uso di microrganismi benefici del suolo  
(funghi micorrizici arbuscolari e batteri rizosferici) 
come agenti di contenimento  
delle malattie delle piante

In condizioni di campo, le piante interagiscono con un gran numero di 
microorganismi, nocivi o benefici. Questi ultimi comprendono i funghi mi-
corrizici arbuscolari (AM) e i batteri promotori della crescita delle piante 
(PGPB). 

I funghi AM, tutti classificati oggi nel phylum Glomeromycota (Schüeßler e 
Walker, 2010), stabiliscono un’interazione mutualistica con le radici della mag-
gior parte delle piante vascolari, dalle Pteridofite alle Angiosperme (Smith and 
Read, 2008). La simbiosi AM è stata ripetutamente messa in relazione con il 
miglioramento della salute, della crescita e della capacità di tollerare stress abio-
tici (come la siccità, la scarsa disponibilità di nutrienti, la salinità, la presenza 
di metalli pesanti, ecc. – Gamalero et al., 2010a; Lingua et al., 2008) e biotici 
(come i funghi patogeni delle radici e gli insetti – Trotta et al., 1996; Guerrieri 
et al., 2004; Berta et al., 2005) nell’ospite vegetale. Essi vengono considerati 
potenziali agenti di biocontrollo, e la riduzione della crescita del patogeno è 
generalmente ascritta a fenomeni di competizione e all’induzione di reazioni di 
difesa da parte della pianta (Pozo et al., 2002). Il nostro gruppo di ricerca si è 
occupato da tempo di questi aspetti, nell’ambito di numerosi progetti, due dei 
quali europei, utilizzando come sistema sperimentale il pomodoro, colonizzato 
o no da un fungo AM, e infettato o no con i funghi patogeni Phytophtora nico-
tianae var. parasitica o Rhizoctonia solani. In entrambi i casi, il fungo AM riduce-
va significativamente la malattia indotta dal patogeno, e l’effetto era ancora più 
evidente in presenza di batteri rizosferici, con una chiara azione sinergica (Trotta 
et al., 1996; Berta et al., 2005). 
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In seguito al rilascio di essudati radicali, numerosi batteri del suolo si lo-
calizzano sulle o attorno le radici delle piante, trovando abbondanti fonti di 
nutrienti. In relazione al grado di intimità con la radice, i PGPB possono 
formare simbiosi con le piante occupando strutture specializzate (es. i nodu-
li); legarsi alla superficie delle radici; colonizzare i tessuti interni delle radici, 
comportandosi come endofiti (Vessey, 2003). I PGPB, in aggiunta al miglio-
ramento della crescita, possono esercitare attività soppressiva nei confronti 
delle malattie che originano dal suolo. La stimolazione diretta è mediata da 
diversi meccanismi, tra i quali il miglioramento della nutrizione minerale (at-
traverso la fissazione dell’azoto, la solubilizzazione del fosfato e la chelazione 
del ferro), la produzione di fitormoni (tra i quali le auxine, le citochinine e 
le gibberelline) e le modificazioni dell’architettura radicale (Glick, 1995; Ga-
malero et al., 2002). Alla base del contenimento dei microrganismi patogeni 
delle piante vi sono la competizione per la colonizzazione di siti o nutrienti, la 
produzione di antibiotici ed enzimi, e l’induzione di resistenza sistemica nei 
confronti dei patogeni (Raaijmakers et al., 2009). In aggiunta, anche gli stress 
biotici e abiotici possono essere meglio tollerati dalla pianta in presenza di 
batteri che esprimano l’enzima 1-aminocyclopropano-1-carbossilato (ACC) 
deaminasi. Questo enzima batterico scinde l’ACC di origine vegetale, che è il 
precursore immediato dell’etilene, prevenendo l’accumulo di livelli di etilene 
che potrebbero inibire la crescita (Glick, 2014).

L’uso di funghi AM e di PGPB è stato proposto per contrastare le fitopla-
smosi. Il primo lavoro in assoluto sull’argomento riguardava il pomodoro 
colonizzato dal fungo Glomus mosseae BEG12 e infettato con un fitoplasma 
del gruppo Stolbur. Questo studio, condotto dal nostro gruppo di ricerca, 
dimostrò che le piante micorrizate e infettate dal fitoplasma presentano sin-
tomi meno severi e, soprattutto, che le cellule batteriche mostrano segni di 
degenerazione, quali l’agglutinazione, il confinamento del citoplasma alla 
periferia dalla cellula e un ridotto numero di ribosomi (Lingua et al., 2002). 
L’effetto positivo dei funghi AM fu successivamente confermato da Garcia-
Chapa et al. (2004) in portainnesto di pero e da Kamińska et al. (2010) in 
pervinca.

Risultati simili sono stati ottenuti, ancora una volta nel nostro laborato-
rio, inoculando piante di Chysanthemum carinatum, infettate o meno con 
il fitoplasma del giallume del crisantemo “Candidatus Phytoplasma asteris” 
strain CYP, con Pseudomonas putida S1Pf1Rif. Questo ceppo appartiene alle 
pseudomonadali fluorescenti ed è stato isolato nel suolo adiacente a una vite 
asintomatica, circondata da piante con chiari sintomi di infezione da fito-
plasma (Gamalero et al., 2010b; Sampò et al., 2012). Rimaneva tuttavia da 
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determinare quale fosse il meccanismo o i meccanismi alla base del fenomeno 
osservato.

