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Beneficial microorganisms:
Trichoderma sp. in innovative and
alternative substrates to peat for
ornamental plants

Abstract. Peat, mainly imported from the northern
and eastern European regions, is the basic compo-
nent of growing substrates commonly utilized for culti-
vation of plants of horticultural and ornamental inter-
est, both in pots and in benches. Peat is used as it is
in some crops, but, in most cases, it is employed in
mixture with other components. Due to its features,
such as homogeneity, high water absorption capacity,
good aeration, structural stability, a limited nutrient
content and pH value, sphagnum peat represents the
starting material most frequently used for substrates
production. During the past few years, the supply of
peat is hampered by environmental and economical
constraints. Recently, the European Commission
decided to exclude all substrates containing peat from
the release of the Community Eco-Label Mark. In this
respect the need to reduce peat in ornamental sub-
strates drew great attention and resulted in increasing
research activity to set up new and innovative sub-
strates for horticultural and ornamental plants market.
The aim of the present work is to give an overview of
the possible application of beneficial microorganisms,
particularly fungi belonging to Trichoderma genus, as
growing media inoculants in order to develop innova-
tive, economical and suitable substrates alternative to
peat for cultivation of species of ornamental interest.
The genus Trichoderma consists of anamorphic fungi
isolated primarily from soil and decomposing organic
matter, with teleomorphs, when known, belonging to
the ascomycetous genus Hypocrea (order
Hypocreales). Their lifestyle is generally saprotrophic
with minimal nutritional requirements; they are able to
grow rapidly on many substrates, can produce
metabolites with demonstrable antibiotic activity and
may be mycoparasitic against a wide range of fungal
pathogens. They are involved in fundamental activi-
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ties that ensure the stability and productivity of both
agricultural and natural ecosystems. Recent discover-
ies show them as opportunistic, avirulent plant para-
sites, able to form mutualistic relationships with
plants. Some Trichoderma strains, described as rhi-
zosphere competent and commercially developed,
can cause asymptomatic infection of roots, where the
fungus colonization is limited to the outer cortical
regions. This intimate interaction with the plant pro-
vides a number of benefits only recently recognized
for their variety and importance, including: increased
resistance of the plant to biotic stresses through
induced or acquired systemic resistance and to abiot-
ic stresses such as water deficit/excess, high salinity
and extreme temperature; enhanced nitrogen use effi-
ciency by improved mechanisms of nitrogen reduction
and assimilation, reduced overexpression of stress
genes and accumulation of compounds toxic to plant
pathogens during plant response.

Key words: Endophytism, Camellia, Limonium,
Cupressus, biocontrol.

La Torba: caratteristiche, problematiche legate al
suo impiego e sue alternative

Uno dei fattori che principalmente incide sulla
qualita delle piante in vaso ¢é il tipo di substrato utiliz-
zato per coltivarle ed in particolare le sue caratteristi-
che fisico-chimiche. Lo sviluppo ed il funzionamento
delle radici sono direttamente legati alle condizioni di
aerazione e al contenuto di acqua, oltre che all’in-
fluenza diretta degli elementi nutritivi necessari allo
sviluppo (Mabher ef al., 2008).

La tecnica della coltivazione su substrato, assai
diversificata per settori, ¢ una realta ormai consolida-
ta, con una espansione continua delle zone di produ-
zione floricole ed orticole. Il ruolo dell’Italia nella
produzione di substrati di coltivazione ha raggiunto
negli ultimi anni livelli tali da poter presupporre
ormai una collocazione del nostro Paese fra i maggio-
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ri produttori a livello europeo e nel 2006, secondo una
stima ISTAT (Perelli, 2007), in Italia sono stati com-
mercializzati 5.6 milioni di quintali di substrati di col-
tivazione e materiali ad esso assimilabili (secondo il
D.L. 317/2006), di cui 760.000 quintali di torbe.
L’intenso sfruttamento delle torbiere ha pero indotto
un progressivo esaurimento di queste fonti di approv-
vigionamento non rinnovabili. L’ingresso sul mercato,
negli ultimi anni, di torbe estratte da siti ancora non
sfruttati, situati prevalentemente nei paesi baltici, e le
limitazioni all’estrazione in alcune nazioni del nord-
centro Europa per problemi ambientali hanno portato
ad una diminuzione della qualita e ad un incremento
del prezzo del prodotto. La lenta rinnovabilita di que-
sta risorsa ha portato alla necessita di limitarne 1’e-
strazione e alla formulazione di substrati peat free per
I’ottenimento del marchio Ecolabel (Caron e
Rochefort, 2013). In molti paesi, come ad esempio in
Olanda (Armstrong, 2004) e nel nostro Paese
[Progetto PROBIORN finanziato dalla Regione
Toscana (2004-06); Progetti FLORPRO (2007-10) e
SUBARTIFLOR (2009-13, di cui si parlera dettaglia-
tamente nell’ultimo paragrafo) finanziati dal
MiPAAF] diversi progetti di ricerca sono stati finan-
ziati al fine di trovare materiali alternativi alla torba
che uniscano ai bassi costi anche proprieta fisiche,
chimiche e biologiche ottimali, almeno paragonabili
alla torba.

