Azione Core Organic [l

PROGETTO COBRA- Coordinating Organic Plant Breeding
Activities for diversi 2013-16

RELAZIONE FINALE

Il progetto COBRA si € svolto in tre anni dal 2013 al 2016 e il CREA-PAV con la sua attivita di
ricerca ha coliaborato all'interno del Workpakage n. 1 " Seed Health and Quality”, task 1.4
con la seguente U.Q. "Control of seed-borne diseases with essential oils”

In agricoltura biologica uno dei problemi principali & la lotta alle malattie, non potendo
effettuare come nel convenzionale trattamenti con prodotti chimici attivi. La prevenzione &
quindi una delle tecniche da attuare, a partire dall'uso di seme sano o conciato. Attualmente
non esistono trattamenti di concia per la principale malattia del pisello, I'antracnosi, causata
da tre specie di funghi (Peyroneliaea pinodes, ex Mycosphaerella pinodes; P. pinodella, ex
Ascochyta pinodella; A. pisi), tutte trasmissibili dal seme. Studi precedenti svoliti nell'ambito
del Piano Nazionale Sementiero Biologico anche su pisello, con olio di Melaleuca e di Timo,
hanno evidenziato le potenzialita degli oli nel controlio di questi patogeni.

Obiettivi specifici dell'U.0.

Controlio di malattie fungine trasmissibili dai seme attraverso l'uso di olii essenziali -
Ottimizzare lapplicazione di aleuni olii essenziali per la concia del seme di piselio in
agricoltura biologica.

Attivita svolta

per I'ottenimento degli obbiettivi prefissati sono state svolte prove per validare su semente di
pisello in condizioni di campo i dati di efficacia ottenuti in laboratorio sugli effetti dei
trattamenti concianti, utilizzande cultivar diversamente suscettibili/tolleranti all’antracnosi.
A tale scopo l'attivita prevista ha compreso: 1) reperimento delle tre specie fungine; 2}
preparazione dell'inoculo da applicare ai semi mediante inoculazione artificiale; 3) analisi
specifiche dei semi (blotter test) per la verifica dell'inoculo; 4) trattamenti al seme con due oli,
a due concentrazioni diverse, e trattamenti con il controlic biologico (rame); 5) analisi di
laboratorio per verificare l'efficacia dei trattamenti; 6) semina in campo in due localita..

Viene di seguito riportata ja refazione del lavoro svolto sulla base dell'attivita prevista.

PROVE PRELIMINARI D1 FITOTOSSICITA’

[ semi di pisello var. Attika, Spacial e Jovial sono stati sottoposti a diversi trattamenti con gli
oli applicati con diverse metodologie (per immersione e a spruzzo} al fine di determinare
eventuate fitotossicita degli oli per I'embrione e di individuare le soglie di fitotossicita. Sono
stati testati anche diversi tempi di immersione del seme nella formulazione con gli oli in
quantc anche questo parametro pu¢ avere un ruole fondamentale per Uinsorgenza della
fitotossicita. [ trattamenti spray sono stati effettuati con macchina conciante Rotostat. |
trattamenti sono riassunti in tabella 1 insieme con i risultati.




Tabella 1

TRATTAMENTI RISULTATI - % di GERMINAZIONE
tempo SPACIAL JOVIAL | ATTIKA
TO 0,4% / 98 97 100
SPRAY
€O 0,4% / 99 84,0 99,0
TO 0,4% 5 95 94,0 97,0
TO 0,4% 10 93 95,0 97,0
o 4
IMMERSIONE T0 0,4% 2{3 96 86,0 98,0
CO 0,4% 5 98 86,0 98,0
CO 6,4% 10 94 88,0 97,0
CO 0,4% 20 97 85,0 100,0
H,0 5’ 99 81,0 97
H,0 10 9§ 86,0 97
CONTROLLI ;
H;0 20 99 92,0 97
tai quale / 95 91,0 100

TO: olio di timo; CO: olio di garofano; SPRAY: applicazione dell'olio a spruzzo;
5,10, 207 durata del trattamento di immersione del seme nella formulazione;
CONTROLLI: senza olio.

[ risultati hanno dimostrato che i) il trattamento a spruzzo & meno tossico rispetto al
trattamento per immersione, e ii) hanno dato un'indicazione per ia scelta deil'intervalio di
concentrazioni e tempi per i trattamenti di immersione per le prove successive (tabelle 3 e 5).