Un ulteriore passo fu compiuto con la simultanea inoculazione di funghi 
AM e PGPB. Piante di C. carinatum sottoposte a doppia inoculazione con 
G. mosseae e P. putida S1Pf1Rif, sono state messe in contatto con le cicaline 
vettore del “Ca. P. asteris”. Sebbene i due simbionti non abbiano influenzato 
la moltiplicazione dei fitoplasmi, e solo in parte la loro vitalità, come dimo-
strato con nuovi metodi molecolari, essi fornirono alcune forme di resistenza 
al fitoplasma: le piante trattate con entrambi i simbionti esposte alle cicaline 
vettore che risultavano sintomatiche erano meno di un terzo rispetto a quel-
le non trattate (7% contro il 26%). Inoltre, l’inoculazione simultanea dava 
luogo a un ritardo nella comparsa dei sintomi nelle piante non resistenti, al 
miglioramento della crescita della porzione aerea delle piante infette e a mo-
dificazioni dell’architettura dell’apparato radicale che suggerivano lo sviluppo 
di un sistema vegetativo più efficiente e attivo (D’Amelio et al., 2011).

Visti i risultati incoraggianti e tenendo presente che il nostro obiettivo era 
il miglioramento delle condizioni di salute di viti affette da flavescenza dorata, 
è stato ritenuto opportuno ricorrere a un sistema sperimentale diverso, la per-
vinca, pianta ornamentale in grado di ospitare il fitoplasma della flavescenza 
dorata (FDP). In questo caso, il batterio inoculato sulle piante era Pseudomonas 
migulae 8R6 un endofita in grado di colonizzare i tessuti interni delle pianta 
stabilendo quindi una relazione intima con essa, e capace di sintetizzare l’enzi-
ma ACC deaminasi. Grazie alla collaborazione con il professor Bernard Glick 
dell’Università di Waterlooo (Canada) abbiamo avuto l’opportunità di disporre 
di un mutante del ceppo batterico, deficiente nella sintesi dell’enzima. In que-
sto modo è stato possibile verificare l’ipotesi che un batterio produttore di ACC 
deaminasi potesse indurre una migliore resistenza o tolleranza nella pianta infe-
stata dal fitoplasma della flavescenza dorata. L’effetto più rilevante dell’inoculo 
delle piante con questo ceppo batterico è stato osservato, come ci si attendeva, a 
livello dell’espressione dei sintomi. Infatti, il 93% delle piante infettate da FDP 
ma non inoculate con il ceppo batterico erano sintomatiche. Questo valore si 
riduceva al 53% nelle piante inoculate con P. migulae 8R6 produttore di ACC 
deaminasi. Al contrario, l’inoculo con il mutante difettivo nella sintesi di ACC 
deaminasi riduceva in modo non significativo la frequenza di piante sintoma-
tiche. Oltre all’espressione dei sintomi, di sicuro interesse era anche la valuta-
zione della quantità di cellule di fitoplasma all’interno delle foglie della pianta 
ospite. Grazie a tecniche molecolari abbiamo potuto riscontrare che l’inoculo 
con il ceppo batterico produttore di ACC deaminasi riduceva in modo non 
significativo il titolo del fitoplasma. Tuttavia, la non significatività del risultato 
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era legata al fatto che nel 40% delle piante il quantitativo di DNA del fitopla-
sma era al di sotto del limite soglia del metodo (Gamalero et al., accettato per 
pubblicazione).

Alla luce di questi risultati, e di altri presenti in letteratura (Masoero et 
al., 2015) si è quindi passati alla sperimentazione su vite (cv. Barbera), sia su 
barbatelle sia su piante adulte, in condizioni di pieno campo e con un pro-
gramma di monitoraggio a medio termine.

Risultati preliminari ottenuti in vigneti diversi, mostrano che le piante 
inoculate con funghi AM e batteri PGPB sembrano mantenere stabile la loro 
condizione sintomatologica, in una situazione in cui il trattamento di con-
trollo presenta un inasprimento dei sintomi da FD; i batteri endofiti hanno 
un effetto maggiormente benefico nel miglioramento dei sintomi rispetto 
all’inoculo misto di funghi AM e batteri PGPB: il trattamento con batteri 
endofiti sembra alleviare la sintomatologia delle piante. Comunque, in en-
trambi i trattamenti con microorganismi sono stati osservati miglioramenti 
nella sintomatologia da flavescenza dorata.

È inoltre in corso uno studio metagenomico per identificare i microrga-
nismi presenti nell’apparato radicale e nella porzione epigea delle piante sane 
e di quelle infettate da fitoplasmi, per valutare le differenze nel microbioma 
delle piante nelle due condizioni e individuare così microrganismi potenzial-
mente utili per interventi terapeutici o preventivi.

Questo progetto è stato presentato presso il servizio fitosanitario della Re-
gione Piemonte durante un tavolo tecnico sulla lotta alla flavescenza dorata 
(11 giugno 2015) e rientra tra quelli esposti nel tavolo regionale per la ricerca 
sui fitoplasmi presso l’Istituto Penna di Asti il 1 luglio 2015. Inoltre, il pre-
sente studio rientra nel lavoro di tesi di Dottorato di Ricerca “Chemistry and 
Biology”, del dottor Gabriele Daglio, dal titolo: “Uso di elicitori biotici di 
resistenza nella lotta alla flavescenza dorata della vite e metodi innovativi di 
rilevamento dei sintomi”.

riassunto

Sono qui descritti alcuni dei più importanti risultati ottenuti dagli Autori sugli effetti 
indotti da funghi micorrizici arbuscolari e batteri promotori della crescita, da soli o 
in combinazione, in piante sottoposte a stress biotici (funghi patogeni e fitoplasmi). 
Vengono inoltre descritti i possibili meccanismi coinvolti nelle risposte di difesa della 
pianta nei confronti di patogeni. I risultati presentati suggeriscono e confermano il 
possibile uso di microrganismi benefici del suolo come agenti di biocontrollo delle 
malattie delle piante.



