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INTRODUZIONE

1. Il pomodoro: Solanum lycopersicum L.

Originaria delle regioni centro e sudamericane, la pianta di pomodoro, Solanum lycopersicum,
appartenente alla famiglia delle Solanaceae fu introdotta in Europa nel XVI secolo
conquistando un posto centrale nelle colture mondiali (Gilgenkrantz, 2012; Van Andel et al.,
2022). Dopo la patata (Solanum tuberosum L.), il pomodoro ¢ uno degli ortaggi piu consumati
al mondo (sia fresco, sia sottoforma di prodotti trasformati come zuppe, paste, succhi, salse e
concentrati) (Li et al., 2018); rappresentando, inoltre, una delle colture piu importanti dal punto
di vista economico dopo il mais, il riso, il grano, la soia e la manioca (Knapp, 2002;
Bergougnoux, 2013). Il pomodoro contiene una cospicua fonte nutrienti che hanno impatti
positivi sulla salute umana, tra cui vitamine, carotenoidi e composti fenolici (Rao e Agarwal
2000; Causse et al., 2007; Bergougnoux 2014; Wu et al., 2022). Negli ultimi anni, infatti, i
consumatori sono diventati piu attenti all’alimentazione, cercando di introdurre nella dieta
quotidiana cibi dall’elevato contenuto di “healthy compounds”, cio¢ sostanze benefiche per la
salute umana in quanto in grado di prevenire o in alcuni casi curare diversi tipi di patologie
(Palozza et al. 2012; Holzapfel et al. 2013; Pem e Jeewon, 2015; Cheng et al. 2019; Przybylska
etal., 2022; Vats et al., 2022).

Oltre al loro valore economico e nutrizionale, i pomodori sono stati adottati come modello per
investigare lo sviluppo dei frutti carnosi (Quinet et al., 2019) e la tolleranza agli stress biotici e

abiotici (Panthee et al., 2010; Kissoudis et al., 2016; Naik et al., 2023).



1.1 Caratteristiche botaniche e diffusione della coltura

La famiglia delle Solanacee comprende oltre al pomodoro coltivato (Solanum lycopersicum)
altri 12 generi selvatici, diffusi in varie regioni del Sud America occidentale, tra cui Ecuador,
Bolivia, Cile, Isole Galapagos, Colombia e Peru (Peralta et al., 2008).

Nella famiglia sono comprese oltre 3000 specie originarie sia del Vecchio Mondo, come le
melanzane provenienti dalla Cina e dall'India, sia del Nuovo Mondo, come la patata, il peperone
e il pomodoro provenienti dall’ America Centrale e Meridionale (Knapp et al., 2002).

Dopo la conquista spagnola, intorno al XVI secolo, 1 primi pomodori arrivarono in Europa. In
Italia 1 botanici rinascimentali diedero loro il nome di “mele d’oro” o “pomi d’oro”: i frutti,
rotondi e/0 segmentati presentavano differenti forme, dimensioni varieta di colori, mentre 1 fiori
si potevano ritrovare sia “fasciati”, ossia in una condizione per cui fiori o parte di essi si fondono
formando un’unica struttura, sia semplici (van Andel et al. 2022).

Inizialmente il pomodoro non venne subito utilizzato come alimento a causa delle sue
connessioni con piante velenose come, ad esempio, la belladonna; in particolare la presenza nel
pomodoro dell'alcaloide tomatina aveva destato qualche preoccupazione per la sua tossicita,
anche se successivamente ¢ stato osservato che tale molecola ¢ piu concentrata nelle foglie e
nei frutti verdi, mentre nel frutto maturo essa ha un contenuto davvero molto basso. Tuttavia,
le paure riguardanti la sua tossicita sono durate fino al XX secolo in Nord Europa e Nord

America (McCue, 1952).



Figura 1. In figura sono visibili frutti di pomodoro di dimensioni e forme diverse. A) pomodoro moderno, di grosse dimensioni
a confronto con il frutto tipico di una specie selvatica (L. pimpinellifolium); B) varieta diverse di pomodoro producono frutti di
dimensioni e forme diverse. C) frutto di pomodoro sezionato trasversalmente ove sono distinguibili loculi multipli; D) frutto
con carpelli non fusi; E) la selezione di alcuni caratteri nel tempo ha portato alla formazione di frutti stretti e lunghi; F) alcuni
frutti di pomodoro possono assomigliare al peperone; G)il pomodoro “’perino” deriva anch’esso dalla selezione di caratteri
particolari che hanno portato alla manifestazione del” carattere allungato e ristretto all’estremita del gambo” rendendo il frutto
del pomodoro simile a una pera (Tankesley, et al. 2004)

Al contrario del pomodoro selvatico (S. pimpinellifolium), che presenta frutti piccoli, rossi e
tondeggianti con due cavita e un peso di pochi grammi, il pomodoro coltivato mostra, in
generale, una dimensione maggiore del frutto (seppur variabile da varieta a varieta) che ¢
correlata anche ad un aumento del peso, oltre ad avere diverse forme e colori (Vazquez et al.,
2022), come risultato della domesticazione (Figura 1, Tanksleyet al., 2004).

La selezione dei pomodori ¢ cambiata nel corso degli anni per rispondere a diverse esigenze,
risorse disponibili e contesti geografici. Gli obiettivi di questa selezione hanno attraversato
quattro fasi principali. Negli anni '70, si puntava principalmente a massimizzare la resa

produttiva; negli anni '80, la priorita era migliorare la conservabilita del prodotto; negli anni
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'90, l'accento ¢ stato posto sul miglioramento del gusto; mentre oggi, l'attenzione si concentra
sulla qualita nutrizionale (Semel et al., 2006; Bai e Lindhout, 2007).

I coltivatori per essere competitivi sul mercato si pongono come obiettivo quello di ottenere
una resa elevata della coltura cercando di mantenere i costi ridotti, offrendo al consumatore
frutti di ottima qualita sia dal punto di vista dell’aroma sia dal punto di vista nutrizionale
(Fridmann, et al. 2004; Klee ¢ Resende, 2020).

Nel corso del tempo, i pomodori sono stati selezionati non solo per variazioni di peso, ma anche
per una vasta gamma di forme diverse dalla tradizionale forma tonda ancestrale. Sono emerse
forme oblate, a pera, a siluro, a campana e altre ancora, rispondendo sia alla richiesta dei
consumatori, sia alle esigenze della raccolta meccanica dei frutti (Tanksley et al., 1996). Anche
i semi hanno subito trasformazioni significative: quelli delle piante moderne sono generalmente
piu grandi e pesanti rispetto a quelli delle piante selvatiche, e il peso dei semi ¢ positivamente
correlato a quello dei frutti, anch'essi piu grandi rispetto alla controparte selvatica. I semi
possono presentarsi in varie forme, come ovoidi, compressi, lisci, brunastri, o ricoperti da una
sostanza mucillaginosa (Goldman et al., 1995; Doganlar et al., 2000).