Nei materiali che oggi vengono proposti come
alternativi alla torba rientrano: la fibra di cocco, i
materiali ligno-cellulosici preparati con gli scarti delle
industrie che lavorano il legno, il compost di qualita a
base di residui vegetali (compost verde) eventualmente
addizionati di materiali inorganici di produzione loca-
le, i compost ottenuti con la frazione organica dei rifiu-
ti solidi urbani (FORSU) ricavata dalla raccolta diffe-
renziata e miscelata in varia misura con altri materiali
ligno-cellulosici o fanghi di depurazione utilizzati
come tali o dopo compostaggio (Zhang et al., 2013).

[l compost, in particolare, ¢ un prodotto ottenuto
dalla mineralizzazione e parziale umificazione, in
condizioni di aerobiosi, della sostanza organica ad
opera di microrganismi, a partire da matrici organiche
di diversa natura, normalmente derivanti da sottopro-
dotti dell’industria. Presenta alcune caratteristiche
positive: buona reperibilita, bassi costi, pezzatura e
caratteristiche fisiche abbastanza definite, soppressi-
vita verso i patogeni in quanto sembra che la micro-
flora presente nei compost possa antagonizzarli attra-
verso la competizione per le risorse nutritive e, in
taluni casi, mediante la produzione di enzimi litici
(Zhang et al., 2013). Tuttavia, in generale i compost,
rispetto alla torba, presentano anche diversi aspetti
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negativi: pH piu alto, salinita superiore, quantita d
acqua disponibile inferiore, disomogeneita qualitativ:
nel tempo. Tali caratteristiche non assumono partico
lari significati qualora il compost venga impiegato ir—
pieno campo o in giardino, mentre influiscono ir
maniera decisiva sulle caratteristiche chimico fisiche
del substrato di coltivazione delle piante in vaso
come accade ad esempio nell’orto-florovivaismo, per
ché sono confinate in uno spazio ben definito e limita
to (Pacifici et al., 2013). Un aspetto fondamentale ne
processo di produzione dei compost ¢ quello di riusci-
re a ottenere un prodotto stabilizzato, ossia che abbiz
raggiunto sia la maturita biologica (rallentamentc
delle attivita biologiche sulla sostanza organica), sie
la maturita agronomica (assenza di fitotossicita per l¢
piante), requisiti stabiliti dalla normativa nazionale in-
materia di fertilizzanti (D.Lgs 217/06).

Infine, ma non di secondaria importanza, la messa-
a punto di substrati alternativi a base di compost, da-
utilizzare nell’orto-florovivaismo, si coniuga ad un’al-
tra improrogabile esigenza: ridurre la produzione di=
rifiuti ed incentivare forme di smaltimento eco-com-
patibili. Si fa sempre piu strada una concezione dei
rifiuti come materia da trasformare in beni utilizzabili.
La trasformazione biologica dei rifiuti organici in-
compost € una pratica non nuova per 1’agricoltura,
anzi € una pratica che accompagna da millenni le atti-
vita di produzione degli agricoltori (Zorzi, 1997).

I funghi benefici nell’orto-florovivaismo

L’insorgenze di ceppi di patogeni resistenti a prin-
cipi attivi commerciali, la maggiore sensibilita dei-
consumatori per i rischi connessi con la presenza di-
residui negli alimenti, la riduzione nel numero dei
principi attivi disponibili e, da un punto di vista nor-
mativo, il recepimento della direttiva comunitaria sul-
I’uso sostenibile dei fitofarmaci ha portato ad un cre-
scente interesse verso |’'impiego di prodotti fitosanita-
ri a base microbica (Vannacci e Gullino, 2000). Di
non trascurabile interesse, infine, sono anche gli effet-
ti collaterali imputabili all’attivita contro i patogeni
delle piante di alcuni dei microrganismi maggiormen-
te studiati, spesso accompagnati alla stimolazione del-
I’accrescimento delle piante trattate. Molte aziende
agrarie hanno, percio, modificato le loro strategie di-
difesa, passando da una lotta chimica tradizionale a
soluzioni piu innovative che includono la prevenzione
(che ha le sua fondamenta nella diagnosi precoce
delle malattie) ed il ricorso a trattamenti alternativi a
quelli chimici.

La riduzione, in un programma di difesa integrata,
o I’eliminazione, in una strategia di tipo biologico,
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dell’uso di principi attivi di sintesi ¢ altamente auspi-
cabile in tutti i settori dell’agricoltura. Uno dei mezzi
pill promettenti per raggiungere questo obiettivo ¢
1'uso di nuovi strumenti basati su agenti di biocontrol-
lo (BCA) che siano in grado di intervenire o diretta-
mente sul patogeno, prevenendo 1’insorgenza della
malattia o riducendone 1’intensita, oppure indiretta-
mente agendo sulla pianta ospite inducendo in essa
uno stato di minor suscettibilita all’attacco dei fitopa-
togeni. Tale strategia permette di eliminare o ridurre
le quantita di prodotti chimici con conseguente ridu-
zione dell’impatto delle sostanze di sintesi sull’am-
biente (Harman e Kubicek, 1998).

Ad oggi un numero sempre crescente di BCA ven-
gono utilizzati, da soli o in combinazione, come prin-
cipio attivo di prodotti fitosanitari a base biologica
che, una volta registrati, sono disponibili come pro-
dotti commerciali. Tra questi microrganismi utilizzati
come principio attivo di prodotti attualmente in com-
mercio in Italia ricordiamo Bacillus tra 1 batteri e
Ampelomyces, Coniothyrium e soprattutto
Trichoderma tra i funghi (Vannacci et al., 2008).
Sebbene siano numerosi gli esempi di microrganismi,
tra cui i funghi, utilizzati con attivita benefica nel set-
tore orto-florovivaistico, non sembra ancora essere
sufficientemente diffuso I'impiego di questi prodotti
biologici nella difesa da patogeni.