Uso di microrganismi benefici del suolo 79

abstract

The paper presents the most relevant results obtained by the Authors on the effects in-
duced by arbuscular mycorrhizal fungi and plant growth promoting rhizobacteria, alone 
or in combination, in plants subjected to biotic stresses (pathogenic fungi and phytoplas-
mas). The mechanisms involved in the plant defense responses are tentatively explained. 
The results here described confirm and suggest the possible use of soil beneficial micro-
organisms as biocontrol agents of plant diseases. 
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La resistenza transgenica indotta dal patogeno: 
un’applicazione biotecnologica poco utilizzata

introduzione

Secondo le più recenti stime dell’organizzazione internazionale ISAAA 
(International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications, Ithaca, 
NY, USA), una superficie cumulativa di oltre 1,8 miliardi di ettari (ha) è stata 
investita nel mondo a colture geneticamente modificate (GM) a partire dal 1996, 
anno che ha visto la nascita dei primi impianti commerciali. Da allora, tra i 
160 e i 180 milioni di ha vengono annualmente destinati nel mondo a questo 
tipo di coltivazioni, con un incremento annuo di circa il 4% rispetto agli 1,7 
milioni di ha del 1996. Nel 2014, 28 diversi Paesi, equamente distribuiti tra 
industrializzati e in via di sviluppo, hanno adottato colture GM e, nello stesso 
anno, 18 milioni di agricoltori (7,1 milioni in Cina e 7,7 milioni in India) il 96% 
dei quali costituiti da piccoli proprietari, hanno coltivato oltre 15 milioni di ha di 
cotone Bt, mentre 415 mila piccoli coltivatori filippini hanno allevato mais GM.

Tra i Paesi in cui le coltivazioni GM sono liberalizzate, gli Stati Uniti sono 
in testa con oltre 73 milioni di ha, che forniscono il 93% del mais, il 94% 
della soia e il 96% del cotone prodotti nel Paese; il Brasile segue dappresso 
con 40 milioni di ha tra mais, soia e cotone (il 98% della soia prodotta è 
transgenica); l’Argentina è al terzo posto con 24 milioni di ha tra mais, soia 
e cotone (la totalità della soia è GM); l’India è quarta con 12 milioni ha di 
cotone Bt che costituiscono il 95% della coltura globale; il Canada è al quinto 
posto con 12 milioni ha di colza GM, pari al 95% della coltura globale, e 
coltiva anche mais e soia GM. 

* 	 Dipartimento di Scienze del Suolo, della Pianta e degli Alimenti, Università di Bari Aldo Moro 
** 	 Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante, Consiglio Nazionale delle Ricerche, UOS Bari
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Questi imponenti dati danno la misura di quanto le biotecnologie abbiano 
influenzato l’agricoltura mondiale, e come ci si possa ragionevolmente 
attendere un’ulteriore espansione delle piante GM, sia nei Paesi che già le 
adottano, che in quelli che ne stanno considerando l’utilizzazione. Infatti, vi 
è già una lista di oltre 70 nuovi prodotti GM che attendono l’approvazione 
per entrare nel circuito commerciale (James, 2014).

E la vecchia Europa? Non è improbabile che anch’essa capitoli, 
ancorché nei tempi non brevi, seguendo l’esempio dei pochi membri UE 
(Spagna, Portogallo, Repubblica Ceca, Romania, Slovacchia) che hanno 
“coraggiosamente” iniziato la coltivazione di mais transgenico nel loro 
territorio (James, 2014), e facendo mente locale alla marchiana incongruenza 
comunitaria, che permette l’importazione di fibre GM (cotone) e prodotti 
GM (mais, soia, colza) per uso alimentare umano e animale (le importazioni 
annue della sola soia ammontano a circa 40 milioni di tonnellate) ma non la 
coltivazione delle piante che li producono. 

colture gm: una breve sintesi

Da quanto sopra, emerge che le colture GM che attualmente la fanno da 
padrone sono soia, mais e cotone. La prima resiste ad alcuni erbicidi (glifosate, 
imidazolinone), le altre due a insetti: piralide e diabrotica (mais), Helicoverpa 
armigera (cotone). 

Assai meno frequenti sono le piante ingegnerizzate per la resistenza alle 
malattie fungine e batteriche. Un elenco relativamente recente di queste 
(patata, mais, soia, girasole, pioppo, frumento, orzo, riso, tabacco, cotone, 
pomodoro), dei geni usati per la trasformazione e dei patogeni cui è stata 
introdotta resistenza è riportato da Collings et al. (2008). Tuttavia questi 
risultati sperimentali, ancorché promettenti, non hanno ancora dato vita a 
prodotti commerciali (Anonimo, 2015).

Più incoraggiante, anche per i risultati pratici già conseguiti, è la situazione 
delle piante GM trasformate per la resistenza ai virus. 