Le foglie invece sono generalmente a perimetro ovale con una dimensione di 8-15 x 13-25 cm,
1 segmenti sono ovali. Anche la larghezza delle foglie ¢ molto ineguale a causa di diverse
condizioni della pianta quali condizioni ambientali, stress biotici o abiotici e stato nutrizionale
della pianta, possono passare da uno spessore di 3-6 cm ad uno di 1 cm o anche meno. Possono
essere di forma lobata o composte quindi formate da 2 a 6 piccole foglie collegate attraverso un
picciolo (Pignatti Sandro in “Flora d’Italia” 2019). Le foglie del pomodoro sono inoltre dotate
di tricomi, non ghiandolari e ghiandolari, quest’ultimi a base sferica che contengono e
secernono diverse sostanze come flavonoidi, terpenoidi e zuccheri che conferiscono il tipico
aroma della pianta e che hanno un ruolo essenziale nella difesa contro gli erbivori, poiché
causando tossicita, interferiscono con lo sviluppo degli insetti, li intrappolano o attraggono

insetti predatori (Schuurink e Tisser, 2020; Zhang et al., 2020; Kortbeek et al., 2023). I tricomi
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non ghiandolari formano una barriera fisica, ad esempio impedendo il movimento sulla
superficie della pianta, perturbando il comportamento alimentare degli insetti (Keruyat et al.,
2017; Adama et al., 2020).

I fusti del pomodoro sono molto deboli, spesso si allungano sul terreno e vanno a unirsi ad altre
piante, la loro altezza varia dai 1 ai 3 metri; anch’essi come le foglie, sono ricoperti di tricomi
ghiandolari e non ghiandolari pelosi (Story et al., 2010).

L’apparato radicale di S. lycopersicum ¢& costituito da una radice centrale ramificata con
numerose radici laterali, molto robuste di colorazione chiara tendente al bianco, indice di salute
della pianta; pertanto, un imbrunimento della radice viene correlato ad un cattivo stato di salute
della pianta dovuto ad esempio ad un’eccessiva irrigazione o ad una condizione di stress o
malattia (Giaquinto et al., 2022).

I fiori sono I’organo riproduttivo sessuale delle angiosperme, attirando sia I’attenzione degli
insetti, sia degli uccelli, promuovendo una riproduzione efficace quindi non piu basata solo sul
vento e acqua (Craine et al., 2012; Thakur e Bhatnagar, 2013). Le principali caratteristiche dei
fiori che attraggono gli impollinatori, e che si trovano anche nei frutti per attirare 1 frugivori e
favorire la dispersione dei semi, comprendono colori vivaci, profumi intensi dovuti alle
sostanze volatili e 1'accumulo di composti specificinel nettare (Miller et al., 2011). I fiori, di
colore giallo, presentano antere fuse lateralmente a formare un cono e si trovano in
infiorescenze che possono essere a fiori singoli, cime semplici o cime ramificate (Peralta e
Spooner, 2006). Il perianzio ¢ formato da due strati e ha una struttura tubolare, mentre 1'ipanzio
¢ assente. Ogni verticillo ha 5 elementi: il calice € composto da 5 sepali uniti tra loro, e la corolla
da 5 petali. Ci sono 5 stami, con filamenti attaccati alla corolla, mentre le antere, che contengono
due loculi, si aprono attraverso fessure longitudinali o piccoli pori. Il gineceo, composto da 2 a
5 carpelli, presenta un ovario supero con due loculi, ciascuno dei quali contiene uno o piu ovuli

(Simpson, 2010).
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1.2 Domesticazione del pomodoro

Dal XX secolo in poi, 1'uvomo ha sviluppato una vasta gamma di cultivar di pomodoro con
caratteristiche morfologiche molto diverse partendo dalla specie S. lycopersicum, grazie alla
riproduzione e selezione delle piante. La domesticazione, insieme agli sforzi di ricerca e
selezione da parte di scienziati e coltivatori di tutto il mondo, ha portato alla creazione di
moderne varieta di pomodori, per lo piu ibridi, disponibili in una grande varieta di forme, colori
e dimensioni (Bai e Lindhout, 2007).

I pomodori sono stati originariamente addomesticati nelle Americhe, anche se 1 dettagli precisi
riguardanti il luogo e i primi eventi di domesticazione restano in gran parte incerti (Peralta and
Spooner, 2007). Esistono due principali teorie sul luogo d'origine della domesticazione del
pomodoro: una lo colloca in Peru, l'altra in Messico. Sebbene non vi siano prove definitive
riguardo al periodo e al luogo esatti della domesticazione, il Messico ¢ considerato il candidato
piu probabile, mentre il Peru ¢ ritenuto il centro di diversita dei parenti selvatici (Larry e Joanne,
2007).

La domesticazione include una serie di cambiamenti morfologici e fisiologici che fanno si che
le colture domesticate siano diverse dai loro antenati selvatici. Questi tratti variano tra le diverse
colture, ma generalmente comprendono una crescita piu compatta, una maggiore precocita nella
crescita, la riduzione della dispersione dei semi e della dormienza, e un aumento delle
dimensioni e della diversita morfologica delle parti edibili della pianta (Frary e Doganlar,
2003). Nel pomodoro, sono stati analizzati tratti come la crescita e le caratteristiche del frutto,
rivelando somiglianze genetiche con altre piante della famiglia delle Solanacee, come peperoni
e melanzane, nonostante la loro domesticazione sia avvenuta in continenti diversi (Frary et al.,
2000; Tanksley, 2004).