Numerosi sono i lavori che riportano di funghi di
cui sono noti gli effetti benefici (biocontrollo e biosti-
molazione) verso colture di diverse specie tra cui
quelle destinate alla produzione orto-florovivaistica.
Ad esempio, Piriformospora indica, basidiomicete
che crea associazioni simbiotiche con diverse specie
vegetali, garantisce alla pianta ospite benefici come la
tolleranza agli stress salini, la resistenza alle malattie,
la resistenza alla tossicita da metalli pesanti ¢ la pro-
mozione della crescita delle piante (Unnikumar et al.,
2013). Piu in particolare, sembra che la stimolazione
dovuta a P. indica sulla crescita di piantine wild-type
di Arabidopsis, sia connessa con una alterazione delle
proteine ROP1 e ROP6 coinvolte nella formazione
delle radici (Venus e Oelmiiller, 2013).

Alcuni funghi endofiti possono svolgere un ruolo
importante nella nutrizione e nel metabolismo ormo-
nale di gibberelline e auxine. Alcuni ceppi di
Penicillum citrinum sono stati isolati da Ixeris repens
e si sono mostrati efficaci nella promozione della cre-
scita di piante di Atriplex gmelinii attraverso la produ-
zione di gibberelline (Khan ef al.,, 2013), mentre su
soia, un isolato di Cladosporium sphaerospermum ha
incrementato significativamente la crescita e la produ-
zione di gibberelline rispetto al controllo non trattato
(Hamayun et al.,, 2009). Un nuovo ceppo di
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Cephalotheca sulfurea, selezionato per la capacita di
stimolare la produzione di gibberelline in piante di
soia cv. Hwangkeumkong, ha mostrato effetti signifi-
cativi sull’altezza, biomassa e area fogliare, rispetto a
piante non trattate (Hamayun ef al.,, 2012)

In recenti lavori ¢ stato dimostrato che funghi del
genere Gilmaniella sp. sono in grado di incrementare
il tasso fotosintetico, il livello di carboidrati e il con-
tenuto di clorofilla nelle foglie di Atractylodes lancea
(Wang et al.,, 2012a), mentre Exophiala sp. stimola la
crescita e I’induzione di resistenza a stress idrici pro-
lungati in piante di cetriolo (Khan ez al.,, 2011a),
ovvero Ceratobasidium sp. incrementa significativa-
mente le dimensioni dell’apparato radicale e la quan-
tita di clorofilla in piante di Rehmannia glutinosa
(Chen et al.,, 2011) Un nuovo ceppo di Aspergillus
fumigatus, 1'isolato GMH-1, si & dimostrato in grado
di aumentare significativamente la biomassa fresca e
secca, |’area fogliare, il contenuto di clorofilla ed il
tasso fotosintetico sotto stress salino (70 e 140 mM di
NaCl) di piante di soia (Khan et al.,, 2011b).

In un recente studio effettuato in India, alcuni fun-
ghi isolati da campi contaminati da arsenico sono stati
selezionati per la stimolazione della crescita di piante
di riso e pisello. Westerdykella aurantiaca, Rhizopus
delemar e Lasiodiplodia sp. hanno mostrato effetti
significativi sulla crescita delle piante e sulla disponi-
bilita di nutrienti del terreno oltre ad apportare effetti
benefici sui terreni contaminati da arsenico
(Srivastava et al., 2012).

Un noto fungo benefico, Clonostachys rosea, ha
mostrato effetti positivi in termini di promozione della
crescita e del controllo del marciume radicale dovuto
a Pythium aphanidermatum in lattuga coltivata in
condizioni idroponiche (Corréa et al., 2010). Quando
utilizzato per la concia di semi di cotone, C. rosea, ¢
in grado di contenere gli attacchi di Rhizoctonia sola-
ni e di Pythium ultimum, comportandosi da micopa-
rassita nei confronti di R. solani, ma non verso P. ulti-
mum. (Moller ef al., 2003). Inoltre, ha dato ottimi
risultati, applicato al terreno o su semi, nei confronti
di Sclerotium rolfsii su fagiolo, R. solani su patata, P.
ultimum e R. solani su cavolo, cotone e zinnia (Corréa
et al., 2010). Clonostachys rosea, in abbinamento con
Ulocladium atrum, é stata valutata con un certo suc-
cesso nella soppressione di Botrytis cinerea su cicla-
mino (Kohl ef al., 1998), geranio (Gerlagh et al.,
2005) e rosa (Yohalem e Kristensen, 2004).

Isolati fungini di Penicillum coptila si sono
mostrati promettenti agenti di biocontrollo in piante
di Cannabis sativa contro B. cinerea e Trichothecium
roseum (Kusari et al., 2013). I composti volatili di
Nodulisporium sp. hanno mostrato un effetto fungi-
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statico o fungitossico verso diversi patogeni del gelso-
mino (Suwannarach ef al., 2013).