Contro questi patogeni non si può contare sulla lotta chimica e gli inter-
venti biologici (protezione incrociata), sperimentati con qualche successo in 
un recente passato (Zhou e Zhou, 2012) per alcune colture (cacao, papaia, 
pomodoro, zucchini, agrumi), sono ormai caduti in disuso, eccetto che per 
la protezione dal ceppo “stem pitting” del virus della tristezza degli agrumi 
(Roistacher et al., 2010). Ciò rende obbligato il ricorso al miglioramento 
genetico. Quello tradizionale (reperimento di geni di resistenza in specie 
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sessualmente compatibili con la coltura da migliorare e loro trasferimento 
con l’incrocio) è utilizzabile ogniqualvolta esistano i presupposti per poterlo 
applicare (Gomez et al., 2009). E di ciò non mancano esempi di successo, 
come quelli, tanto per citarne un paio, relativi alla introgressione di resistenze 
durevoli ai virus A (PVA), M (PVM), S (PVS), X (PVX) e Y (PVY) (Foxe, 
1992) in diverse cultivars di patata, e ai virus del mosaico del cetriolo (CMV), 
della maculatura anulare della papaia (PRSV), del mosaico giallo dello zuc-
chino (ZYMV) e della maculatura necrotica del melone (MNSV) nel melone 
(Blanchard et al., 1991). Tuttavia non è sempre facile trovare fonti di resi-
stenza naturali efficaci o trasferibili nelle specie coltivate da quelle selvatiche 
che li possiedono. Per superare questa impasse ci si può rivolgere all’uso della 
“resistenza derivata da patogeno” (pathogen-derived resistance, PDR), un’ap-
plicazione biotecnologica basata sul DNA ricombinante, che ha visto la luce 
una trentina di anni addietro (Sanford e Johnston, 1985) aprendo la via alla 
resistenza transgenica che rappresenta il più avanzato esempio di resistenza 
non convenzionale, la cui prima dimostrazione sperimentale va accreditata a 
Powell-Abel et al. (1986).

Le resistenza transgenica ai virus si esplica attraverso due principali 
meccanismi denominati “resistenza indotta da proteine” (protein-mediated 
resistance) e “resistenza indotta da acido ribonucleico” (RNA-mediated 
resistance). 

La prima modalità di protezione è stata accertata in piante trasformate 
con la proteina capsidica (CP) di alcune entità infettive, tra cui gli agenti del 
mosaico del tabacco (TMV), del mosaico dell’erba medica (AMV), nonché 
il virus X della patata (PVX). In questi casi, la resistenza è proporzionale 
alla quantità di CP virale espressa dalla pianta transgenica ed è superata 
dalla inoculazione della pianta trasformata con RNA virale totalmente o 
parzialmente nudo. Si ritiene che il meccanismo che sottende a questo tipo di 
resistenza sia in qualche modo collegato all’interferenza con la decapsidazione 
del virus, il cui RNA diventa indisponibile per l’aggancio dei ribosomi e per 
le susseguenti fasi replicative (Prins et al., 2008). 

Il secondo meccanismo, noto come “silenziamento genico post trascrizio-
nale” (PTGS) comporta l’inattivazione dell’RNA genomico virale attraverso 
un processo degradativo sequenza-specifico. Il PTGS non è un sistema im-
munitario, ancorché abbia tre caratteristiche in comune con quello dei verte-
brati: (i) specificità verso elementi invasori estranei (acidi nucleici nel caso del 
PTGS); (ii) capacità di sviluppare e amplificare una massiccia risposta contro 
di essi; (iii) capacità di diffondersi sistemicamente nell’ospite. 

La provata efficacia del PTGS non sembra essere condizionata dai geni 
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virali usati per la trasformazione. Tra questi, i più largamente utilizzati sono 
quelli che esprimono le proteine capsidiche, replicasiche, di movimento 
e, con minore frequenza, proteine non strutturali di diversi tipi quali, ad 
esempio, i geni Rep dei geminivirus e le proteasi NI, proteina P1 e HCPro 
dei potyvirus. L’adeguatezza di questi transgeni nella induzione di resistenza 
è stata ampiamente dimostrata mediante la trasformazione di tabacchi 
(Nicotiana tabacum e N. benthamiana in particolare) con sequenze geniche di 
oltre 50 diversi fitovirus, per lo più a RNA, appartenenti a una vasta gamma 
di raggruppamenti tassonomici (famiglie) con differenti comportamenti 
epidemiologici (Cillo e Palukaitis, 2014). 

Poiché oggetto di trasformazione sperimentale sono state anche piante 
agrarie di importanza economica (si veda tra gli altri Fuchs et al., 2007), 
ci si sarebbe atteso che l’imponente sperimentazione condotta nell’ultimo 
ventennio sfociasse nella produzione e adozione commerciale di piante 
GM resistenti ai virus. Non è stato così, se non in un numero limitato di 
casi. 

Tra questi, il maggiore successo ha arriso alle papaie (Carica papaya) GM 
trasformate per la resistenza al potyvirus della maculatura anulare (PRSV), 
che nelle Hawaii ne hanno rimesso in piedi la coltura che era stata pratica-
mente distrutta dal virus in questione (Gonsalves, 1988; Gonsalves et al., 
2004), e che si stanno aprendo il varco anche altrove. Altri esempi sono co-
stituiti da: (i) una zucca (croockneck squash) trasformata per la resistenza ai 
potyvirus del mosaico giallo dello zucchino (ZYMV) e del mosaico 2 dell’an-
guria (WMV-2) (Fuchs e Gonsalves, 1995), coltivata negli USA (Tricoli 
et al., 1995); (ii) il susino ‘Honey sweet’ resistente al virus della vaiolatura 
(PPV), sviluppato in Europa (Ravelonandro et al., 1997; 2013) ma ammes-
so alla coltivazione negli USA; (iii) il fagiolo “EMBRAPA 5.1”, resistente al 
begomovirus del mosaico dorato del fagiolo (BGMV), ottenuto di recente in 
Brasile (Faria et al., 2014). Assai poco in rapporto al molto lavoro sperimen-
tale effettuato nel mondo (Europa inclusa). 