Una caratteristica evidente della domesticazione del pomodoro ¢ I'aumento significativo delle
dimensioni del frutto. Le specie selvatiche di pomodoro, come gia detto in precedenza,

producono frutti molto piccoli, destinati alla propagazione naturale, mentre la domesticazione
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ha portato alla creazione di cultivar moderne con frutti molto piu grandi (Bai e Lindhout, 2007).
Sebbene il percorso evolutivo esatto della crescita del frutto rimanga sconosciuto, ¢ probabile
che le mutazioni che favorivano frutti piu grandi siano state selezionate dai primi coltivatori.
Infatti, studi su incroci tra pomodori selvatici e coltivati indicano che circa sei loci di tratti
quantitativi (QTL) sono coinvolti in questa trasformazione (Tanksley, 2004). In particolare, il
locus “peso del frutto 2.2” (fw2.2) € noto per aumentare il peso del frutto fino al 30% ed ¢ stato
identificato come uno dei primi passi cruciali nella domesticazione del pomodoro (Alpert et al.,
1995; Frary et al., 2000). La clonazione di fw2.2 ha rivelato che questo locus regola
negativamente la divisione cellulare, con mutazioni nella sequenza del promotore che portano
a frutti piu grandi attraverso una minore espressione del gene durante la fase di sviluppo del
frutto (Cong et al., 2002). La selezione per aumentare le dimensioni del frutto potrebbe aver
anche influenzato la forma del pomodoro (Tanksley et al., 1996; Grandillo et al., 1999). Inoltre,
cambiamenti nella forma del frutto sono stati influenzati da fattori, come accennato in
precedenza, come la crescente domanda di pomodori adatti alla raccolta meccanica dagli anni
'60 e la tendenza dell’uomo a cercare caratteristiche diverse e innovative (Van der Knaap e
Tanksley, 2001).

All'inizio del XX secolo, gli istituti pubblici negli Stati Uniti intensificarono il loro impegno
nella selezione del pomodoro, mentre le aziende private iniziarono a sviluppare pomodori ibridi.
Gli ibridi, che uniscono le migliori caratteristiche dei parentali, hanno scoraggiato al contempo
la propagazione dei semi da parte degli agricoltori, poiché i tratti desiderati si sarebbero “diluiti”
nelle generazioni successive. Oggi, la maggior parte delle cultivar di pomodoro, destinate al
mercato fresco e molte di quelle destinate alla lavorazione, sono ibridi. Il primo ibrido
commerciale prodotto ¢ stato denominato ‘Single Cross’ e fu introdotto nel 1946 (Dorst, 1946).
Con il "Single Cross" la produzione di ibridi portd gradualmente alla scomparsa delle varieta
autoctone, sia nel mercato fresco che nell'industria di trasformazione (Dorst, 1946; Li et al.,

2018). Oggi la selezione del pomodoro consiste nel riconoscere e combinare le specifiche
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richieste di ciascun mercato con le aziende sementiere al fine di sviluppare nuove varieta con
valore aggiunto.

Per ottenere risultati ottimali, i coltivatori devono garantire una produzione elevata di frutti di
alta qualita, mantenendo i costi di produzione ridotti (Klee e Resende, 2020).

Tuttavia, la domesticazione tradizionale delle piante, pur aumentando la produttivita, tende a
ridurre la resistenza e la diversita genetica, rendendo le colture piu vulnerabili alle condizioni
ambientali avverse (Zhang et al., 2018). Per affrontare questo problema, ¢ stata sviluppata una
strategia alternativa: la domesticazione de novo delle specie selvatiche, utilizzando strumenti
come CRISPR-Cas9 per accelerare il processo di ibridazione (Yin et al., 2017). Questa tecnica
ha permesso di superare le sfide ambientali, portando a un aumento delle dimensioni dei frutti,
un incremento del contenuto di vitamina C, una maggiore resistenza alle malattie e una migliore
tolleranza agli stress (Li et al., 2018).

Trait introduction

(" Compactplant architecture
Synchrenized fruit ripening
SP
Day-length Insensitivity
SP5G ’

Enlarged fruit size
SICLV3 and SIWUS >
Increased vitamin C level >
SIGGP1 .

v

De novo domestication
by CRISPR-Cas9

12-17L 7-12L

Coding sequences

Cis-regulatory regions

uORFs
Wild tomale Tran retention De novo-
domaesticated tomato
Biotic/abiotic tolerance >

Figura 2. Rappresentazione schematica della domesticazione del pomodoro selvatico con CRISPR-
Cas9 (Yin et al., 2017).

1.3 Metodi di coltivazione e diverse varieta

Alla fine del XIX secolo vi ¢ stato un crescente numero di varieta di pomodoro, con un

assortimento variegato di colori e usi. Le prime varieta richiedevano un'impollinazione naturale
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e consentivano una facile propagazione da parte degli agricoltori, i quali potevano agevolmente
ottenere semi dai frutti per la generazione successiva (Whatson, 1996). Tuttavia, nel XX secolo,
come accennato in precedenza, l'approccio alla coltivazione del pomodoro subi un
cambiamento significativo, con istituti pubblici e aziende private che iniziarono a privilegiare
ibridi selezionati a fini commerciali rispetto alle varieta tradizionali (UPOV Breeders Rights,
1961).

Il pomodoro puo essere facilmente coltivato in serre o camere di crescita; 1 semi germinano
uniformemente in media dopo 4 giorni se conservati a 25-27 °C, le piante crescono, fioriscono
e fruttificano a cicli di luce compresi tra 8 e 16 ore (Schwarz et al., 2014). A seconda della
varieta, la temperatura ideale cambia ed ¢ compresa in un range compreso tra 10-35 °C.
L’umidita relativa varia tra 30 e 90% a seconda delle aree di coltivazione e la concentrazione
di CO» ¢ stimata tra 200-1500 pmol mol™!. La temperatura ¢ un fattore molto importante per la
crescita delle piante, in quanto regola, insieme alla luce, 1’alternarsi dei diversi stadi fenologici
della pianta quali quello vegetativo, di fioritura e di fruttificazione. La luce (specialmente a
certe lunghezze d’onda) insieme alla concentrazione di CO: influenzano fortemente la
fotosintesi e di conseguenza anche la produzione di biomassa (Bakker, 1991; Zheng et al., 2008;
Kocsy et al., 2023; Li et al., 2023). Il pomodoro puo essere coltivato su suolo, in substrati
artificiali (come ad esempio sabbie di quarzo, perliti, agriperliti, etc) o aeroponicamente, cio¢
senza alcun substrato, con le radici che crescono chiuse in canaline. I volume della radice e le
richieste di assorbimento dell'acqua sono determinati principalmente dalle esigenze di
traspirazione delle piante (Benton-Jones, 2008). Nel terreno o nei substrati la soluzione
nutritizia ¢ comunemente fornita da un sistema di irrigazione a goccia. Tale sistema, da un lato
semplifica la fornitura della soluzione nutritizia e fa risparmiare tempo, dall’altro lato deve
esserci un controllo delle quantita di nutrienti fornite al fine di garantire un apporto uniforme
di soluzione nutritizia. Questo parametro ¢ strettamente dipendente dal tipo e dalla qualita dei

gocciolatori (Costa e Heuvelink, 2005). La densita di piante per unita di superficie ¢ un
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parametro molto importante da considerare affinche tutte le piante possano ricevere il giusto
quantitativo di luce e non vadano in competizione. Quando si coltivano pomodori a crescita
indeterminata in esperimenti a lungo termine, viene suggerito di non coltivare piu di 3,5 piante
per m 2, poiché essi devono avere sufficiente spazio per continuare a crescere. A livelli di luce
inferiori questa densita diminuisce (Heuvelink, 1995; Hogewoning et al., 2010).

