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IMPIEGO DI
MICRORGANISMI

DeL LEGNO

Uno dei principali problemi

in viticoltura e I'uso dei pesticidi
chimici per contrastare le malattie.
Il progetto Life Green Grapes mira
alla riduzione dei fungicidi utilizzati
nell'intero ciclo produttivo

ife Green Grapes & un progetto di-
L mostrativo che coinvolge sia gli

istituti di ricerca che le aziende
agricole. Il progetto affronta temi che ri-
guardano l'intera filiera vitivinicola: da un
lato riguarda la produzione di uva da vino
e da tavola, dall'altro la produzione di bar-
batelle.
Nei campi sperimentali dedicati alla pro-
duzione di uva sia da vino (in Toscana - Ita-
lia) che da tavola (in Puglia - Italia e a Ci-
pro), le strategie attuate mirano a ridurre
la quantita di fungicidi applicati per con-
trollare le principali malattie fogliari nel
vigneto, combinando il monitoraggio in
campo, I'uso corretto del DSS e la stimola-
zione delle risposte di difesa della pianta,
opzioni di gestione ben riconosciute come
pilastri di una strategia di controllo delle
malattie a basso impatto. Le potenzialita e
i limiti dell'integrazione di questi approcci
sono state indagate applicando 5 diversi
protocolli di gestione nei vigneti, mentre
nel vivaio il progetto ha individuato alcune
delle fasi cruciali della produzione delle
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barbatelle, nelle quali & possibile interve-
nire per ridurre la presenza di patogeni.
'obiettivo finale era quello di produrre
piante con la capacita di essere produtti-
ve senza soffrire per un eccessivo stress
post-trapianto e in grado di acquisire un'a-
deguata longevita.

In questa cornice uno degli scopi del pro-
getto & stato quello di valutare l'effetto
positivo dei microrganismi applicati alle
radici nelle diverse fasi del processo pro-
duttivo: sia attraverso I'immersione delle
radici delle piantine in una soluzione ac-
guosa del prodotto sia attraverso la fertir-
rigazione.

Materiali e metodi

Presso il vivaio "Vivaio Moroni", partner
del progetto, sono state allestite prove
dimostrative in condizioni commerciali.
Il materiale di propagazione ¢ stato trat-
tato seqguendo tre diversi protocolli ap-
plicativi, che hanno previsto I'utilizzo di
prodotti naturali ad attivita antimicrobica
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Tesil:
Biologico

Fasi di lavoro

Forzatura in segatura Estratto
(circa un mese) di propoli
Prima della piantumazione 4-5-giorni
(idratazione) in acqua

Radicazione in barbatellaio
(dopo 15 giorni dalla /
piantumazione)

Tesi 2: Micorrize
+ Trichoderma sp.

Estratto di propoli
+ Micorrize + Trichoderma sp.

4-5 giorni in acqua
+ Micorrize + Trichoderma sp.

Fertirrigazione (Micorrize
+ Trichoderma sp.)

Tab. 1- Protocollo applicativo utilizzato nelle differenti fasi di produzione delle barbatelle (prova 1)

Tesil:
Biologico

Fasi di lavoro

Prodotto 1

Tesi 2: Micorrize
+ Trichoderma sp.

Prima del Estratto Micorrize Estr.:atto Estr§tto Estr§tto
h " . . di di di
confezionamento  dipropoli  + Trichoderma . . .
sp. propoli propoli propoli
Conservazione
in cella frigorifera VM1 VM2A VM2B VM2C VM2D
(circa 1 mese)
Prodotto A Prodotto A Prodotto B
Micorrize +  Micorrize +  Micorrize +
Trichoderma Trichoderma Trichoderma
Applicazione Sp. Sp. Sp.
alle radici / /
(inzaffardatura) Pri
. rima .
Prima della della piantu- Prima della
consegna N consegna
mazione

Tesi 3:
Trichoderma sp.

Estratto di propoli + Trichoderma sp.

4-5 giorni in acqua + Trichoderma sp.

Fertirrigazione (Trichoderma sp.)

Tesi 3:
Trichoderma sp.

Estratto Estratto
di di propoli
propoli  + Trichoderma sp.
VM2E VM3
Prodotto B
Micorrize +
Trichoderma
sp.
/
Prima
della piantu-
mazione

Tab. 2 - Protocollo applicativo per la valutazione del momento pil opportuno per effettuare il trattamento (prova 2)

disinfettante, e I'utilizzo di microrga-
nismi, quali Trichoderma sp. e funghi
micorrizici.