Queste scarse ricadute pratiche sembrano dovute non già alla inefficacia 
dell’approccio transgenico che, quando ha avuto la possibilità di un riscontro 
di campo ha finora dimostrato indubbia validità, ma piuttosto alla perdurante 
ostilità verso le piante GM che ha scoraggiato le ricerca pubblica, che pure 
qualche successo l’ha conseguito (Fuchs e Gonsalves, 1995; Gonsalves et al., 
2004; Ravelonadro et al., 1997). 

È sperabile che quanto di seguito riportato contribuisca a contenere la 
sfiducia dei consumatori nei riguardi della sicurezza degli alimenti di origine 
GM? 
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i transgeni naturali

Nel genoma della vite cv. Pinot noir, interamente sequenziato di recente, 
è stata riscontrata la presenza di frammenti nucleotidici di 200-800 basi 
appartenenti a diversi “pararetrovirus” della famiglia Caulimoviridae (Bertsch 
et al., 2009). Un reperto, questo, né nuovo né sorprendente, poiché analoghe 
inserzioni genomiche di origine virale erano state rilevate oltre una diecina 
di anni addietro in altre specie vegetali quali, ad esempio, pomodoro, patata, 
petunia, tabacchi (Nicotiana spp.), orzo e banana (Harper et al., 2002)

I “pararetrovirus” sono virus a DNA, agenti di malattie di rilevanza 
economica, che infettano in natura un’ampia gamma di piante agrarie e non. 
Essi sono stati così denominati per distinguerli dai “retrovirus” dei vertebrati, 
che hanno genoma a RNA e che annoverano temibili rappresentanti quali, 
ad esempio, il virus dell’immunodeficienza umana (HIV), responsabile 
dell’AIDS (sindrome da immunodeficienza acquisita). 

A parte le differenze nella morfologia delle particelle e nei meccanismi 
di diffusione naturale (epidemiologia), ciò che distingue i due tipi di virus 
è, come si è accennato, il diverso tipo di acido nucleico che ne costituisce 
il patrimonio genetico (RNA o DNA). Ciò che invece li accomuna è: (i) 
l’intervento nel loro ciclo replicativo di un enzima noto come trascrittasi 
inversa (o retrotrascrittasi, da cui la denominazione degli agenti infettivi che 
la posseggono), in grado di sintetizzare molecole di DNA da uno stampo 
di RNA; (ii) la capacità di integrarsi nel genoma dell’ospite a seguito di 
ricombinazione genica (trasferimento orizzontale). 

Ma anche quest’ultima caratteristica è fonte di differenziazione poiché, 
mentre nei vertebrati è l’intero genoma virale che si disloca in quello della 
cellula ospite trasformandola, ciò avviene più di rado nei vegetali, nei quali 
si conoscono solo tre esempi (banana, petunia e tabacco) di integrazione di 
un genoma pararetrovirale completo (Staginnus and Richert-Poggeler, 2006). 
Questi eventi sfociano nella “nascita” di veri e propri virus endogeni che 
si trasmettono alla progenie (trasferimento verticale) e che di norma sono 
silenti, ma in grado di attivarsi a seguito di stress (ferita, estremi termici, 
siccità, modifica del fotoperiodo), dando origine a malattie analoghe a quelle 
prodotte da infezioni esogene. 

Sin qui la similitudine, anche comportamentale, tra virus retroidi degli 
animali e delle piante. In queste ultime, tuttavia, è stata più di frequente 
riscontrata la presenza non di interi genomi virali (come nella vite, ad 
esempio), bensì di loro frammenti, costituiti da sequenze nucleotidiche 
ripetute che si integrano in loci diversi dei loro cromosomi. 



Giovanni P. Martelli, Luisa Rubino86

Sembra evidente che queste incomplete inserzioni esogene non possano 
generare malattie. Ci si è pertanto chiesti se esse abbiano un qualche 
significato per la pianta che li ospita, e quali funzioni eventualmente svolgano. 
Una possibile risposta la si è trovata in quanto già detto sul meccanismo 
che sottende alla “resistenza indotta dal patogeno” che si scatena nelle 
piante GM trasformate con geni virali. È plausibile infatti che le sequenze 
pararetrovirali endogene rappresentino dei veri e propri “transgeni naturali” i 
cui RNA verrebbero individuati dalle cellule ospiti come invasori, mettendo 
così in moto il sistema di silenziamento genico della pianta, a protezione 
dall’infezione di virus esogeni dello stesso tipo. E che i “transgeni naturali” 
non siano una “rara avis”, trova conferma nella recente individuazione di 
inserti di sequenze di Agrobacterium tumefaciens e A. rhizogenes in numerosi 
genotipi (45 su 217) di patate dolci (Ipomea batata) coltivate e selvatiche 
(Kyndt et al., 2015). 