Oltre al fabbisogno nutrizionale, anche 1’apporto idrico ¢ molto importante nella coltivazione
del pomodoro. Le diverse tipologie di acqua (es. deionizzata, piovana, di rubinetto, di pozzo,
acque superficiali di laghi o altre fonti) pud impattare diversamente sulla coltura, a causa sia
della diversa concentrazione di ioni in esse contenuti, sia per il fatto che in alcune tipologie di
acque potrebbero essere presenti contaminazioni da agenti biologici (Schwarz et al., 2004).
Molte sono le soluzioni nutritizie utilizzate per la coltura delle piante, soprattutto in condizione
controllate. Tra di esse troviamo ad esempio, la cosiddetta Hoagland (1944) migliorata da
Hoagland e Arnon nel 1950 e la soluzione Long Ashton, ma spesso devono essere modificate
a seconda della coltura cui vengono somministrate (Higashide, 2013). La ricetta piu testata,
studiata e applicata ¢ quella di un gruppo olandese, che ha valutato e ottimizzato una
composizione di una soluzione nutritiva adattata alle condizioni di crescita, al mezzo utilizzato
e allo stadio di sviluppo del pomodoro (De Kreij et al., 1997). Le piante di pomodoro sono
molto sensibili alla mancanza di ossigeno, ipossia, nell'ambiente delle radici, infatti 1 sintomi
dell'ipossia, come l'avvizzimento, diventano temporaneamente visibili quando le piante sono
danneggiate in modo irreversibile ed € per questo che la soluzione nutritizia deve essere sempre
aerata e con una concentrazione di ossigeno superiore a 4 mg 1 ! (Kliring e Zude, 2009).

Le varieta di pomodoro si distinguono tra quelle destinate al mercato fresco, spesso coltivate in
serra, e quelle destinate alla trasformazione industriale, comunemente coltivate in campo
(Zs6gon et al., 2017). Oltre all'irrigazione e alla fertilizzazione, una produzione di successo
richiede una gestione colturale ottimizzata, il controllo dei parassiti e un appropriato trattamento

post-raccolta (Liu et al., 2017). Attualmente, Cina e Stati Uniti rappresentano i principali paesi
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produttori di pomodori a livello mondiale con circa 189 milioni di tonnellate coltivate (Conti et
al., 2023; FAOSTAT, 2023), I’'Italia invece ¢ il primo produttore europeo, con 6.6 milioni di
tonnellate prodotte, occupando una superficie totale di 772 ettari sia in campo aperto che in
serra (Giuliani et al., 2019; FAOSTAT 2023; Istat 2023; Posadinu et al., 2023). Principalmente
nel sud Italia, in particolare nella regione Campania nell’area denominata Agro Nocerino
Sarnese vi € la maggior produzione di pomodori (Piscitelli et al., 2020).

Inoltre, il pomodoro con il suo relativamente breve ciclo di vita (90-120 giorni), € una coltura
che ha destato I’interesse non solo delle grandi aziende, ma anche dei piccoli produttori
interessati a un reddito stabile (Renna et al., 2018; Farionon et al., 2022). In condizioni ottimali,
la produttivita puo facilmente superare le 20-50 tonnellate per ettaro (Tieman et al., 2017; Wang
et al., 2017). Per soddisfare le esigenze della popolazione, le varieta commerciali di pomodoro
vengono generalmente cambiate ogni cinque anni circa (Yuling et al., 2007). Le varieta
coltivate in Italia sono piu di 5000, differenti per forma, grandezza e colore del frutto, come
accennato precedentemente. Il colore, ad esempio puo andare dal rosso al giallo, al verde fino
al nero. I pomodori piu diffusi nel nostro paese sono il pomodoro a grappolo, il San Marzano,
il Cobarino, il pomodoro nero, il pomodoro a cuore di bue, il pachino, il ciliegino, il datterino

e infine 1l pomodorino vesuviano (Strazzullo et al., 2007; Barone et al., 2018;).
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alcune delle quali sono riportate nella Tabella 1.

I pomodori comunemente utilizzati nell’industria in Italia appartengono a diverse varieta,

Varieta
Ciliegia Roma Lampo (Nun 0038) | Heinz 3406
Cuore di bue Merida uGs12J Heinz 2206
Tondo corto Barone Rosso Uno Rosso Littano
Grappolo Scarpariello Podium Ug Early (Ug 5102)
Riccio grosso Donald Progress Safaix (Npt64)
Costoluto di Parma Doppiopi Refhus Fokker NUN0104
Canestrino Heinz 9478 Nermacrimson Vulcan (Nun 0041)
Golden Sunrise Jet IS1 25533 (Vegas) | Everton (Isi 24458)
Green Zebra Leader Guadalete Perfect Peel
Noire De Russie Magnum 955 Pata Roja(ug Torry Red (To 1420)
12065)
Tigrella Stay Green Gamlex (Ntp 66) Licobrix
San Marzano Np 63 Aragon (Es 6-05)

Tabella 1. Principali varieta di pomodoro coltivate in Italia (Sardaro
et al., 2013; Al Shave et al., 2018).

1.4 Lavorazione del pomodoro e il pomodoro da industria
La lavorazione industriale del pomodoro implica una serie di fasi che si adattano al tipo di
prodotto finale desiderato. I prodotti piu diffusi sono i pomodori in scatola (esempio i pelati),
la passata di pomodoro, i succhi e i condimenti per insalata aromatizzati al pomodoro
(Kamiloglu et al., 2013; Xianli et al., 2022). La lavorazione degli alimenti puo offrire effetti
benefici come una migliore digeribilita e biodisponibilita dei nutrienti e certamente aumenta la
sicurezza alimentare (Weaver et al., 2014). Le diverse procedure per la lavorazione industriale
del pomodoro sono schematizzate nella Figura 2 e seguono i passaggi chiave descritti in
letteratura da Barringer nel 2004:
o Raccolta, conferimento e classificazione dei pomodori destinati alla trasformazione
industriale noti come “pomodori da lavorazione”. Dopo la raccolta, i pomodori vengono
trasportati all’impianto di lavorazione dove verranno sottoposti al processo di

classificazione per determinarne la qualita in base alle dimensioni, maturazione e
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varieta, poiché diverse varietd possono essere piu adatte a specifici tipi di lavorazione,
ad esempio, il san Marzano per i pelati e i pomodori tondi per la passata. Infine, abbiamo
la fase di qualita visiva dove vengono controllati i pomodori se son presenti macchie,
ammaccature, rotture della pelle o segni di malattie. I pomodori che non soddisfano tali
caratteristiche vengono scartati.