Da alcuni anni, isolati fungini appartenenti alle spe-
cie Muscodor albus e Muscodor roseus sono studiati
per la capacita di produrre VOCs (Volatile Organic
Compounds) in grado di ridurre significativamente lo
sviluppo di patogeni fungini di origine tellurica mentre
Muscodor vitigenus produce volatili repellenti per
insetti (Stinson et al., 2003). I composti volatili
(VOCs) prodotti da questi funghi sono stati chimica-
mente caratterizzati e sono riconducibili ad esteri, alco-
li, acidi, chetoni e sostanze lipofiliche che risultano
letali per un’ampia varieta di funghi patogeni dell’uo-
mo e delle piante, verso batteri, nematodi ed alcuni
insetti mentre non hanno mostrato alcuna azione fito-
tossica su un’ampia gamma di specie vegetali. Test di
antibiosi in vitro hanno permesso di evidenziare la
capacita di questi funghi di causare, senza venire a
contatto diretto con il patogeno o con il suo substrato
di crescita, ma solamente attraverso il rilascio dei
VOCs, la morte di funghi agenti causali di importanti
malattie di piante di interesse ornamentale come
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani e Verticillium
dahliae (Suwannarach et al., 2012). La possibilita di
utilizzare funghi produttori di VOCs rappresenta una
interessante e moderna alternativa biologica alla fumi-
gazione (micofumigazione), al pari della biofumigazio-
ne che prevede I'utilizzo di piante produttrici di gluco-
sinolati per la disinfezione del terreno destinato alla
coltivazione, ma molto meno conosciuta ed utilizzata
(Schulz e Dickschat, 2007). Si tratta di una tecnica par-
ticolarmente adatta per il controllo di patogeni di origi-
ne tellurica presenti nei terreni utilizzati per la semina,
il trapianto e 1’allevamento di piante destinate anche al
settore orticolo, florovivaistico ed ornamentale.

Chaetomium globosum, fungo endofita della
Curcuma enyujin (Zingiberaceae), una pianta tradizio-
nale cinese, si & dimostrato efficace in vitro contro
vari agenti patogeni delle piante, mediante meccani-
smi di antagonismo e lisi enzimatica (Wang et al,,
2012b). Piante di Arabidopsis thaliana, inoculate con
Acremonium alternatum sono risultate meno sensibili
alla formazione di proliferazioni sulle radici in seguito
all’attacco da parte di Plasmodiophora brassicae
(Jaschke et al., 2010). Due isolati di Cladorrhinum
foecundissimum (S8 e A32) hanno evidenziato una
riduzione dell’incidenza di Rhizoctonia solani in
cotone (Gasoni e Stegman De Gurfinkel, 2009).

Coniothyrium minitans, fungo specializzato nel
parassitizzare gli sclerozi di funghi fitopatogeni
appartenenti al genere Sclerotinia, si € rivelato parti-
colarmente attivo su lattuga, al punto da essere utiliz-
zato, come principio attivo di un prodotto fitosanitario
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a base biologica attualmente in commercio (Benuzzi
et al., 2004).

Aspergillus sp. (ceppo ASP-4) sembra possa paras-
sitizzare e distruggere gli sclerozi di Sclerotinia scle-
rotiorum isolata da piante di colza. I risultati mostra-
no I’effetto che questo micoparassita ha sulla germi-
nazione degli sclerozi e sulla successiva diffusione di
S. sclerotiorum (Hu et al., 2013), patogeno polifago in
grado di attaccare numerose specie vegetali anche di
interesse orticolo e flovivaistico.

Forme saprotrofe di Fusarium (F. oxysporum, F
moniliforme e F. solani), isolate da terreni italiani e
francesi repressivi nei confronti di agenti di tracheo-
fusariosi (causate da diverse formae speciales di F.
oxysporum) sono state ampiamente indagate sia in
Italia sia in Francia, portando, in entrambi i Paesi, alla
messa a punto di preparati da utilizzare soprattutto nel
settore orto-floricolo (Benuzzi ef al., 2004). Ad esem-
pio, Fusarium saprofiti isolati da terreni repressivi
verso F. oxysporum f. sp. dianthi si sono rivelati attivi
anche nei confronti di F. oxysporum formae speciales
cyclaminis, basilici, lycopersici, gladioli e chry-
santhemi, agenti, rispettivamente, di tracheofusariosi
di ciclamino, basilico, pomodoro, gladiolo e crisante-
mo (Benuzzi ef al., 2004).

Trichoderma

Trichoderma (divisione Ascomycota, ordine
Hypocreales) ¢ un genere fungino presente in molti
ecosistemi (Perotto et al., 2013). L’abbondanza di
Trichoderma spp. nel suolo, coniugata ad un’ampia
versatilita metabolica, la possibilita di colonizzare
velocemente la rizosfera, insieme alla capacita di
reprimere un gran numero di agenti patogeni delle
piante, sono una prova diretta del ruolo che questo
genere fungino possa svolgere nel controllo biologico
(Harman et al., 2012). Alcuni isolati fungini di
Trichoderma si sono rivelati efficaci come agenti di
biocontrollo di funghi fitopatogeni terricoli in condi-
zioni di campo e di serra. Trichoderma spp. possono
ridurre la gravita delle malattie delle piante dovute a
patogeni vegetali presenti nel terreno, attraverso la
loro attivitd antagonistica e di micoparassitismo
(Sarrocco et. al., 2013a). Negli ultimi decenni, la
ricerca ha evidenziato come alcuni ceppi di
Trichoderma possano interagire con le radici, aumen-
tando la crescita della pianta, la resistenza alle malat-
tie e la tolleranza agli stress abiotici (Hermosa ef al.,
2013). Isolati di Trichoderma endofiti dell’apparato
radicale sono stati selezionati anche su specie arboree
quali conifere (Petrini ef al., 1993), tra cui Pinus spp.
(Sieber et. al. 1999), Taxus spp. (Fisher e Petrini,
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1987) e Juniperus spp. (Petrini e Carroll, 1981).