La morale di questa storia è che l’inserimento di geni virali nel genoma 
delle piante, che determina sviluppo di resistenza alle infezioni da virus 
omologhi, è un fenomeno naturale che si ritiene abbia preso corpo nel corso 
del processo co-evolutivo ospite-virus. L’uomo, pertanto, con le recenti 
applicazioni biotecnologiche (ingegneria genetica), non ha fatto altro che 
imitare quanto la natura aveva già da lungo tempo messo in opera. E questo, 
con buona pace di coloro che avversano l’uso dell’ingegneria genetica in 
agricoltura, ritenendola una manipolazione pericolosa per la salute, nonché 
innaturale ed eticamente riprovevole. 

cisgenesi contro transgenesi

La “cisgenesi” è una forma di ingegneria genetica che prevede il 
trasferimento artificiale di singoli geni tra organismi incrociabili della 
stessa specie o tra organismi strettamente correlati ma non necessariamente 
incrociabili tra loro. A essa ci si riferisce come “intragenesi” quando si 
utilizzano geni ibridi che possiedono elementi genetici derivanti da geni 
e loci differenti. Questi approcci riducono di molto i tempi richiesti 
dal miglioramento genetico tradizionale basato su incrocio e reincrocio 
(Jacobsen e Schouten, 2007). 

Pertanto, a differenza dalla “transgenesi”, la cisgenesi non utilizza geni 
derivati da organismi biologicamente assai distanti tra loro (ad es. virus, batteri 
e altri microrganismi, mammiferi) ed estranei alle piante per l’introduzione 
in queste ultime. 
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Recenti esempi di cisgenesi coronata da successo sono le piante di melo 
(cv. Gala) che il trasferimento del gene HcrVf2 da Malus floribunda ha 
reso resistenti alla ticchiolatura (Venturia inaequalis) (Belfanti et al., 2004; 
Vanblaere et al., 2011) e tre differenti cultivars di patata, in cui è stata 
introdotta una coppia di geni da Solanum stoloniferum e S. venturii per la 
resistenza alla peronospora (Phytophthora infestans) (Jo et al., 2014). 

L’adozione nella UE delle patate cisgeniche potrebbe contribuire 
a un forte abbattimento delle perdite annualmente inflitte dalla 
peronospora, valutate in oltre un miliardo di € sui 6 miliardi di € del 
valore commerciale della produzione (Havenkort et al., 2008). Resta 
però da vedere sia quale sarà l’atteggiamento della UE che, in base alla 
direttiva 2001/18//EC sulle colture GM non fa distinzione tra transgeni 
e cisgeni, sia il grado di accettazione dei prodotti cisgenici da parte 
dei consumatori che, come già detto, sono per larga parte fortemente 
avversi alle odierne piante GM. 

riassunto

Tra le molteplici applicazioni pratiche della transgenesi, vi è il suo uso per l’induzione 
di resistenza ai virus mediata da geni virali (“pathogen-derived resistance”, resistenza 
derivata dal patogeno). A tutt’oggi sono state sperimentalmente trasformate molte 
specie vegetali per la resistenza a una cinquantina di virus diversi ma solo due di esse 
vengono per il momento coltivate commercialmente su scala relativamente ampia: una 
varietà di papaia trasformata con la CP del virus della maculatura anulare (PRSV) negli 
USA e in estremo oriente (Taiwan, Cina, Tailandia) e una zucca resistente al virus del 
mosaico giallo dello zucchino (ZYMV) e al virus 2 del mosaico dell’anguria (WMV-2) 
negli USA. Il susino ‘Honey sweet’ resistente al virus della vaiolatura dei Prunus (PPV) 
e un fagiolo resistente al virus del mosaico dorato (BGMV) sono stati approvati per la 
coltivazione negli USA e in Brasile, rispettivamente. Assai più successo hanno avuto le 
coltivazioni transgeniche di cinque specie vegetali resistenti a insetti (mais e cotone) o 
erbicidi (soia, colza, erba medica), che rappresentano la quasi totalità delle piante GM in 
coltura nel mondo. Nel 2014, 28 diversi Paesi equamente distribuiti tra “industrializzati” 
e “in via di sviluppo” hanno investito larghissime superfici (circa 180 milioni di ettari) a 
colture GM. Solo cinque di questi sono europei (Spagna, Portogallo, Repubblica Ceca, 
Romania, Slovacchia) e coltivano modeste superfici di mais GM. La contrarietà all’uso 
della trasformazione genetica ritenuta una manipolazione pericolosa per la salute, nonché 
innaturale ed eticamente riprovevole è ampiamente diffusa in Europa e difficilmente 
sarà scalfita dalla consapevolezza dall’accertata esistenza di piante transgeniche naturali e 
dalla possibilità di ricorrere alla cisgenesi, una forma di ingegneria genetica che prevede 
il trasferimento artificiale di singoli geni tra piante della stessa specie, così come avviene 
nel totalmente accettato, ma assai più lungo percorso del miglioramento genetico 
tradizionale. 
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abstract

One the many practical applications of transgenesis encompasses the introduction into plants 
of resistance to viruses mediated by viral genes (“pathogen-derived resistance”). A wide num-
ber of plant species has currently been transformed for resistance to more than 50 different 
viruses belonging to diverse families. However, only two transgenic plant species are grown 
commercially on a relatively large scale: (i) a papaya cultivar transformed with the coat protein 
gene of Papaya ringspot virus (PRSV) in the USA and the far east (Taywan, China, Thailand); 
(ii) a croockneck squash resistant to Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) and to Watermelon 
mosaic virus 2 (WMV-2) in the USA. The plum cv. Honey sweet resistant to Plum pox virus 
(PPV) and a french bean cultivar resistant to Bean golden mosaic virus (BGMV) have been 
deregulated in the USA and Brazil, repectively, and are ready for marketing. Much more 
successful have been the transgenic crops of five plant species that resist to insects (maize and 
cotton) or to herbicides (soybean, canola, alfalfa), which constitute the largest part of GM 
plants being cropped in the world. In 2014, 28 different countries, equally distributed among 
the “industralized” and the “developing” ones, have invested huge surfaces (ca. 180 million 
hectares) to GM crops growing. Only five of thesee countries are from Europe (Spain, Por-
tugal, Czech Republic, Romania, Slovakia), giving over to GM maize relatively snall surfaces. 
The widespread antagonism to the use of genetic transformation, which in Europe is regarded 
as an ethically reprochable and unsafe practice, it is unlikely to be placated by the scientifically 
established existence of naturally transgenic plants nor by the possibility of resorting to the use 
of cisgenesis, i.e. the transfer of single genes between plants of the same species, as it happens 
with the unconditionally accepted but much longer course of traditional crossing. 
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Problematiche connesse all’autorizzazione  
all’impiego dei mezzi biotecnici