Nella fase successiva, il processo di lavaggio riveste un ruolo cruciale per garantire un
basso tenore microbico durante la lavorazione. Cid si ottiene aggiungendo cloro in
concentrazioni che variano da 50 a 200 ppm (parti per milione) all’acqua utilizzata
durante il lavaggio.

Nella fase di peeling, si rimuove la buccia dai pomodori prima di sottoporli a ulteriori
processi per I’ottenimento dei vari prodotti, come pomodori in scatola interi, a fette o a
cubetti. Due metodi di peeling ampiamente adottati includono 1’utilizzo del vapore e di
una soluzione alcalina a base di carbonato di sodio che ¢ la lisciva. Attualmente,
I'approccio preferito € 1'uso del vapore, ritenuto piu efficiente per agevolare il processo
di pelatura. Altri metodi meno diffusi comprendono il peeling a freddo e 1'utilizzo di
cloruro di calcio a caldo.

Durante la fase di frammentazione, 1 pomodori subiscono taglio e pressatura. Esistono
due approcci per lavorare i pomodori: il metodo “hot break™ e il “cold break”. Il primo
si svolge a temperature comprese tra 93 e 99°C. Nel secondo, i pomodori vengono tritati
e successivamente riscaldati leggermente per favorire l'attivita degli enzimi e aumentare
laresa. Il succo ottenuto con il metodo “cold break™ presenta minori alterazioni di colore
e sapore, ma ha una viscosita inferiore a causa dell'azione degli enzimi. Questa minore
viscosita rappresenta un vantaggio particolare per il succo di pomodoro e le bevande a
base di succo.

Successivamente, i pomodori ridotti in pezzi vengono inviati attraverso un estrattore, a

un “pulper” o un finitore per eliminare semi. L'estrazione del succo avviene tramite
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estrattori a vite, che garantiscono maggior resa ma possono riscaldare il prodotto e
causare ossigenazione, oppure tramite estrattori a paletta che, pur offrendo una resa
inferiore, preservano meglio le caratteristiche organolettiche grazie ad un trattamento
piu delicato del prodotto.

La fase di de-areazione ¢ cruciale per eliminare l'aria intrappolata durante la
frammentazione o l'estrazione. Questo processo avviene aspirando il succo e serve a
ridurre 'ossidazione del prodotto e a prevenire la formazione di schiuma durante la fase
di concentrazione.

Per aumentare la viscosita del prodotto e ridurre al minimo la separazione del siero, si
procede poi con l'omogeneizzazione del succo. Qualora il prodotto finale non sia
destinato ad essere succo, viene eseguita la concentrazione del succo per ottenere pasta
0 purea.

Per garantire la sicurezza del prodotto, prima del confezionamento asettico, viene
effettuata l'acidificazione, qualora alcune varietda di pomodori da trasformazione
abbiano un pH superiore a 4,6. Per fare ci0 si utilizzano succo di limone o acido citrico.
Successivamente, il prodotto viene pastorizzato a 88°C, in modo da eliminare gli
organismi patogeni e garantire la conservazione del prodotto integro. Esso viene poi

raffreddato e imbottigliato in contenitori sterili.
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Figura 3: Schema generale della lavorazione del pomodoro industriale (Barringer et al., 2004).
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1.5 Valori nutrizionali e nutraceutici del pomodoro

La polpa del frutto di pomodoro ¢ ricca di diverse sostanze che ne determinano le proprieta
organolettiche e nutraceutiche. In particolare, troviamo zuccheri, minerali, amminoacidi
essenziali, fibre, acidi organici, minerali, lipidi, pigmenti, vitamine, composti volatili e pectine
(Davies e Hobson 1981; Favier et al.,1997; Tan e Kerr 2015; Tilahun et al., 2017; Salehi et al.,
2019; Ahmed et al., 2020; Kumar et al., 2021; Piazza et al., 2022). Le concentrazioni di tutti
questi composti sono influenzate dallo stato di maturazione del frutto, dalle modalita di
coltivazione, dalle condizioni di crescita e dai fattori ambientali (George et al., 2004; George et
al., 2011; Garcia e Valverde et al. 2013). Nella Tabella 2 (di seguito) sono riportati il pH e 1

valori medi dei principali composti presenti nel pomodoro.

Parameters Values Range
Energy (kcal /100 g) 34.67 £ 18.74 18.00-75.00
Ash (%) 8.75 =1.69 5.90-10.60
Moisture (g /100 g) 91.18 £ 6.83 68.03-96.17
Total protein (g/100 g) 17.71 £ 5.40 10.50-25.03
Lipid (g/100 g) 496 =119 3.62-5.39
Carbohydrates (g/100 g) 5.96 = 1.37 3.92-8.00
Total sugar (g/100 g) 50.60 + 3.69 47.00-56.45
pH 3.83 =021 3.61-4.08
Acidity (%) 0.48 = 0.07 0.39-0.55
Reducing sugar (%) 35.84 +4.57 30.03-41.21
Fructose (%) 2.88 =049 1.15-3.42
Glucose (%) 245048 1.74-3.18
Sucrose (%) 0.02 = 0.05 0.01-0.02
Total fiber (g/100 g) 11.44 + 9.31 1.32-19.36

Values are expressed as mean + standard deviation.

Tabella 1. Composizione del pomodoro (Ali et al.,2020).

Tra i principali zuccheri troviamo il glucosio e il fruttosio, inoltre, sono state osservate in alcuni
casi anche tracce di altri raffinosio, arabinosio e galattosio (Garcia e Barrett, 2006; Elbadrawwy
et al. 2016).

Per quanto concerne i minerali, calcio (Ca), potassio (K), sodio (Na), fosforo (P), magnesio

(Mg), zolfo (S) e cloro (Cl), sono macronutrienti necessari in quantita piu elevate nella dieta,
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mentre altri oligoelementi come ferro (Fe), iodio (I), zinco (Zn), fluoro (F), rame (Cu),
manganese (Mn), cobalto (Co), cromo (Cr), nichel (Ni), molibdeno (Mo) e selenio (Se) sono
necessari in quantitd minori. Alluminio (Al), arsenico (As), boro (B), bario (Ba), bismuto (Bi),
bromo (Br), piombo (Pb), cadmio (Cd), cesio (Cs), germanio (Ge), litio (Li), mercurio (Hg),
rubidio (RD), silicio (Si), antimonio (Sb), stagno (Sn), samario (Sm), stronzio (Sr), tungsteno
(W), titanio (T1) e tallio (Tl), che sono necessari in quantita ancora piu piccole (1 pg/giorno) e
sono noti come elementi “in tracce” (Nielsen et al., 1984; Odriozola-Serrano et al., 2009;
Abdullahi et al., 2016; lonete et al., 2016; Solayman et al., 2016; Ivanova et al., 2018). As, Cd,
Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb, Zn sono metalli pesanti tossici anche a basse concentrazioni, poiché
tendono ad accumularsi nelle cellule (Zugrava et al., 2009).

