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Anche se 1’obiettivo di contenere gli effetti indesiderati di natura igienico-tossicologica
ed ambientale connessi con I’impiego dei fitofarmaci rappresenta, da anni, uno dei capisaldi
della Fitoiatria, con gli accordi internazionali sulla progressiva riduzione dell’impiego del
bromuro di metile in agricoltura si ¢ impresso una significativa accelerazione verso la
revisione dei programmi di lotta ai patogeni tellurici e verso la ricerca di soluzioni alternative
(cfr. ad esempio: U.S. EPA. AIRC 1997-2001). Al momento, tuttavia, solo la solarizzazione
del terreno, pur non potendo, per ovvie ragioni, rappresentare un metodo di validita
universale, ha riscosso, a partire da meta degli anni *70, un successo ed una diffusione tale da
farla considerare 1’unica, concreta alternativa all’impego dei fumiganti e del vapor d’acqua
(Katan e De Vay, 1991). Decisamente piu deludenti, infatti, sono risultati, ai fini applicativi,
altri possibili interventi innovativi, quali quelli connessi con le possibilita di conversione in
calore dell’energia elettromagnetica a radiofrequenze (microonde e radiofrequenze a bassa
frequenza) (Triolo e Vannacci, 1993). In rapporto alla pressante necessita di intensificare gli
sforzi per la messa a punto di convenienti mezzi alternativi per il miglioramento delle
condizioni sanitarie del terreno, notevole interesse ¢ rivolto verso le potenzialita espresse da
alcune macchine operatrici recentemente messe a punto (Peruzzi et al., 2000) ed in grado di
operare attraverso un contemporaneo impiego di vapor d’acqua e di sostanze a reazione
esotermica. Con il ricorso a queste ultime sostanze e con la disponibilita di un adeguato
generatore mobile, infatti, sembra possibile affrancare il vapor d’acqua dal limite di un
impiego sostanzialmente circoscritto a piccole superfici, per di piu, in genere, limitate agli
apprestamenti protetti.

Scopi del presente lavoro sono stati quelli di valutare: (a) 1’efficacia fitoiatrica
dell’intervento sui binomi Sclerotinia minor/lattuga e Rhizoctonia solani/ravanello in piena
aria e (b) gli effetti del trattamento sulle popolazioni di funghi e attinomiceti “totali” presenti
nel terreno sottoposto a trattamenti simulati in laboratorio.

Materiali e metodi
Valutazione dell’efficacia fitoiatrica

Le indagini sono state condotte nel periodo 1999-2002 in vicinanza di Pisa (10°30°
longitudine E, 43°65’ latitudine N, 3 m s..m.), su terreno derivante da sabbie dunali (89,9%
sabbia, 5,4% limo e 4,7% argilla) considerando parcelle di 120x300 cm organizzate, nei primi
tre anni, secondo un disegno sperimentale a unita suddivise (“split plot”) e nell’ultimo anno in
un esperimento completamente randomizzato. Le inoculazioni artificiali sono state effettuate
utilizzando ceppi di S. minor e di R. solani isolati, rispettivamente, da lattuga e da ravanello
naturalmente infetti. Nel primo caso 1’inoculazione delle parcelle ¢ stata effettuata con 45 g di
sclerozi distribuiti uniformemente su 3 bande di 10x300 cm. Nel secondo caso I’inoculo,
prodotto su “chopped potato soil” seguendo la metodologia di Ko e Hora (1971), ¢ stato
incorporato, con una densita di inoculo di circa 630 ml/parcella, a 1-2 cm di profondita, in tre



bande di 10x300 cm ciascuna. In entrambi 1 casi le inoculazioni artificiali venivano effettuate
circa 30 giorni prima del trattamento; 3-4 giorni dopo l’intervento si procedeva con il
trapianto delle piante di lattuga (cv. Justine) di circa 20 giorni di eta, o con la semina del
ravanello (cv. Candela di ghiaccio) in corrispondenza delle bande di terreno inoculato.