Gli isolati di Trichoderma sono caratterizzati da un
rapido tasso di crescita in coltura e dalla capacita di
sporulare abbondantemente. Il loro stile di vita & gen-
eralmente saprotrofico con esigenze nutrizionali min-
ime, sono in grado di crescere rapidamente su molti
substrati producendo metaboliti con attivita antibioti-
ca contro una vasta gamma di patogeni (Sarrocco et
al., 2008). Trichoderma non & conosciuto come agen-
te eziologico di malattie delle piante. Alcune specie
invece arrecano danni alle coltivazioni di funghi eduli
come Pleorotus ostreatus o Agaricus bisporus.
(Kosanovic et al., 2013).

La conoscenza dei meccanismi attraverso 1 quali
Trichoderma interagisce con i funghi fitopatogeni e/o
con la pianta ospite & di vitale importanza per miglio-
rare |’applicazione pratica di questi microrganismi
benefici. Essi possono difendere la pianta attraverso
meccanismi diretti, come il micoparassitismo, la com-
petizione per i nutrienti ¢ lo spazio e modificando le
condizioni ambientali, meccanismi che possono essere
mediati dal rilascio di metaboliti dannosi (antibiotici
ed enzimi litici) per i funghi patogeni, o indirettamen-
te attraverso un effetto benefico sulla pianta che si tra-
duce nella promozione della crescita e/o nell” induzio-
ne di meccanismi difensivi. Nelle interazioni dirette il
micoparassitismo ¢ uno dei meccanismi pill comune-
mente messi in atto nei confronti di un elevato numero
di patogeni (Sarrocco et al., 2004; 2006; Catalano ef
al., 2011). Isolati di Trichoderma sono caratterizzati
dalla capacita di produrre un gran numero di metaboli-
ti secondari che mostrano attivita antimicrobica
(Sarrocco, 2013b).

La competizione per lo spazio, per i siti di infezione
e per le sostanze nutritive si sono dimostrati tra i1 possi-
bili meccanismi coinvolti nelle attivita di biocontrollo
di Trichoderma spp. (Sarrocco et al., 2009).

La prima dimostrazione di resistenza indotta nelle
piante da parte di Trichoderma ha riguardato piante di
fagiolo divenute resistenti nei confronti di Botrytis
‘cinerea e Colletotrichum lindemuthianum dopo inocu-
lazione della radice con il ceppo T-39 di Trichoderma
harzianum (Yedidia et al, 1999). Diversi studi atte-
stano la capacita di Trichoderma spp. di produrre, nel
corso dell’interazione con la pianta, differenti classi di
metaboliti che agiscono da effettori in grado di indur-
re resistenza. Tali molecole comprendono enzimi (es.
xylanasi), prodotti genici di avirulenza e composti a
basso peso molecolare rilasciati dalle pareti cellulari
del fungo o della pianta in seguito all’azione degli
enzimi di Trichoderma (Vinale et al., 2008).

Tra 1 numerosi esempi dell’azione benefica di
Trichoderma nel settore floro-vivaistico, possiamo
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ricordare casi in cui isolati di 7" harzianum sono stati
utilizzati con successo per controllare
Cylindrocladium su foglie di mirto in vivaio (Polizzi e
Vitale, 2002), Pythium aphanidermatum e Pythium
ultimum su geranio (Wick e Nussenbaum, 2000)
oppure isolati di 7. virens che sono stati utilizzati per
controllare R. solani su Vinca e Impatiens (Elliott e
Elmer, 2003). Diverse specie di Trichoderma (com-
preso 7. hamatum) hanno dimostrato di avere un effet-
to di promozione della crescita su diverse piante leg-
nose perenni, tra cui Pinus radiata e Pinus sylvestris
(Hohmann et al., 2011). In una prova di confronto tra
difesa tradizionale e difesa con mezzi biologici contro
Rhizoctonia solani su poinsettia si € osservato un par-
ziale contenimento della malattia da parte di alcuni
ceppi di Trichoderma (Amoroso et al. 2006).

Isolati diversi di Trichoderma si sono rivelati effi-
caci quando applicati al terreno nei confronti di diver-
si patogeni tellurici, quali Sclerotium rolfsii,
Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani, Pythium sp.
e di diverse formae speciales di Fusarium oxysporum
ad esempio melonis, vasinfectum, chrysanthemi, che
provocano la tracheofusariosi rispettivamente di
melone, cotone, crisantemo e verso F. oxysporum
radicis-lycopersici, agente di un marciume del collet-
to del pomodoro (Ojha e Chatterjee, 2012).

In ogni caso ¢ importante il momento in cui I’an-
tagonista viene introdotto nel sistema: generalmente
risulta utile lasciare un certo intervallo di tempo a
Trichoderma per colonizzare il terreno prima dell’im-
pianto della coltura, anche se la capacita di esprimere
un determinato meccanismo di biocontrollo da parte
di un isolato antagonista, pud variare al variare del
patogeno, dell’ospite e delle condizioni ambientali.
(Vinale et al., 2008).