Trattamenti

12 prova. Nella sperimentazione in vi-
vaio sono stati applicati tre trattamen-
ti: 1) il protocollo standard applicato
dall'azienda (Metodo biologico) com-
prendente la propoli come disinfettante
naturale; e due prodotti commerciali: 2)
Prodotto A, contenente spore e micelio
di un consorzio di microrganismi inclusi
funghi micorrizici arbuscolari del gene-
re Glomus (G. mosseae, G. viscosum, G.
coronatum), Rhizophagus sp., G. cale-
donium) e funghi saprofiti del genere

Trichoderma (Trichoderma harzianum e
Trichoderma viride); 3) Prodotto B con-
tenente diverse specie di funghi sapro-
fiti appartenenti al genere Trichoderma
(T. harzianum, T. asperellum, T. gamsii).
23prova. Periltrattamentoradicalesono
stati applicati due prodotti (con I'ausilio
di bentonite per migliorare I'adesivita) e
confrontati: (1) Prodotto A (come 12 pro-
va), e (2) Prodotto C contenente diverse
specie di funghi micorrizici arbuscolari
del genere Glomus (G. mossae e G. in-
traradices) e Trichoderma atroviride.

Disegno sperimentale

Le prove effettuate sono state finaliz-
zate a 1) valutare I'effetto dei prodotti

a base di microrganismi applicati du-
rante il processo di vivaio sulla mi-
croflora fungina presente nel legno
delle talee radicate, e 2) valutare il
momento pil adatto per I'applicazio-
ne per migliorare I'attecchimento.
L'effetto dei trattamenti sulla colo-
nizzazione del legno della microflora
fungina (12 prova) & stato esaminato
confrontando tre diversi protocolli:
gestione aziendale Bio (il protocollo
standard applicato dall'azienda), Pro-
dotto A e Prodotto B.

| prodotti utilizzati sono stati applicati
nelle fasi di: a) forzatura in segatura,
b) idratazione, c) in fertirrigazione
15 giorni dopo il trapianto (Tabella 1).
Per valutare il momento pil opportu-
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no per il trattamento delle radici (22

Sopra punto d'innesto ?} prova), sono stati applicati due prodot-
Punt d’inn t ~ ti, Prodotto A e Prodotto C, in diverse
unto esto - fasi del processo produttivo: 1) prima
Sotto il punto ~ della conservazione in cella frigorifera
d'innesto ~ a 4°C; 2) durante la fase di confeziona-
mento prima della consegna; 3) appe-
na prima della piantumazione (Tab. 2).
Analisi della microflora fungina del
legno e dell'apparato radicale
Dopo l'estirpazione, le barbatelle sono
. state portate presso il laboratorio del
Portinnesto dipartimento DAGR (Universita di Fi-
renze), dove sono state effettuate le
analisi.
Dopo un primo lavaggio con acqua, il
campione e stato disinfettato per im-
mersione in ipoclorito di sodio al 4%
Colletto per 2 minuti, quindi scortecciato e im-
merso per un minuto nella stessa solu-
zione disinfettante al fine di eliminare
inquinanti o microrganismi presenti
Fig. 1- Punti di campionamento delle sezioni analizzate Al sulla superficie esterna del campione.
Ilyonectria spp.: Phaeomoniella chlamydospora:
incidenza per tesi incidenza per tesi
50
40 50
40
30
b " 30 T T
20 20
. pm p B
ﬂ T _| T | D L L 1
Aziendale bio Trichoderma + Trichoderma Aziendale bio Trichoederma + Trichoderma
Micorrize Micorrize
Phaeoacremonium spp.: ""Cylindrocarpon-like" spp.:
incidenza per tesi incidenza per tesi
20 20
15 15
®= 10 *® 10
5 T _'llf' 5 T
N B Bl e
Aziendale bio Trichoderma + Trichoderma Aziendale bio Trichoderma + Trichoderma
Micorrize Micorrize

Fig. 2 - Microflora fungina del legno a sequito dei trattamenti con il Prodotto A e il Prodotto B. L'incidenza dei patogeni fungini rilevati (infezioni
naturali) tendeva (sebbene I'effetto fosse statisticamente non significativo) ad essere inferiore rispetto al trattamento Gestione biologica aziendale
(controllo). Per Phaeacremonium spp. I'unica riduzione di incidenza e stata osservata nel trattamento "Trichoderma"
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Product A Product C
[Trichodermal+Micorrhizael) (Trichoderma2+Micorrhizae2)
Controllo Prima del frigo Prima della consegna Prima del trapianto Prima della consegna Prima del trapianto