Sono stati considerati diversi livelli di trattamento (vedi Tab. 1), 2 livelli di inoculazione
(inoculato e non inoculato) e 2 livelli di gestione del terreno nelle prime 24 ore (coperto con
film di polietilene nero di 40 um di spessore € non coperto). L’idrossido di potassio (KOH) ¢
sempre stato utilizzato alla dose di 1000 kgha™'; I’ossido di calcio (CaO) & stato impiegato sia
sottoforma granulare alla dose 1000 kgha™, sia come polvere micronizzata alla dose di 8000
kgha™. Nel quadriennio 1999-2002, per ciascuna combinazione “ospite-patogeno™/trattamento
sono stati condotti da 2 a 5 esperimenti. Il monitoraggio e la registrazione delle temperature ¢
stato effettuato in tutti gli esperimenti (per i dati maggiormente rappresentativi cfr. Peruzzi et
al., 2000).

La diffusione del “Marciume del colletto” della lattuga ¢ stata rilevata su tutte le
parcelle dapprima settimanalmente e, quindi, dopo 20 giorni dal trapianto, ogni 2 giorni fino
al termine degli esperimenti, quando la diffusione della malattia nei controlli infetti non
trattati raggiungeva il 90%. Gli effetti del trattamento sulla riduzione dell’inoculo potenziale
di Rhizoctonia solani sono stati determinati rilevando, 12 giorni dopo la semina, il numero di
plantule di ravanello che non presentavano evidenti sintomi di attacco.

Effetti sulla produttivita di lattuga.

L’influenza dei trattamenti sulla produttivita di lattuga ¢ stata valutata considerando le
sole parcelle non inoculate rilevando, a conclusione dei singoli esperimenti, il peso fresco e il
peso secco dei cespi.

Effetti del trattamento sulle popolazioni di funghi e attinomiceti “totali”.

La ricerca dei funghi e degli attinomiceti “totali” ¢ stata effettuata su campioni di
terreno prelevati superficialmente (0-10 cm di profonditd) in prossimita di parcelle utilizzate
per le prove di campo (anno 2001). I campioni, mantenuti in contenitori di circa 35 dm’ di
volume, sono stati sottoposti ai seguenti trattamenti: (a) vapor d’acqua e KOH alle dosi di
1000 e 4000 kgha™ (VK 1000 e vK 4000), (b) vapor d’acqua e CaO alle dosi di 4000 e 8000
kgha'1 (vC 4000 e vC 8000) e (c) vapor d’acqua (v) al termine dei quali il terreno veniva
coperto con film di polietilene nero per 24 ore, ovvero lasciato scoperto. La durata del
trattamento era fissata in modo da ottenere incrementi termici del terreno analoghi a quelli
rilevati nelle prove di campo. Le temperature sono state monitorate durante il trattamento e
per 1 360 minuti successivi all’interruzione dell’erogazione del vapor d’acqua (Raffaelli ef al.,
2002).

Con sottocampioni di 1 g prelevati dal terreno diversamente trattato venivano ottenute
sospensioni in acqua distillata sterile (10 p/v) che venivano uniformemente distribuite in
capsule petri (1 ml/piastra) contenenti 20 ml di mezzo selettivo (VDYA e agar-acqua per i
funghi e per gli attinomiceti “totali”, rispettivamente ) (Papavizas e Davey, 1959; Ho e Ko,
1979). Per ciascun campione di terreno/gruppo di microrganismi sono state predisposte 3
replicazioni. Le piastre sono state incubate a 25°C e la conta delle colonie ¢ stata effettuata
dopo 7 giorni.