I pomodori sono ricchi di vitamina C (acido ascorbico), provitamina A, vitamina B9 (acido
folico), vitamina E e K. In particolare, la vitamina C ¢ in quantitda maggiori rispetto alle altre
(Garcia, et al. 2006; Borguini et al., 2009). Le vitamine svolgono diverse funzioni essenziali
nell’uomo, tra cui quella di dare supporto al sistema nervoso e di avere un ruolo chiave nella
produzione di globuli rossi e nella regolazione dell'attivita enzimatica (Sure, 1933; Marcus et
al., 1990; Ali et al., 2021)

Nel pomodoro sono stati identificati complessivamente 17 amminoacidi, con gli amminoacidi
essenziali che rappresentano circa il 39,75% delle proteine totali. Tra tutti gli amminoacidi
presenti, 1'acido glutammico risulta essere il piu abbondante, con una concentrazione di circa
10,13 g per 100 g di proteine. Esso ¢ il pit comune amminoacido non essenziale, mentre la
cisteina ¢ quello meno rappresentato. Relativamente agli amminoacidi essenziali, invece, la
leucina ¢ la piu presente, mentre la metionina si trova in quantita minori (Elango e Laviano,
2017; Ali et al., 2021).

Il pomodoro ¢ anche un’ottima fonte di fitosteroli, circa 1283 mg per kg di pomodoro. Essi si
presentano comunemente come una miscela di B-sitosterolo, campesterolo e stigmasterolo, e

sono importanti per la salute umana (Ostlund et al., 2003; Ali et al., 2021).
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La maggior parte dell'attivita antiossidante deriva dalla miscela naturale di vari composti
fitochimici benefici per la salute dell’'uomo. In particolare, questo effetto ¢ attribuibile alla
presenza di carotenoidi, acido ascorbico e composti fenolici, i quali possono agire
sinergicamente e¢/o in modo antagonista (Raffo et al., 2002; Gonzalez-Cebrino et al., 2011).

I carotenoidi sono tra i composti bioattivi piu rilevanti nel pomodoro (Figura 4). Si dividono in
due grandi gruppi: il primo ¢ costituito dai caroteni, che includono il licopene (uno dei maggiori
rappresentanti), il P-carotene, 1’a-carotene, il &-carotene, il fitoene, il fitofluene e il

neurosporene (Clinton et al. 1998; Perveen, et al. 2015). Il secondo gruppo & invece
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y-Carotene

O T i e

g-Carotene, 7,8,7',8'-tetrahydrolycopene
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Phytofluene

Phytoene

Figura 4. Struttura chimica dei carotenoidi nelle piante di pomodoro
(Perveen et al., 2015).

rappresentato dalle xantofille, contenenti composti come B-criptoxantina, luteina, zethanxina,
neoxantina e cantaxantina (Marti et al., 2016). Il B-carotene, I’a-carotene e la B-criptoxantina
sono le forme di provitamina A che possono essere convertite in vitamina A nel corpo umano
(Sies, 1991; Singh et al., 2010).

Oltre ai carotenoidi, i pomodori contengono una vasta gamma di acidi fenolici e di flavonoidi,

che vengono accumulati per lo piu nella buccia. Infatti, nonostante siano prodotti di scarto, sia
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1 semi che la buccia sono ricchi di proteine, fibre alimentari, composti bioattivi e licopene (Muir
et al., 2001; Calvenzani et al. 2010; Lu et al., 2019). Tra i flavonoidi piu importanti ci sono la
rutina, la naringenina calcone e la quercetina, mentre tra gli acidi fenolici principali troviamo
l'acido clorogenico e caffeico, insieme ai loro derivati (Bovy et al., 2007). Inoltre vi sono nel
frutto anche acidi fenolici minori come I’acido p-cumarico e ferulico, insieme ai loro glucosidi
(Chaudhary et al. 2018). Sono presenti anche dei flavonoli come la miricetina e i suoi prodotti
(Shen et al., 2007). Diversi studi hanno mostrato che i pomodori coltivati in serra mostrano
una minore concentrazione di flavonoidi nella loro buccia rispetto a quelli coltivati in campo
aperto. Cio sembra essere dovuto principalmente alla diversa lunghezza d’onda della luce sotto
cui le piante si trovano a crescere (Stewart et al., 2000; Toor et al., 2006).

I flavonoidi e gli acidi fenolici, insieme ai carotenoidi, contribuiscono alle proprieta
antiossidanti e benefiche per la salute dell’uomo associate al consumo di pomodori nella dieta
quotidiana (Williams et al., 2004; Kalebek et al., 2017; Sofy et al., 2020).

Considerando nello specifico il licopene, ¢ emerso che sia il maggior responsabile della
pigmentazione rossa dei pomodori (Favati et al., 2009; Ali et al., 2021). Il contenuto ¢ diverso
a seconda della varieta che si prende in considerazione, e a seconda dello stadio di maturazione
del frutto; inoltre, variazioni del contenuto di licopene posso dipendere dalla fertilizzazione del
suolo, dalla disponibilita di acqua oppure ancora dall’intensita della luce (Heinonen et al., 1989;
Giovannucci, 1999; Trejo-Solis et al., 2013). In particolare, le varieta di pomodori a frutto
rosso tendono ad avere un contenuto di licopene piu elevato rispetto a quelle di pomodori gialli
o arancioni, poiché esso ¢ il pigmento che da appunto il colore rosso al frutto (Tilahun et al.,
2019). Per quanto riguarda la concentrazione di questo composto nei pomodori coltivati in
campo ha valori compresi tra 4,3-18,1 mg/100g (Adalid et al., 2010). Tuttavia, i livelli di
licopene variano significativamente tra la buccia e la polpa del pomodoro, cosi come tra le
diverse varieta, come accennato sopra. Infatti, ¢ stato osservato che la buccia del pomodoro pud

contenere fino a cinque volte piu licopene dalla polpa (Sharma e Le Maguer, 1996) con un
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range compreso tra 9,78 e 26,75 mg sul00g nelle cultivar rosse e 1,47-5,28 mg sul00g nelle
cultivar gialle (Singh et al., 2010).