Per impiegare quantitativi pit limitati dell’antago-
nista si puo applicare Trichoderma come conciante
dei semi. Soddisfacenti risultati sono stati ottenuti
contro marciumi di giovani piante causati da specie di
Pythium su diverse colture orticole, da R. solani su
colture come soia, cotone, mais e da Alternaria bras-
sicicola e A. raphani rispettivamente su cavolo e
ravanello (Benuzzi et al. 2004).

Trichoderma di conseguenza ¢ tra i funghi benefi-
ci piu studiati e commercializzati che si trovano sul
mercato come prodotti fitosanitari a base biologica e
biofertilizzanti del suolo (Vannacci e Gullino, 2000).

Impiego di Trichoderma in substrati innovativi per
I’orto-florovivaismo

A causa delle recenti decisioni della Commissione
europea di escludere tutti i substrati contenenti torba
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dal rilascio del marchio di qualita ecologica, a seguito
dei problemi legati al progressivo esaurimento di que-
ste fonti non rinnovabili, all’incremento del prezzo e
alla diminuzione della qualita, negli ultimi anni in
Italia si € cercato di inserire in agricoltura in generale,
e nel settore orto-florovivaistico in particolare, mate-
riali alternativi che potessero sostituire o almeno
ridurre I’utilizzo della torba, meglio se addizionati di
microrganismi (agenti di biocontrollo e/o biostimo-
lanti) che conferissero un valore aggiunto agli stessi
substrati.

Sebbene pochi siano gli esempi attualmente a
disposizione nel settore orto-florovivaistico, negli
ultimi anni un progetto finanziato dal MIPAAF (SUB-
ARTIFLOR: “Messa a punto di substrati artificiali
innovativi per il florovivaismo™), ha avuto come obi-
ettivo la formulazione e lo sviluppo di un substrato
innovativo alternativo alla torba, addizionato di isolati
di Trichoderma (fig. 1) specificatamente selezionati
per la produzione di piante da seme (Limonium sinua-
tum e Cupressus sempervirens) (figg. 2 e 3) e alla col-
tivazione di piante acidofile (Camellia japonica) (fig.
4). In aggiunta, gli isolati selezionati hanno dimostra-
to un’interessante azione di controllo di alcune specie
fungine patogene di importanza nel settore, rendendo
questi nuovi substrati di maggiore interesse.

L’attivita ha comportato 1'utilizzo di alcuni isolati
di Trichoderma sp. inclusi all’interno di un’ampia
collezione fungina depositata presso il Laboratorio di
Micologia Fitopatologica del Dipartimento di Scienze
Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali dell’Universita
di Pisa. Gli isolati di Trichoderma spp. da sottoporre
allo screening iniziale sono stati scelti in modo da

Fig. 1 - Sporulazione di Trichoderma spp. sulla biomassa

fermentata.
Fig. I - Sporulation of Trichoderma spp. on fermented biomass
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saggiare il pit ampio numero possibile di specie
all’interno di questo genere e di utilizzare isolati
provenienti da differenti matrici, ospiti e aree geogra-
fiche al fine di assicurasi la maggior variabilita possi-
bile. Alcuni isolati al termine di numerose fasi di
screening sulle tre specie vegetali, sono stati scelti per
la loro capacita di crescere nella rizosfera o come
endofiti nelle radici e/o per il loro effetto biostimolan-
te, in aggiunta alla capacita di agire come agenti di
biocontrollo di alcuni patogeni di interesse per il set-
tore floro-vivaistico quali Rhizoctonia solani,
Colletotrichum gloeosporioides, Botrysis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotinia minor. Al fine
di ottimizzare la miscela a ridotto contenuto di torba
dei nuovi substrati di crescita per le piante, ¢ stato
necessario mettere a punto una procedura di fermenta-
zione degli isolati fungini selezionati.

Attraverso 1 diversi round di selezione basati su
dati di endofitismo e agronomici, ¢ stato possibile
individuare 2 isolati per Limonium sinuatum (T.
asperellum 2046 e T. viride 8227) e 2 isolati per
Cupressus sempervirens (1. asperellum 2046 e T.
harzianum 8238) che hanno garantito un incremento
significativo di alcuni dei parametri agronomici valu-
tati (numero di foglie, area fogliare e altezza delle
piante rispetto al controllo) quando addizionati al sub-
strato di semina e crescita delle due specie vegetali. In

Fig. 2 - Pianta di Limonium sinuatum in coltivazione.
Fig. 2 - Limonium sinuatum plant in cultivation.




Fig. 3 - Piante di Cupressus sempervirens coltivate in serra.
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Fig. 3 - Cupressus sempervirens plants grown in greenhouse.

k)

Fig. 4 - Inoculazione di piante di Camellia japonica mediante
sospensione conidica di Trichoderma spp.

Fig. 4 - Inoculation of Camellia japonica plants by a conidial sus-

pension of Trichoderma spp.

particolare su Limonium sinuatum, il ceppo 2046 ha
incrementato il numero di foglie del 21% e 1’area
fogliare del 27% rispetto al controllo non trattato.
Mentre il ceppo 8227 ha incrementato 1’area fogliare
del 18% sempre rispetto alla tesi di controllo. *

Su Cupressus sempervirens (fig. 5) il ceppo 2046
ha incrementato del 41% I’altezza delle piante, mentre
1’8238 del 23%, confrontate con le rispettive piante di
controllo non inoculate con Trichoderma.