VM1 VM2 A VM2B VM2C VM2D

Fig. 3 - La massa radicolare nell'area prossimale & risultata maggiore in tutti i trattamenti rispetto al controllo

Numero radici primarie per barbatella Numero radici capillari per barbatella
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Ariendale Bia Trichoderma + Micorrine Trichoderma

Fig. 4 - Effetti dell'applicazione del trattamento (significativo secondo ANOVA univariata) sull'apparato radicale (peso e numero di radici). Il tratta-
mento con Gestione Biologica Aziendale e Prodotto C ha mostrato un peso secco delle radici primarie e capillari per barbatella e per singola radice
significativamente piu elevato rispetto al trattamento con Prodotto A. Il trattamento con Prodotto A ha aumentato significativamente il numero
totale di radici capillari. Le medie sequite dalla stessa lettera nelle barre non sono significativamente differenti (test di Duncan P <0.05)
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Sono state analizzate trenta barbatelle  Lunghezza germoglio dominante
per tesi. Da 5 punti (Fig. 1) sono state
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Diametro germoglio dominante

prelevate cinque sezioni di circa 2 mm

di spessore (Fig. 1): sopra il punto di b,c C
Ogni sezione & stata suddivisa in 5

frammenti che sono stati posizionati su

piastre Petri (90 mm diam.) contenenti

MEA. Le piastre sono state incubate a

25 °C per 4 settimane; sono state otte-

nute colture pure dai funghi sviluppati-

si ed e stata effettuata I'identificazione

per ciascuna tesi. Le radici sono state

lavate con acqua e asciugate all'aria.

Successivamente sono state contate

e pesate le radici primarie e capillari. Il

peso secco delle radici e stato valutato 0.6

dopo essiccazione in stufa per 72 ore

a 50 °C. 0,5

diminuire nelle tesi trattate rispetto al

controllo. Questa tendenza ¢ stata os- Lunghezza germoglio dominante

servata per specie di “Cylindrocarpon

like"spp., Phaeomoniella chlamydospo- 15

ra (Pch), Phaeoacremonium spp. e llyo- b,c
nectria spp. come gia riportato da altri 16 t C
Autori (Carro-Huerga 2020) (Fig. 2). 14

innesto, nel punto di innesto, sotto il abc abc
morfologica di questi.
o . 4
Risultati .
o 53
12 prova. | trattamenti applicati durante
le fasi di lavorazione in vivaio, tendono 5
aridurre la colonizzazione dei patogeni 0,
del legno nelle tesi trattate con solo Tri-
choderma (Prodotto A) o Trichoderma + 0.1
Micorrize (Prodotto B). Nonostante I'ef-
- o 0
2a prova. Dal confronto visivo tra gli

punto di innesto, dal portainnesto, dal I
Per la valutazione dell'apparato radica- I I
fetto fosse statisticamente non signifi
. s . 12
apparati radicali, e risultata evidente

colletto.

le sono state analizzate 30 barbatelle VMZA VMZB VMIC VM2D VMZE

cativo, il numero di patogeni tendeva a VMZA VMmzc VMm2D VM2E
a, h e

una maggiore massa di radici nell'area 10

prossimale in tutti i campioni trattati

con Trichoderma e micorrize (Prodot-

to A e Prodotto C) rispetto al controllo

non trattato (Fig. 3).

In particolare, i migliori risultati sono

stati ottenuti dall'applicazione del Pro-

dotto C quando il trattamento e stato

8
]
4
2
. . . D
esequito sia nella fase prima del con- VM2A VM2E VMIC YM2ZD VMIE
fezionamento che nella fase prima del
trapianto.

.. . .y Fig. 5 - Parametri di crescita misurati sulle barbatelle trattate e coltivate in vaso. L'analisi stati-
Le analisi effettuate sui parametri di stica One way ANOVA ha evidenziato differenze statisticamente significative tra i trattamenti.
crescita hanno mostrato differenze Le medie sequite dalla stessa lettera nelle barre non sono significativamente differenti (test di
statisticamente significative tra con- Duncan P <0.05)
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trollo e trattamenti. Il peso dell'appara-
to radicale, sia delle radici primarie che
dei capillari, € notevolmente aumenta-
to nel trattamento "Solo Trichoderma".
L'aumento di peso ha interessato sia
I'apparato radicale per singola pian-
ta che per singola radice. Il numero di
radici primarie per singola pianta non
variava in modo significativo tra i trat-
tamenti. Il numero di radici capillari
variava significativamente tra i trat-
tamenti e, il numero piu alto di radici
capillari & stato registrato nel tratta-
mento di controllo (gestione biologica
aziendale) e in quello in cui sono state
applicate le micorrize (Fig. 4).