Alcune varietd moderne di pomodori invece, sviluppano una colorazione scura della buccia,
tendente al nero o al viola, a causa di mutazioni che influenzano la biosintesi dei carotenoidi o
il processo di degradazione della clorofilla (Mes et al., 2008). Come gia citato in precedenza, il
caratteristico colore rosso del pomodoro convenzionale ¢ principalmente dovuto all'accumulo
di licopene, mentre gli antociani vengono accumulati solo nei tessuti vegetativi (Bovy et al.,
2002), tuttavia, diverse specie selvatiche di Solanum mostrano la capacita di accumularli anche
nella buccia (Jones et al., 2003; Mes et al., 2008).

Gli antociani, appartenenti alla famiglia dei flavonoidi, rappresentano un gruppo di pigmenti
naturali che conta oltre 700 strutture chimiche diverse, responsabili delle colorazioni rosso-blu
di molti frutti e verdure (Andersen et al., 2014) e dotati di forti proprieta antiossidanti (Wu,
2014). Questi composti sono di particolare interesse per l'industria agroalimentare, grazie ai
loro potenziali benefici per la salute e alla loro capacita di conferire colori vivaci a una varieta

di prodotti (Tsuda, 2012; Gerardi et al., 2018).

1.6 Effetti benefici dei composti bioattivi del pomodoro

E noto che tutte le sostanze contenute nel pomodoro (nominate nel paragrafo 1.5), assunte
regolarmente con la dieta quotidiana, possono avere effetti positivi sulla salute umana e
prevenire o curare anche alcune patologie date le loro proprieta antinflammatorie,
antiallergiche, antimicrobiche, vasodilatatorie, antitrombotiche, cardioprotettive e antiossidanti
(Raiola et al., 2014; Pem e Jeewon, 2015; Ali et al., 2021).

Alcuni studi evidenziano una riduzione del colesterolo cattivo LDL. In particolare, Tan di
Chujun e collaboratori (2024) hanno dimostrato che una dieta ad alta concentrazione di
tomatina e licopene puo ridurre il colesterolo LDL plasmatico senza modificare il livello di

colesterolo HDL. Cio ¢ dovuto al fatto che I’ossidazione delle lipoproteine a bassa densita
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(LDL) danneggia le pareti arteriose, favorendo cosi la formazione di placche aterosclerotiche
(Badimon et al., 2010; Cheng et al., 2017; Sakemi et al., 2020; Zhu et al., 2020). L’integrazione
di licopene e tomatina nella dieta, insieme ad altri antiossidanti, inibisce quindi 1’ossidazione
delle LDL (Fuhrman et al., 1997; Gu et al., 2008). Inoltre, la presenza dei fitosteroli nel
pomodoro contribuisce a bloccare i siti di assorbimento del colesterolo nell’intestino,
riducendone I’assorbimento e quindi portando anche in questo caso ad una riduzione delle LDL
nel circolo sanguigno (Ostund et al., 2003).

Oltre ai benefici sul colesterolo, ¢ stato osservato che il consumo di pomodori puo avere effetti
positivi sull’obesita, che ¢ un fattore di rischio per lo sviluppo di malattie croniche come le
malattie cardiovascolari, coronariche, epatiche e 1’insorgenza di alcune tipologie di cancro
(Cummings e Schwartz, 2003; Hung et al., 2004; Boeing et al., 2012; Slavin et al., 2012; Imran
et al., 2020; Saini et al., 2020). Alcuni lavori riportati in letteratura evidenziano che prodotti a
base di pomodoro, contenenti licopene, possono inibire I’aumento di peso corporeo nei ratti
alimentati con una dieta ricca di grassi (A-Young et al., 2012; Dalzenne et al., 2020). Tuttavia,
nell’'uomo non ¢ ancora stata dimostrata 1’efficacia del licopene nella soppressione
dell’aumento di peso. Nonostante ci0, diversi studi hanno mostrato un’evidente riduzione del
tessuto adiposo bianco nei mammiferi, come nei ratti sopracitati, alimentati con prodotti a base
di pomodoro; percio, ulteriori studi sull’uomo, potrebbero avere un riscontro positivo anche in
questo ambito (Markovits et al., 2009; Merenkova et al., 2020).

Sono stati studiati anche i benefici dei pomodori sull'insorgenza di alcune tipologie di cancro
(Franceschini et al., 1998; Ezzat et al., 2019). Il licopene, grazie alla sua capacita di proteggere
le cellule dai danni ossidativi, contribuisce a prevenire le aberrazioni cromosomiche che
possono verificarsi nel DNA danneggiato dalle specie reattive dell’ossigeno (ROS) o da agenti
cancerogeni (Alshatwi et al., 2010; Liskova et al., 2019; Choudhari et al., 2020). E stato
dimostrato che I'assunzione di prodotti a base di pomodoro, ricchi di licopene, ¢

significativamente associata a una riduzione del rischio di cancro alla prostata, del tratto
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gastrointestinale, di quello alla ghiandola mammaria, del polmone, dell’endometrio e di
leucemia (Franceschini et al., 1994; Levy et al. 1995; Amir et al., 1999; Gloria et al., 2014;
Siler et al., 2004). In particolare, il consumo di prodotti a base di pomodori cotti ¢ risultato pit
efficace rispetto ai pomodori crudi, grazie alla maggiore biodisponibilita del licopene, che
aumenta con l'uso del calore e la presenza di grassi (Etminan et al., 2004).

Per quanto riguarda studi sulle malattie neurodegenerative come 1’ Alzheimer, il Parkinson e
l'ischemia cerebrale associata all'ictus, ¢ stato visto che grazie alla presenza di vitamina C,
vitamina E e licopene, I’assunzione di pomodoro pud aumentare [’attivitda di enzimi
antiossidanti quali la glutatione perossidasi e la superossido dismutasi, riducendo cosi la
perossidazione lipidica nell’area dell’ippocampo e della corteccia cerebrale del cervello, in
generale diminuendo lo stress ossidativo ma anche 1’apoptosi neuronale (Karppi et al., 2012; Li
e Xu, 2014; Asokan et al., 2015).

I carotenoidi possono inoltre svolgere un ruolo nella riduzione della resistenza insulinica e dello
sviluppo del diabete, in letteratura ¢ stato visto come il beta-carotene e il licopene siano
responsabili della riduzione dell’intolleranza al glucosio in pazienti diabetici e un
miglioramento dei livelli di emoglobina glicata nei pazienti anziani con diabete mellito di tipo
2 (Ford et al., 1999; Polidori et al., 2000; Bates et al., 2004; Buttris and Stokes, 2008; Lui et al;
2018; Abdel-Daim et al., 2019).