L’isolato 7. asperellum 2046 ¢ stato di particolare
interesse anche per Camellia japonica, poiché, quan-
do addizionato al substrato di trapianto delle talee,
oltre a garantire un incremento di alcuni parametri

agronomici delle piante come I’altezza (incremento
del 63%) e il numero di foglie (incremento del 60%)
(fig. 6), ha evidenziato degli effetti significativi anche
su alcuni parametri fisiologici come la fotosintesi
netta e I’efficienza di utilizzo dell’acqua, incremen-
tandoli rispettivamente del 44% e 37%, rispetto alle
tesi di controllo non trattate (Prisa et al., 2013).

Dell’isolato in questione € stata valutata inoltre
I’attivita antagonistica, in vitro e in vivo, nei confronti
di patogeni fungini di interesse per le specie vegetali
oggetto di studio, mostrando reali capacita nel bio-
controllo di funghi come Rhizoctonia solani,
Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotinia sclerotio-
rum e Sclerotinia minor. In Limonium, ’aggiunta di
T2046 in presenza di S. sclerotiorum nel suolo ha
consentito una emergenza delle plantule pari al 62% .
mentre nel controllo inoculato con la sola S. sclerotio-
rum 1’emergenza € stata pari a zero. La stessa cosa €
avvenuta per S.minor dove T2046 ha quasi triplicato
(dal 19 al 54%) la percentuale di emergenza delle
plantule in confronto al controllo con la sola
Sclerotinia. 11 ceppo T. asperellum 2046 ha avuto
effetti significativi anche su R. solani. In presenza di
R. solani nel suolo, T2046 ha consentito una percen-
tuale di emergenza quasi del 40%. Quando invece nel
suolo era presente solo R. solani si & avuto un 21% di
plantule di Limonium emerse.

I risultati delle prove hanno mostrato quindi, che i
ceppi di Trichoderma selezionati, potrebbero rappre-
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Fig. 5 - Effetto di 7. asperellum T2046 sullo sviluppo della pianta
di Cupressus sempervirens dopo due anni di coltivazione. T2046
a sinistra, Controllo a destra.

Fig. 5 - Effect of T. asperellum 2046 on plant growth in
Cupressus sempervirens after two years of cultivation. T2046 on
the left, Control on the right.
sentare, se opportunamente sviluppati, una valida
alternativa ai fitofarmaci e ai concimi di sintesi,
potendosi sostanziare come ingredienti attivi di nuovi
prodotti fitosanitari a base biologica e/o biofertiliz-
zanti da utilizzare come inoculo per substrati innova-

tivi di piante ornamentali.
Conclusioni

Nel vivaismo floricolo e ornamentale da diversi
anni ormai, si fa largo uso dell’allevamento in conte-
nitore delle specie vegetali. Per questo tipo di coltiva-
zioni & determinante ai fini della gestione idrica e
nutritiva la scelta di un opportuno substrato colturale
per le implicazioni tecniche, economiche e di eco-
compatibilita che esso comporta. La scelta di un sub-
strato & una delle fasi piu importanti per un vivaista,
non solo per I’incidenza che questo ha sul costo di
produzione delle piantine, ma anche perché, se la
scelta si rivela errata, pud compromettere in partenza
il raggiungimento di elevati e costanti standard quali-
tativi. La richiesta di materiali idonei alla costituzione
dei substrati colturali necessari per tale tipo di coltiva-
zione & aumentata negli ultimi anni ed ¢ stata in gran
parte soddisfatta attraverso |’utilizzo di torbe d’impor-
tazione, provenienti in genere dal nord o dall’est
Europa. Per le sue caratteristiche (omogeneita, elevata
capacita di assorbimento dell’acqua, buona aereazio-
ne, stabilita strutturale, pH ~ 3) la torba di sfagno rap-
presenta il materiale di partenza piu frequentemente
utilizzato per la produzione di substrati (D’Angelo et
al., 1992).
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Controllo

Fig. 6 - Effetto di T. asperellum T2046 sullo sviluppo della pianta
di Camellia japonica dopo due anni di coltivazione. T2046 a sin-
istra e Controllo a destra.

Fig. 6 - Effect of T. asperellum T2046 on plant growth in
Camellia japonica after two years of cultivation. T2046 on the left
and Control on the right.

La scelta di un buon substrato non solo ¢ impor-
tante per raggiungere buoni standard qualitativi, ma
anche per sfruttare appieno impianti di irrigazione e
fertilizzazione, riducendo cosi I’incidenza dei costi.
L utilizzo della torba in vivaismo, negli ultimi anni ha
avuto una considerevole impennata dei prezzi dovuti
all’incremento dei costi energetici, che coincidono su
tutto il processo produttivo, a partire dalla raccolta
alla lavorazione e trasporto agli stabilimenti, dalla
preparazione e classificazione, alla miscelazione dei
prodotti, al trasporto e importazione verso gli utilizza-
tori finali. Un altro problema ¢ rappresentato dalla
non rinnovabilita, per cui non solo si pongono proble-
matiche economiche ma anche ecologiche riguardanti
la salvaguardia delle torbiere. D’altra parte, I’enorme
quantita di materiali organici compostati di origine
vegetale (compost verde) o mista (compost misto,
derivato dal compostaggio di residui solidi urbani)
disponibili a basso costo, ma con limitato mercato a
causa delle non sempre sufficienti caratteristiche chi-
mico-fisiche e della incostanza delle stesse suggerisce
I’opportunita di un loro reimpiego in substrati per
I’ortofloro-vivaismo.