Risultati

Degli esperimenti effettuati per ciascuna combinazione ‘“ospite-patogeno’/trattamento,
in Tabb. 1 e 2 si riportano i dati relativi all’anno 2000, in quanto rappresentativi delle
osservazioni complessivamente condotte. Tutti 1 risultati riportati si riferiscono alle tesi per le



quali era prevista la copertura del terreno nelle prime 24 ore dal trattamento, dato che
’alternativa (terreno non coperto) ha fornito risultati fitoiatrici costantemente inferiori e
caratterizzati da piu elevati livelli di variabilita. Inoltre, nessuna differenza significativa ¢
stata rilevata, rispetto alla copertura del terreno, nelle determinazioni sulla produttivita della
lattuga.

Valutazione dell’efficacia fitoiatrica

L’associazione vapor d’acqua/KOH ha determinato riduzioni nella diffusione delle
malattie indotte da S. minor e da R. solani statisticamente significative rispetto a tutti gli altri
trattamenti; in particolare, la riduzione percentuale accertata rispetto al controllo non trattato,
¢ risultata, rispettivamente, del 92,4 e del 74,9%. I trattamenti vC, pur avendo indotto risultati
ancora significativamente diversi dal controllo, non si sono diversificati rispetto all’impiego
del solo vapor d’acqua. Nessuna differenza statisticamente significativa ¢ stata accertata negli
esiti dei trattamenti effettuati con le dosi 1000 kgha™ (formulazione granulare) e 8000 kgha™
(formulazione micronizzata) di CaO. Il semplice ammendamento del terreno con KOH o con
CaO ha determinato un contenimento della diffusione di entrambe le malattie compreso fra il
15 e il 30% circa. L’unico esperimento effettuato con bromuro di metile nelle stesse
condizioni sperimentali (anno 2002) ha ridotto la presenza del “Marciume del colletto” della
lattuga del 97,4%.

Tab. 1 - Efficacia del trattamento con vapore e KOH o CaO (vK e vC), con solo KOH o CaO (Ke C) e
con solo vapore (v) per il contenimento di Sclerotinia minor e di Rhizoctonia solani. 1 dati rappresentano
la percentuale, dopo trasformazione angolare, del numero medio delle piante infette. Tra parentesi, la
riduzione percentuale dell’incidenza della malattia rispetto al controllo non trattato.

Trattamento Lattuga/S. minor Ravanello/R. solani
vK 15,0 a*(92,4) 25,0 a (74,9)
vC 34,2 b (64,4) 39,9 b (49,5)
K 52,8 ¢ (27.8) 45,6 ¢ (28,3)
C 59,7 ¢ (15,2) 48,6 ¢ (21,0)
\4 31,7 b (68,6) 38,8 b (44,9)
Controllo 69,6 d 57,6 d

*I valori sulla stessa colonna seguiti da lettere diverse sono significativamente differenti per P= 0,05

Effetti sulla produttivita di lattuga

I risultati produttivi rilevati in termini di peso fresco e peso secco sulle parcelle non
inoculate, vengono riportati in Tab. 2. L’esame dei dati indica che la combinazione vapor
d’acqua/KOH non esalta gli incrementi di produzione indotti dal solo vapore, mentre tutti gli
altri trattamenti non modificano significativamente la produttivita nei confronti del controllo
non trattato. L’esperimento effettuato con bromuro di metile nelle stesse condizioni
sperimentali ha determinato un incremento di produzione sul controllo pari al 147,0 e 131,0%
(peso fresco e peso secco).



Tab. 2 - Effetto del trattamento con vapore ¢ KOH o CaO (VK e vC), con solo KOH o CaO (K e C) e con solo
vapore (v) sulla produttivita di lattuga. I dati rappresentano il peso fresco ¢ il peso secco dei cespi (valore medio
espresso in g) e le relative variazioni percentuali, rispetto al controllo non trattato.

Trattamento Peso fresco Variaz. % Peso secco Variaz. %

(2) (2)
vK 458 a* + 33 23a +15
vC 361 Db +5 21b +5
K 313b -9 19b -5
C 345b +1 19b -5
v 464 a + 35 23a +15
Controllo 343 b - 20b -

(*) I valori sulla stessa colonna seguiti da lettere diverse sono significativamente differenti per P= 0,05

Effetti del trattamento sulle popolazioni di funghi e attinomiceti “totali”.