I prodotti fitosanitari sono sostanze attive o miscele di sostanze attive sviluppate 
per controllare i parassiti delle piante come insetti, funghi patogeni, infestanti 
e nematodi. Al di là degli innegabili vantaggi, l’uso di queste sostanze può 
provocare effetti negativi indesiderati sugli organismi non bersaglio, la 
salute umana e l’ambiente. Per questi motivi tali sostanze sono soggette ad 
autorizzazione in ciascuno degli Stati membri della Unione Europea. 

Il quadro normativo che regola la registrazione e impiego dei prodotti 
fitosanitari è principalmente composto dal Regolamento europeo N° 
1107/2009 “Immissione in commercio” dei prodotti fitosanitari e dalla 
Direttiva europea 2009/128/CE sul loro “Uso sostenibile”.

La procedura di autorizzazione prevede che un prodotto fitosanitario possa 
essere commercializzato in uno Stato Membro della Unione Europea solo se 
preventivamente autorizzato dalle Autorità competenti in materia. I prodotti 
fitosanitari sono autorizzati all’immissione sul mercato solamente qualora 
non producano effetti nocivi sulla salute umana o degli animali, non risultino 
pericolosi per l’ambiente, siano sufficientemente efficaci dal punto di vista 
agronomico e posseggano una conservabilità (shelf-life) tale da garantirne la 
stabilità per l’impiego. Il tutto deve essere dimostrato tramite una serie di 
studi e ricerche che saranno valutati da esperti in materia.

Anche gli agrofarmaci di origine biologica, agrobiofarmaci, devono segui-
re un processo di autorizzazione, perché naturale non significa di per sé non 
pericoloso. 

La normativa per la autorizzazione degli agrobiofarmaci deriva da un sistema 
autorizzativo realizzato e strutturato per regolamentare le autorizzazioni di 

* 	 IBMA / International Biocontrol Manufacturers Association



Sergio Franceschini, Vittorio Veronelli92

prodotti fitosanitari chimici di sintesi con modalità di azione tipicamente 
tossica e diretta. 

Il formato del Dossier che deve essere sottoposto alla valutazione degli 
organi competenti è simile a quello per le sostanze chimiche di sintesi; prevede 
infatti la conduzione di una serie di studi, la organizzazione del dossier in 
riassunti, un approccio TIER, proposte di valutazione e conclusioni. 

Vista la diversa natura e caratteristiche delle sostanze attive alcuni 
aspetti di questa procedura, in particolar modo le linee-guida per 
la conduzione degli studi, la valutazione del rischio ed efficacia dei 
prodotti non risultano direttamente e facilmente applicabili. A titolo 
esemplificativo, ma non esaustivo, basti pensare ai requisiti specifici 
per i microrganismi quali la biologia, il modo d’azione, la presenza 
e produzione di metaboliti secondari, la patogenicità, l’infettività, i 
fenomeni di sensibilizzazione, moltiplicazione e persistenza nell’ambiente, 
che differiscono completamente da quelli richiesti per una molecola 
di sintesi. Per contro, ci sono addirittura alcuni agrofarmaci biologici, 
come feromoni ed estratti vegetali, che sono regolamentati seguendo un 
approccio molto simile alle sostanze chimiche di sintesi anche se spesso 
hanno modalità d’azione indiretta e differente.

Il sistema autorizzativo attuale richiede alle aziende una serie di 
adempimenti che determinano un rallentamento all’ulteriore sviluppo e 
commercializzazione di metodi alternativi di controllo. 

Sono auspicabili una serie di interventi a diversi livelli per facilitare la 
loro autorizzazione pur sempre garantendo un elevato grado di sicurezza 
della salute umana e dell’ambiente. Tra questi un approfondimento sulla 
sicurezza e i rischi legati all’uso degli agrobiofarmaci per aumentare la 
consapevolezza e la sensibilizzazione degli operatori. Importante sollecitare 
iniziative legislative per favorire l’introduzione di una normativa specifica 
per le diverse tipologie di agrofarmaci biologici. Fondamentale è la creazione 
e formazione di un gruppo di esperti specializzati nella valutazione di 
questi prodotti. Sarebbe inoltre auspicabile una collaborazione più fattiva 
tra aziende, enti di ricerca, organi competenti (EFSA, OECD ecc. ) per 
sviluppare metodiche più adeguate a valutare la reale pericolosità degli 
agrobiofarmaci. 

Molti agricoltori già oggi considerano i prodotti di controllo biologico 
una valida alternativa e/o integrazione nella difesa delle proprie colture. 