ATTIVITA' SVOLTANELL'ANNO 2013-14

[ semi di pisello var. Jovial e var. Spacial sono stati disinfettati superficialmente per
immersione in soluzione di ipoclorito di sedio (1%) per 2 minuti, sciacquati e lasciati
asciugare a T ambiente. L'inoculazione & stata effettuata immergendo i semi per 10" (in
agitazione) in una sospensione acquosa di conidi e omogenato miceliale {circa 350mila
ufc/ml di H:0d), come descritto in tabella 2. 1}l controllo (C) ¢ stato mantenute in
immersione in acqua sterile per 10" in agitazione.
Sono stati trattati circa 450g di semi a trattamento per ciascuna varieta. 1 trattamenti sono
descritti nella tabella 3. ] trattamenti per immersione sono effettuati mantenendo le soluzioni
in leggera agitazione mentre i trattamenti a spruzzo sono stati effettuati con macchina
conciante Rotostat,

1) C:controlio negativo non inoculato e non trattato.

2) NT:inoculato non trattato.

31 CU: controllo con trattamento convenzionale - Cutril a spruzzo

4) CO: Qlio di Garofano (Clove oil) per immersione

5) TO: Olio di timo per immersione

6) CO+c: Spruzzo {Garofano 0,39%/tween 0,05%) + successivo spruzzo {Garofano 0,3% /Pinolene

0,05%). *




7Y TO+c: Spruzzo {Timo 0,3%/tween 0,05%) +successive spruzze (Timo 0,3% /Pinolene
0,05%). 7

Tahelia 2
2013-2014
ISOLATO RIFERIMENTO INOCULAZIONE
ngr‘one.’iaea (Eollezione CRA-PAV sospensione di conidi
pinodes ER915 e omogenato
Phoma Collezione CRA-PAV miceliale (350mila
pinodella ER 1416 ufc/mi)
Tabhella 3
2013-2014
SOSTANZA PRODOTTO TRATTAMENTO PER TRATTAMENTO A SPRUZZO0
COMMERCIALE IMMERSIONE
Solfato di
rame CUTRIL / 240 pl per 100 g di seme
tribasico
S 2 trattamenti consecutivi:
i di 204 DeT :
J?ﬁ“;,i‘o XEDAGAR ] U"? f’)p_e‘ {zo e 190,3% + tween20
garofs emulsionante: tween 2)0.3% + pinolene
2 trattamenti consecutivi:
204 ver inuti
Olie di timo / 0.2 ‘4’ p('zr 20 m“m“ 1) 0,3% + tween20
emulsionante: tweenz2() N :
2)0,3% + pinolene

| semi cosi trattati sono stali sottoposti a:

1. prove in laboratorie, in vitro di germinabilitd per testare 'eventuale effetto fitotessico def
trattamenti sul seme {ligura 1) e in vive di eflicacia (blotter test su seme) per verificare la
capacitd degli oli nel ridurre 'inoculo presente su seme (figura 2).

2. prove in campo. Meta dei semi destinati alle prove in campo é stata inviata a CRA-FLC, 'altra
meta e stata seminata nell’'azienda sperimentale di Tor Mancina,

1. PROVE IN LABORATORIO: stock di 100 semi per trattamento sono stati sottoposti ad analisi
di germinabilita, I risultati hanno evidenziato una potenziale fitotossicita dell'olio di timo (TO)
su Jovial se applicato per immersione {grafico 1). Sempre in Jovial, la presenza dell'inoculo
artificale [NT) ha causato una riduzione nella percentuale di germinazione rispetto al
controllo non inoculato {Control).
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Fig 1. Prova germinabilita su seme ig 2. Blotter test su seme
inoculato inoculato

Gli altri trattamenti non hanno determinato importanti riduzioni nella germinabilita e nel
vigore germinativo (dati non mostrati). Nel grafico 2 sono riportati i risultati deli’analisi
sanitaria del seme (metodo del blotter test; 100 semi per trattamento) come percentuale di
seme infetto dai patogeni di interesse [Ascochyta complex). Tutti i trattamenti con gli oli
hanno ridotto drasticamente la presenza deil'inoculo fungino ahbassando la percentuale di
seme infetto.
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Grafico 2
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PROVE IN CAMPO: Le prove in campo sono state eseguite con disegno sperimentale a blocchi
randomizzati. 1 rilievi compiuti hanno riguardato la conta delle piante emerse e i risultati
ottenuti sono riportati nel grafico 3. Nel caso delia varieta Jovial & stata osservata una
sproporzionata riduzione del numero di piantine emerse rispetto ai semi seminati (40 per fila) per
tutti i trattamenti, compreso it controlle (CTRL). La stessa riduzione & siata osservata nel controllo
non inoculato e non trattato della varieta Spacial. Negli altri casi, 1 risultati hanno mostrato una
pil bassa emergenza del semi trattati per immersione rispetto agli altri trattamenti.