Al fine di giungere alla possibile sostituzione tota-
le o parziale delle torbe sono state oggetto di attenzio-
ne numerose materie prime. La ricerca si ¢ spesso
indirizzata verso 1’impiego, insieme a materiali orga-
nici (compost e fibra di cocco, tanto per citare i piu
conosciuti) con buone caratteristiche fisico-chimiche,
di prodotti di natura artificiale (spesso di recupero,
come polistirolo, schiume di poliuretano, pellets di
pneumatici esausti, ossa bovine frantumate, ecc.) che




presentano forti limitazioni all’uso e sui quali la
bibliografia si esprime spesso in modo discordante.
Tra i materiali piu studiati, 11 compost rappresenta
sicuramente uno dei substrati organici che potrebbero
sostituire la torba.

Nelle colture florovivaistiche, soprattutto se in
vaso ove il volume di substrato in cui la pianta tra-
scorre il suo intero ciclo colturale ¢ estremamente
ridotto, risulta dunque indispensabile approfondire la
conoscenza delle caratteristiche fisico-chimiche del
prodotto di sostituzione della torba che si intende
introdurre in azienda al fine di valutarne correttamen-
te ’effettiva possibilita di utilizzo, stabilirne la per-
centuale nella miscela e adeguare la tecnica di coltiva-
zione in modo da ottimizzare le performance produtti-
ve. Inoltre, il compost utilizzato deve rispettare alcune
caratteristiche e condizioni tali da non compromettere
la sanita delle colture, quali I’assenza di fitotossicita e
di semi vitali e la ridotta presenza di metalli pesanti.
Da alcuni anni, centri di ricerca come la fondazione
Minoprio e il Ce.Spe.Vi. di Pistoia effettuano ricerche
su diversi materiali che sembrano suscitare maggiore
interesse sono la fibra di cocco, i materiali ligno-cel-
lulosici preparati con gli scarti dell’industria del legno
ed i compost di qualita. (Progetto PROBIORN,
“Produzione biologica di piante ornamentali”;
www.cespevi.it/probiorn). Anche nell’ambito di un
progetto finanziato dal MIPAAF (SUBARTIFLOR:
“Messa a punto di substrati artificiali innovativi per 1l
florovivaismo™), I'obiettivo ¢ stato quello di individ-
uare delle possibili miscele di substrati innovativi,
alternativi alla torba, che ne possano sostituire o
almeno ridurre in parte 1’utilizzo. Questi substrati
sono stati inoltre addizionati di funghi benefici, in
particolare Trichoderma spp., che potrebbero fornire
un valore aggiunto, soprattutto per quanto riguarda la
difesa e la biostimolazione delle piante ornamentali.

Le prime applicazioni pratiche di mezzi biologici
in agricoltura sono state realizzate in coltura protetta,
in particolare nel settore orto-floricolo. In questa
situazione, gli antagonisti riescono a trovare le situa-
zioni idonee per insediarsi e svolgere la loro attivita,
rispetto al pieno campo, fornendo un importante con-
tributo nella difesa da patogeni tellurici (Vannacci e
Gullino, 2000).

Questi microrganismi benefici applicati a substrati
alternativi possono e potranno assumere sicuramente
una maggiore importanza se considerati in strategie di
difesa integrata. Un ruolo importante in questo ambito
lo giocheranno gli aspetti pit squisitamente industria-
li, quali il miglioramento delle tecniche di produzione
¢ formulazione degli antagonisti: infatti il disporre di
mezzi efficaci, facili da utilizzare e con una shelf-life
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accettabile, potrebbe favorire la scelta di mezzi alter-
nativi da parte di molti operatori agricoli.

Il possibile utilizzo di mezzi biologici da applicare
nella difesa delle specie vegetali, con quello di sub-
strati alternativi che possano sostituire o quantomeno
ridurre parzialmente ’impiego delle torbe, potrebbe
rappresentare un punto di svolta per porre un freno a
quei problemi di tipo ambientale, ecologico, econo-
mico e normativo che oggi, e sempre piu nelle prossi-
mo futuro, rivestono grande importanza nel settore
dell’orto-florovivaismo.

Riassunto

Al genere Trichoderma appartengono funghi fre-
quentemente presenti nella rizosfera dove, attraverso
complessi meccanismi d’azione, possono limitare la
crescita di funghi patogeni contenendo lo sviluppo di
malattie e instaurare associazioni mutualistiche con le
piante. La colonizzazione dell’apparato radicale da
parte di questi funghi si traduce spesso in un incre-
mento della crescita, sviluppo e produttivita delle
piante ¢/0 nell’induzione di resistenza nei confronti di
stress biotici o abiotici. L utilizzo della torba, che
rappresenta il materiale piu diffuso nei substrati
comunemente utilizzati nell’orto-floro-vivaismo,
attualmente & ostacolato da vincoli ambientali ed eco-
nomici. In quest’ottica, la necessita di ridurre il suo
quantitativo nei substrati di coltivazione riveste
grande attenzione. Lo scopo di questa review ¢ quello
di evidenziare la reale efficacia e i possibili impieghi
di Trichoderma come ingrediente attivo di nuovi
prodotti per la difesa a base biologica, di substrati
alternativi alla torba e/o di biofertilizzanti utilizzabili
nell’ortoflorovivaismo,

Parole chiave: Endofitismo, Camellia, Limonium,
Cupressus, biocontrollo.
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