Questi prodotti infatti possono essere considerati strumenti estremamente 
utili per aiutare gli agricoltori a ridurre i livelli di residui nelle produzioni 
agricole. Inoltre, la combinazione di questi prodotti con quelli chimici 
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tradizionali in strategie di difesa integrata, permette agli operatori del settore 
di sviluppare programmi efficienti di gestione della resistenza, e di rispettare 
altre limitazioni, quali il tempo di rientro, intervallo di pre-raccolta, e le 
misure di sicurezza dei lavoratori.

Le aziende che operano nel settore del controllo biologico sono 
diventate consapevoli dell’importante ruolo che possono svolgere nel 
sistema agricolo europeo per migliorare la qualità dei prodotti alimentari, 
la tutela della salute pubblica e il raggiungimento di migliori condizioni 
ambientali. I prodotti fitosanitari utilizzati per il controllo biologico dei 
parassiti diventeranno sempre più importanti per il raggiungimento di 
una agricoltura sostenibile.

L’affidabilità dei prodotti fitosanitari biologici, disponibili oggi sul 
mercato, è notevolmente migliorata. I prodotti di controlli biologico sono 
ottenuti con l’utilizzo di moderne tecniche di produzione (fermentazione, 
separazione, estrazione, purificazione) in continua evoluzione e l’ applicazione 
di scrupolosi controlli di qualità da parte delle aziende che operano nel settore 
del controllo biologico. I processi di produzione e i prodotti ottenuti sono 
costantemente monitorati per garantire una assoluta sicurezza degli operatori 
e dei consumatori e una costanza dei risultati di efficacia. 

Una maggiore conoscenza sul modo d’azione e potenzialità dei prodotti 
e sugli effetti collaterali dei prodotti agrochimici sugli agenti di controllo 
biologico, hanno consentito una migliore integrazione dei mezzi tecnici 
di origine biologica con quelli chimici di sintesi. L’industria del controllo 
biologico è in grado di fornire alternative valide e affidabili per un “reale” 
IPM, quindi non può essere più considerato un mercato di nicchia.

Secondo MarketandMarket (2012) i biopesticidi rappresentano il 3% 
del mercato mondiale pari a 1.358 milioni di $. La stessa fonte stima una 
crescita del 15.8% del mercato globale dei biopesticidi dal 2012 fino al 
2017. 

I principi attivi autorizzati negli Stati Uniti sono 279 dei quali 151 sono 
insetticidi mentre in Europa solamente 77 sostanze attive di cui 42 sono 
insetticidi. 

Il periodo per ottenere una registrazione negli Stati Uniti è inferiore ai 
due anni mentre in Europa il periodo richiesto per la autorizzazione delle 
sostanze attive a livello europeo è superiore ai 4 anni, con casi in cui sono 
stati necessari ben 8 anni. Per commercializzare un prodotto è poi necessario 
chiedere una autorizzazione nel singolo Stato Membro, quindi ulteriori ritar-
di nella sua commercializzazione. Le indicazioni fornite da aziende associate 
a IBMA riguardano le tempistiche richieste per le autorizzazioni secondo la 
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Dir. 91/414/CEE. Uno degli obiettivi principali del Regolamento 1107/2009 
è quello di creare una maggiore armonizzazione tra gli Stati Membri e una 
semplificazione delle procedure di autorizzazione. 

Con il regolamento CE 1107/2009, sono state introdotte due nuove 
categorie di sostanze: quelle di base e quelle a basso rischio. Tuttavia dalla sua 
entrata in vigore ancora non sono ancora stati definiti i criteri per selezione 
delle sostanze a basso rischio così come definite nel regolamento, esistono solo 
criteri di esclusione, né è stata definita una procedura per la loro valutazione. 
Un gruppo di lavoro Europeo è stato costituito, ma il processo deve essere 
accelerato per avere questi prodotti sul mercato il prima possibile. In questo 
modo i prodotti a basso rischio saranno disponibili agli agricoltori e sarà 
possibile raggiungere gli obiettivi politici definiti dalla direttiva sull’Uso 
Sostenibile.

Sono disponibili infatti una serie di agrobiofarmaci già autorizzati in Europa 
che potrebbero essere considerati come sostanze a basso rischio. Secondo il 
Reg. 1107/2009 la valutazione dei criteri di basso rischio può avvenire solo al 
momento della ri-registrazione a seguito di una nuova valutazione di tutta la 
documentazione. Ciò significa che per molte sostanze attualmente approvate 
sarà necessario un massimo di dieci anni prima di poter essere considerate a 
basso rischio. 

Sarebbe auspicabile un processo di approvazione accelerata per i prodotti 
a basso rischio tramite una procedura di pre-screening, che conduca ad 
autorizzazioni provvisorie che permettano la commercializzazione dei 
prodotti, seguita da una valutazione completa. Come detto in precedenza è 
fondamentale un adeguamento delle richieste in base alla natura delle diverse 
categorie di sostanze attive utilizzate nei prodotti a basso rischio. 

Inoltre i prodotti a basso rischio potrebbero anche essere approvati per 
l’uso sicuro e sostenibile al di fuori dell’agricoltura, nelle aree sportive e 
ricreative, giardini e parchi, e per gli usi non professionali, in questo caso gli 
agrobiofarmaci potrebbero offrire un’alternativa efficace e sicura.

abstract

Regulation and policies can strongly influence the opportunities for biological control 
agents to be used as plant protection products. There are a number of driving factors 
that can favor their use in alternation with or in addition to synthetic agrochemicals 
in IPM program. They are desirable a number of actions at different levels to facilitate 
their authorization maintaining a high degree of safety to human health and the en-
vironment.
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