ATTIVITA' SVOLTA NELL'ANNO 2014-15

1 semi di pisello var. Attika, Spacial e Joviai sono stati disinfettati superficialmente per
immersione in soluzione di ipociorito di sodio (1%) per 2 minuti, sciacquati e lasciati
asciugare a T ambiente. L'inoculazione & stata effettuata immergendo i semi per 10" (in
agitazicne) in una sospensione acquosa di conidi (circa 484 mila conidi/ml), come
descritto in tabella 4. [i controllo (C) & statoc mantenuto in immersione in acqua sterile per
10" in agitazione.
Sono stati trattati circa 450g di semi a trattamento per ciascuna varieta. | trattamenti sono
descritti nelia tabella 5. [ trattamenti per immersione sono effettuati mantenendo le soluzioni
in leggera agitazione mentre i trattamenti a spruzzo sono stati effettuati con macchina
conciante Rotostat.
1} C: controllo negativo non inoculato e noen trattato.
2} NT:inoculato non trattato.
3) R:controllo con trattamento convenzionale - Cutril a spruzzo
4] CO: Olio di Garofano (Clove oil) per immersione
5) TTO: Olio di melaleuca; per immersione
6) CO+c: Spruzzo (Garofano 0,4%/pinolene 0,05%) + successivo spruzzo {Garofano
0,4%/Pinolene 0,05%)
7) TTO+c: Spruzzo (Melaleuca 3%/pinolene  0,05%) +successive  spruzzo  ({(Melaleuca
39 /Pinolene 0,05%).

Tabelia 4

2014-2015
SOSTANZA PRODOTTO TRATTAMENTO PER TRATTAMENTO A SPRUZZ0
COMMERCIALE IMMERSIONE

Solfate di rame . .
tribasico CUTRIL / 110 pl per 100 g di seme

N s . , . o 0,4% + pinolene
carol: 2(la Y% per s ’ -
Olio di garofano Bioxeda 0,2% per 10 minuti 9 trattamenti consecutivi

Olio di / 2% per 10 minuti 3% + pinolene
melaleuca emulsionante: lecitina 2 trattamenti consecutivi

I semi cosl trattati sono stati sottoposti a:

1. prove in laboratorio in vitro di germinabilitd per testare Peventuale effetto fitotessico dei
trattamenti sul seme e /n vivo di efficacia (blotter test su seme) per verificare la capacita degli
oli nel ridurre I'inoculo presente su seme.

2. prove in campo. Meta dei semi destinati alle prove in campo e stata inviata a CRA-FLC, l'altra
meta é stata seminata nell'azienda sperimentale di Tor Mancina.




Tabella 5

2014-2015
SOSTANZA PRODOTTO TRATTAMENTO PER TRATTAMENTO A SPRUZZ0
COMMERCIALE IMMERSIONE
Solfato di rame ) .
tribasico CUTRIL / 110 pl per 100 g di seme
C . L 0,4% + pinolene
iy g e 4 -
Olio di garofano Bioxeda 0,2% per 10 minuti 2 trattamenti consecutivi
Olio di / 2% per 10 minuti 3% + pinolene
melaleuca emulsionante: lecitina 2 trattamenti consecutivi

1. PROVE IN LABORATORIO: stock di 100 semi per trattamento sono stati sottoposti ad analisi
di germinabilita. I risultati (grafico 4) hanno riportato una riduzione della percentuale di
germinazione in Spacial e Verbal particolarmente evidente nel caso del solo inoculo (NT).
Non sono stati evidenziati fenomeni di fitotossicita ascrivibili agli oli o alle tipolgie di
trattamento. Nel grafico 5 sono riportati i risultati dell’analisi sanitaria del seme {metodo del
blotter test; 100 semi per trattamento) come percentuale di seme infetto dai patogeni di
interesse (Ascochyta complex). Nella varieta Attika tutti i trattamenti effettuati hanno ridotto
la carica d'inoculo sul seme, mentre nelle varieta Spacial e Verbal gli effetti piu significativi
sono stati osservati con i trattamenti per immersione {CO e TTO),
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Grafico 5

2. PROVE IN CAMPO: Le prove in campo sono state eseguite con disegno sperimentale a
blocchi randomizzati. [ rilievi compiuti hanno riguardato la conta delle piante emerse e i
risultati ottenuti sono riportati nel grafico 6. 1l controllo (CTRL) e il non trattato (NT) hanno
registrato un comportamento simile tra loro, nonostante 'assenza dell'inoculo nel controllo.
Netla varietd Verbal ¢ stata osservata una minore emergenza delle piantine rispetto alle altre
due varietd. | trattamenti con gli oli a spruzzo hanno dato i migliori risultati, paragonabili al
trattamento chimico con il rame {R). Un trend simile ¢ stato riscontrato anche in Spacial, con
differenze meno marcate. Nella varieta Attika non si osservano differenze nel numero di
piante emerse tra i diversi trattamenti.
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CONSIDERAZIONI FINALLI:

Note e differenze tra il primo e il secondo anno

e L'plic di timo & stato sostituito con l'olio di melaieuca per le prove del secondo anno. Questo
perché si & deciso di indirizzare la sperimentazione su oli gia autorizzati per I'utilizzo in agricoltura
biologica (tra cui olio di garofano e olio di melaleuca), di cul sono presenti in commercio prodotti
registrati anche se non per la concia al seme. Inoltre Polio di timo non ha quasi mai fornito risuitati
particolarmente soddisfacenti sulle leguminose anche in altre prove sperimentali {es. soia).

s Nejtrattamenti del secondo anno & stato diminuito a 10 minuti il tempo di immersione per ridurre
al minimo i danni al tegumento dovuti all’eccessiva imbibizione dei semi.

e Nel trattamento di immersione con f'olic di melalueca come emulsionante al posto del tween20 &
stata usata la lecitina perché ammessa in agricoliura biclogica. Nei caso delVolio di garofano i
formulato Bioxeda & gia emuisionabile e non necessita di altri emulsionanti.

e Neitrattamenti a spruzzo il tween20 & stato sostituito con il pinolene {che funge da emulsionante e
adesivante) perche ammesso in agricoltura biologica.

Scelta delle concentrazioni degli oli

Gli oli sono stati usati in concentrazioni diverse a seconda della tipologia di olio. La concentrazione
scelta per ciascun olio & stata stabilita sulla base della letteratura e di prove preliminari, cercando
di trovare la concentrazione migliore che mantenga la maggiore efficacia antifungina e la minore
tossicita per il seme. Prove precedenti in vitro hanno infatti dimostrato che l'efficacia antifungina
di ciascun olio dipende dalla natura dell’olio e dalla sua composizione in principi attivi: la maggiore
attivitd antifungina & associata ad un maggiore contenuto in composti fenolici  {componenti
principali dell’olio di timo e di garofano).

[Marinelli E., L. Orzali, L. Riccioni, E. Lotti. Activity of some essential oils against pathogenic seed
borne fungi on legumes and rice. Asian Journal of Plant Pathology 6 (3}:66-74, 2012 ]

[Riccioni L., Orzali L. Activity of tea tree {Melaleuca alternifolia, Cheel) and thyme (Thymus
vulgaris, Linnaeus.) essential oils against some pathogenic seed borne fungi. Journal of Essential
Oils Research. Vol. 23: 43-47. November/December 2011.]

La scelta delle concentrazioni usate & stata incltre determinata dalla valutazione della fitotossicita
degli oli sui semi: elevate concentrazioni si sono dimostrate essere tossiche per I'embrione
presente nel seme {inibizione di germinabiliita e la forza germinativa). La fitotossicita degli oli varia
a seconda dell’olic e della sua composizione (come per |'efficacia) ma dipende anche della
tipologia di seme [es. cariossidi con tegumenti pil resistenti possono sopportare concentrazioni
maggiori}.

Nei trattamenti a spruzzo € stato possibile aumentare leggermente le concentrazioni degli ofi (al
fine di aumentarne I'efficacia antifungina). Prove preliminari di fitotossicita in laboratorio hanno
dimostrato che il trattamento a spruzzo & menoe tossico rispetfo al trattamento per immersione, in
cui la maggiore imbibizione pud arrivare a danneggiare I'embrione.




Effetti negativi del trattamento per immersione

Nelle prove in campo si & verificata una bassa emergenza dei semi trattati per immersione. Al di la
dell’eventuaie effetto tossico del trattamento, che & stato esclusc dalle prove di fitotossicita
effettuate in faboratorio, 'eccessiva imbibizione potrebbe aver danneggiato | tegumenti esterni
dei semi rendendoli fragili; il successivo trasporto in campo, il maneggiamento per la semina e le
condizioni di campo sfavorevoli {temperatura, umidita...) hanno inficiate la germinazione di un
seme gia in parie danneggiato.

Risultati nelle varieta piu suscettibili/pil resistenti

| risultati cttenuti riguardo 'efficacia dei trattamenti differiscono tra loro a seconda delle varieta.
L'ordine dei trattamenti resta comungue sempre invariato, ma con differenze pilt marcate nel caso
della varieta pill suscettibile (Joviai e Verbal). Nelle varietd piu resistenti (Attika e Spacial) le piante
hanno in generale una migliore risposta all'inoculo e alle condizioni ambientali avverse, portando
ad un appiattimento delll’effetto de!l trattamento .
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