La differenza tra queste due tesi non &
risultata statisticamente significativa,
ma lo & stata rispetto alla tesi trattata
con solo Trichoderma.

Inoltre, sono stati analizzati i parame-
tri di crescita di barbatelle radicate in
vaso (Fig. 5). L'ANOVA univariata ha
mostrato differenze statisticamente si-
gnificative tra le tesi per i parametri di
crescita. Il trattamento con il Prodotto
C ha aumentato i valori dei parametri
di crescita in entrambi i momenti di ap-
plicazione, cioé alla consegna (VM2D)
o al trapianto, con un effetto legger-
mente maggiore guando applicato al
momento della piantumazione (VM2E).

Discussione
e conclusioni

| risultati di questo studio dimostrati-
vo hanno evidenziato una riduzione
della colonizzazione dei patogeni fun-
gini del legno, confermando i risulta-
ti precedenti (Berbegal et al., 2020;
Maria del Pilar Martinez-Diz et al.,
2021), e sul miglioramento della qua-
lita dell'apparato radicale mostrando
migliori performance dei parametri di
crescita, come recentemente riporta-
to da Tsvetko et al. (2017).

E noto che l'interazione tra I'appara-
to radicale e i microrganismi applicati
stimola I'attivita delle radici, e quindi
migliora I'assorbimento di acqua e
nutrienti, rendendo di conseguenza,
le barbatelle piu resistenti agli stress
biotici e abiotici (Gramaje & Armengol,
2011). Con queste prove dimostrative
nell'ambito del progetto Life Green
Grapes abbiamo voluto dimostrare
che l'intera filiera produttiva puo av-

vantaggiarsi ed essere migliorata con
approcci rispettosi dell'ambiente a
partire dalle primissime fasi di produ-
zione delle piante in vivaio. Le prove,
effettuate in condizioni commerciali,
hanno mostrato I'efficacia di prodotti
contenenti microrganismi benefici e,
la rilevanza del tempo di applicazione
nel determinare I'efficacia finale del
trattamento.

Si & registrato un trend di riduzione
dell'incidenza dei funghi patogeni del
legno confermando i risultati recen-
temente ottenuti da altri ricercatori
(Carro-Huerga et al., 2020; Urbez Tor-
res et al., 2020; Pintos et al., 2018).
Inoltre I'applicazione di microrganismi
ha prodotto effetti positivi sul peso
secco delle radici sia capillari che
primarie e un aumento della massa
radicale nella zona prossimale, come
osservato da Luciani et al., (2019).
Effetti positivi sono stati ottentuti an-
che sulla crescita degli organi epigei:
lunghezza del germoglio dominante,
diametro del germoglio dominante,
numero di internodi del germoglio
dominante nelle barbatelle trattate ri-
spetto al controllo.

Per la valutazione degli effetti sullo
sviluppo dell'apparato radicale, i pro-
dotti sono stati applicati in diverse fasi
prima della messa a dimora, al fine
di favorire la radicazione e di conse-
guennza ridurre lo stress da trapianto.
Attualmente, I'applicazione di prodotti
a base di microrganismi e la soluzio-
ne pil promettente disponibile per la
disinfezione del materiale vegetale e
dovrebbe diventare una procedura di
routine nella gestione ottimizzata del-
la produzione vivaistica, visti i nume-
rosi effetti benefici che produce sulla
qualita e sullo stato fitosanitario del
prodotto finale e visti anche i pochissi-
mi prodotti fitosanitari disponibili per
l'attivita vivaistica.

Questi benefici, sul lungo periodo, in-
fluenzeranno l'intera vita produttiva
del vigneto e molto probabilmente la
sua stessa longevita.

L'applicazione dei microrganismi trai-
te la pratica dell'inzaffardura, prima
della conservazione del materiale in
cella frigorifera ha mostrato effetti
positivi sulle barbatelle. Questo € un
vantaggio sia per il vivaista che pud
aumentare il valore del materiale,
sia per il viticoltore che eviterebbe di

effettuare il trattamento, con conse-
guente riduzione dei costi di impianto.
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