I tempi di permanenza del terreno in 4 diverse classi di temperatura registrate nei 360
minuti successivi alla fine dei trattamenti, sono riportati in Tab. 3; 1 risultati della ricerca sui
funghi e sugli attinomiceti “totali” vengono sintetizzati in Tab. 4.

Poiche non sono state riscontrate differenze significative in rapporto alla copertura del
terreno, i dati esposti si riferiscono solo ai trattamenti seguiti dalla copertura. Per quanto
riguarda gli effetti sui funghi “totali”, tutti 1 trattamenti hanno indotto forti decrementi nel
numero delle colonie isolate senza, peraltro, evidenziare differenze fra i trattamenti stessi,
compreso quello con solo vapor d’acqua. Anche per quanto concerne gli attinomiceti “totali”,
tutti 1 trattamenti hanno provocato una diminuzione significativa del numero delle colonie,
rispetto al controllo non trattato; tra i trattamenti, solo la combinazione vC8000, nella quale ¢
stata impiegata la dose piu alta di CaO (8000 kgha™) si & distinta in modo significativo.
Questo trattamento ha determinato la massima permanenza del terreno nelle due fasce di
temperatura piu elevate (87 minuti fra 60-80°C e 72 minuti sopra 80°C).

Tab. 3-Tempi di permanenza nel terreno in quattro diverse classi di temperatura registrate nei 360 minuti
successivi ai trattamenti effettuati con vapore (v), con vapore/CaO alle dosi di 4000 e 8000 kgha™ (vC 4000 e vC
8000) e con vapore/KOH alle dosi di 1000 e 4000 kgha™ (vK 1000 e vK 4000).

Temperatura Tempo di permanenza del terreno (minuti)
(°O) v vK 1000 vK 4000 vC 4000 vC 8000
T < 40°C 90 a* 38D 25 be 35b 13¢
40°< T<60° 156 b 190 a 190 a 174 ab 188 a
60°< T<80° 73b 84 a 88 a 86 a 87a
T > 80° 41 c 48 ¢ 57b 65 ab 72 a

(*) In ciascuna riga, valori seguiti da lettere diverse sono differenti per P= 0,05



Tab. 4 — Effetto del trattamento con vapor d’acqua/KOH alle dosi di 1000 e 4000 kgha™ (vK 1000 e
vK 4000), vapor d’acqua/CaO alle dosi di 4000 e 8000 kgha™ (vC 4000 e vC 8000) e con solo vapor
d’acqua (v) sulle popolazioni di funghi e attinomiceti “totali”, espressa come unita formanti colonie

(cfu).
Trattamento Funghi totali Attinomiceti

(cfu) (cfu)
vK 1000 1,2 a* 372b
vK 4000 0,0a 232c¢c
vC 4000 0,7a 220c
vC 8000 0,3a 0,3d

v 0,8a 31,0 be

Controllo 332b 184.5 a

(*) In ciascuna colonna i valori seguiti da lettere diverse sono significativamente differenti per P= 0,05

In Fig. 1 sono riportate le rette di regressione relative allo sviluppo di colonie di
attinomiceti “totali” in funzione dei tempi di permanenza del terreno nelle classi di
temperatura indagate. Le due variabili sono risultate inversamente correlate, eccetto per la
classe di temperatura T<40°C. Le pendenze delle rette relative alle classi T=80° e 60°<T<80°
non differiscono significativamente.

200 ® T>80,R*=0,911*
B 60<T<80, R?=0,967 ***
A 40<T <60, R*= 0,952 ***
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Fig. 1 — Rette di regressione relative allo sviluppo di colonie di attinomiceti “totali” (cfu) rispetto ai tempi
di permanenza del terreno (min) in 3 classi di temperatura. Per ogni retta ¢ riportato il coefficiente di
determinazione ¢ la sua significativita.



Discussione e conclusioni

Considerazioni di carattere prevalentemente economico conseguenti alle difficolta di
ottimizzare 1’efficacia dei processi di produzione, adduzione e scambio del calore hanno, da
sempre, fortemente limitato I’impiego operativo del vapor d’acqua per migliorare le
condizioni sanitarie del terreno (Nederpel, 1979). Al di 1a di queste difficolta, tuttavia, non si
puod non riconoscere che I’impiego del vapor d’acqua, per la relativa semplicita della sua
produzione, per il suo ridotto impatto ambientale -specialmente se paragonato all’impiego dei
fumiganti, e fra questi, in primis del bromuro di metile- puo essere ancora oggi considerato un
mezzo fitoiatrico di grande interesse ed attualita. Il ricorso a sostanze a reazione esotermica in
grado di determinare maggiori incrementi termici nel terreno trattato con vapor d’acqua
prodotto da generatori mobili, sembra, oggi, poter permettere, con una maggiore velocita di
avanzamento del mezzo, anche il superamento di quei limiti che, finora, hanno confinato
I’impiego del vapor d’acqua a piccole superfici o ai soli apprestamenti protetti.

Le valutazioni dell’efficacia fitoiatrica condotte sui binomi lattuga/S. minor e
ravanello/R. solani hanno fornito, nel loro complesso, indicazioni decisamente incoraggianti:
con I’associazione vapor d’acqua/KOH ¢ stata evidenziata, per esempio, la possibilita di
raggiungere livelli di controllo del “Marciume del colletto” della lattuga superiori a quelli piu
frequentemente ottenuti con la solarizzazione del terreno in pieno campo (Triolo et al., 1985;
Materazzi et al., 1987a) e solo di poco inferiori a quelli ottenuti in serra (Materazzi et al.,
1987b). Anche se, come ¢ ovvio, un ruolo sostanziale in questi risultati sembra giocato dai
livelli termici raggiunti dal terreno (sclerozi di S. minor raccolti 24 ore dopo il trattamento
fanno rilevare minori percentuali di germinazione e un maggiore rilascio di elettroliti; dati
non riportati) non ¢ escluso che sugli effetti indotti da questa applicazione del vapor d’acqua
“a ridotta drasticita” -cosi come nel caso delle miscele aria-vapore (Baker 1970)- possano
giocare, come co-fattori, meccanismi di tipo biologico. Le indagini riferite hanno indicato, nel
terreno comunque trattato, drammatiche riduzioni nel numero di colonie fungine sviluppate su
mezzo selettivo; complessivamente minori sono risultati, invece, gli effetti sulle popolazioni
di attinomiceti “totali”. Molti membri di questo gruppo sono conosciuti come antagonisti ed
in grado di produrre antibiotici. Seppure indagini in questo senso non siano state condotte, ¢
possibile che -in analogia con quanto ipotizzato a seguito di interventi di solarizzazione del
terreno (Chen et al., 1991)- la relativa capacita degli attinomiceti a sopravvivere al
trattamento possa dare loro la possibilita di colonizzare importanti nicchie nel terreno e nella
rizosfera, cosi da permettergli di esercitare una piu efficace funzione di protezione delle radici
da microrganismi potenzialmente patogeni.

Le indagini sulle interessanti potenzialita fitoiatriche offerte dalla combinazione vapor
d’acqua/sostanze a reazione esotermica dovranno essere estese ed approfondite al fine di
raggiungere, attraverso una sufficiente conoscenza dei meccanismi d’azione, le migliori
soluzioni operative. E’ ovvio, tuttavia, come con questi interventi si sia rinunciato al largo
margine di sicurezza in termini di efficacia fitoiatrica che la ordinaria metodologia basata su
trattamenti a 100°C protratti per 30 o 60’ assicurava. In rapporto a cido non ¢ difficile
prevedere che il successo di interventi di questo tipo non possa rimanere estraneo al livello di
conoscenza sulla biologia dei patogeni bersaglio e dei loro possibili antagonisti o competitori
di colui che opera.
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