Alcuni studiosi hanno valutato I’efficacia di alcune sostanze contenute nei pomodori anche sulla
salute della pelle (Saewan et al., 2015): le loro proprieta antiossidanti prevengono gli effetti
dannosi delle radiazioni UV durante 1’esposizione solare, prevenendo malattie quali cancro
della pelle (melanoma maligno), fotoinvecchiamento, fotosensibilita (Matsumura et al., 2004;
Gu et al., 2020).

Altri benefici segnalati dei composti del pomodoro per la salute della pelle includono la

protezione dalla tossicita dei metalli pesanti e dalle punture di zecche proteggendo cosi da
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infezioni trasmesse da questi organismi come la malattia di Lyme (Tito et al. 2011; Boulanger
etal., 2015).

Per quanto riguarda il microbioma intestinale ¢ stato dimostrato, in diversi studi presenti in
letteratura, che i pomodori liofilizzati ricchi di flavanoli, possono migliorare la composizione
del microbioma intestinale aumentando le popolazioni di Flavobacterium e Lactobacillus,
diminuendo quelle di Oscillospira, con conseguente riduzione delle risposte inflammatorie a
livello intestinale (Liso et al., 2018; Scarano et al., 2018).

Licopene, beta-carotene e vitamina C hanno quindi in generale un impatto positivo anche sul
sistema immunitario, in quanto favoriscono la riduzione dei ROS a livello plasmatico,
migliorano la comunicazione cellula-cellula (Caisero et al., 2020), aumentano la produzione di
linfociti T e Pattivita litica delle cellule natural killer (Van Gorkom et al., 2018).

Pur offrendo numerosi benefici per la salute, 'assunzione in determinate condizioni fisiche o il
consumo eccessivo di pomodori pud provocare effetti indesiderati sull'organismo. Gli effetti
avversi dell'assunzione di pomodoro sono associati a problemi renali, allergie, artrite, bruciore

di stomaco ed emicrania (Salehi et al., 2019).

2. Composti del metabolismo primario e secondario nel pomodoro

Il regno vegetale ¢ in grado di sintetizzare un'enorme varieta di composti organici a basso peso
molecolare. Questi composti sono stati suddivisi dalla comunita scientifica in tre principali
categorie in base alle loro funzioni: i metaboliti primari, essenziali per la crescita e lo sviluppo
delle piante; 1 metaboliti secondari (o specializzati), che facilitano le interazioni tra la pianta e
il suo ambiente; infine, gli ormoni, che regolano i processi biologici e il metabolismo degli

organismi vegetali (Figura 5; Erb e Kliebenstein 2020).
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Figura 5. T composti a basso peso molecolare nelle piante sono suddivisi in
metaboliti primari, secondari e ormoni. (Erb e Kliebenstein 2020).

La biosintesi dei metaboliti ¢ influenzata dalle condizioni di crescita della pianta (Diouf et al.,
2018) che ¢ messa a dura prova dalla presenza di condizioni avverse quali scarsita delle risorse
idriche, la salinita del suolo, la temperatura e altri stress abiotici (Fahad et al., 2017; Gharbi et

al., 2017).

2.1 I composti del metabolismo primario

Il metabolismo primario include processi biochimici fondamentali per la crescita, lo sviluppo e
la riproduzione della pianta come la sintesi e la degradazione delle principali molecole
organiche quali carboidrati, proteine, lipidi e acidi organici (Fabregas and Fernie, 2021). 1
metaboliti primari sono sempre presenti nelle specie vegetali e sono piu abbondanti dei
metaboliti secondari (Erb et al., 2020). Il pomodoro ¢ un frutto definito climaterico, in quanto
presenta un picco nella respirazione e nella produzione di etilene nella prima parte della

maturazione (Li et al., 2019). Successivamente, con 1’avanzare della maturazione, i tessuti del
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pomodoro passano da essere tessuti parzialmente fotosintetici a veri e propri tessuti eterotrofi
attraverso la parallela differenziazione dei cloroplasti in cromoplasti con un aumento di
carotenoidi e licopene nelle cellule dei frutti maturi (Carrari and Fernie, 2006). Il numero di
plastidi e il contenuto di clorofilla e carotenoidi sono strettamente correlati con 1’attivita
fotosintetica ¢ 1’accumulo di fotosintati che, a loro volta, sono influenzati sia da fattori
ambientali sia genetici (Quinet et al., 2019).

Nei frutti di pomodoro, gli zuccheri, derivati dalla fotosintesi, forniscono dolcezza al frutto
maturo e sono importanti per generare la pressione di turgore e per promuovere 1’espansione
cellulare, ma agiscono anche da controllori dello sviluppo e del metabolismo dei frutti
(Kanayama, 2017).

Gli acidi organici, prodotti nel metabolismo primario all’interno del pomodoro, sono i principali
attori del sapore acido del frutto attribuito alla presenza di acido malico e acido citrico che
costituiscono insieme oltre i1l 90% del pool totale di acidi organici nei frutti maturi (Bastias et
al., 2011). Di conseguenza per ottenere un sapore gradevole nel pomodoro, ¢ necessario avere
un alto contenuto di zucchero e un elevato livello di acidi. Se il livello di acidi ¢ alto ma quello
di zucchero ¢ basso, il pomodoro risultera troppo aspro, mentre un alto contenuto di zuccheri
con bassi livelli di acidi produrra un sapore insipido (Davies and Hobson, 1981; Huang et al.,
2015; Tieman et al., 2017). Gli acidi organici infine partecipano attivamente al ciclo di Krebs
essendo degli intermedi, sono coinvolti nella regolazione del pH e nel metabolismo energetico
della pianta (Farre et al., 2001; Yin et al., 2010; Nguyen et al., 2023).

Per quanto riguarda le proteine vengono sintetizzate a partire dal carbonio fissato durante la
fotosintesi e 1’azoto assorbito dal suolo, la concentrazione totale di amminoacidi liberi nei frutti
di pomodoro varia tra il 2,0% e il 2,5% del peso secco (Sorrequieta et al., 2010). Tra gli
amminoacidi pitu abbondanti vi sono l'acido glutammico (Glu), I'acido aspartico (Asp) e l'acido
y-amminobutirrico (GABA) (Snowden et al., 2015). In particolare, il GABA, un amminoacido

non proteico a quattro atomi di carbonio, ¢ noto per le sue proprieta funzionali nella riduzione
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della pressione sanguigna nel corpo umano (Zhao et al., 2018). Nelle piante, il GABA ¢ un
metabolita importante che regola il pH citosolico. La sua concentrazione ¢ elevata nella fase di
maturazione verde dei pomodori, ma diminuisce progressivamente durante la maturazione
(Klee and Giovannoni, 2011). Anche gli amminoacidi aromatici aumentano di concentrazione
e sono di particolare interesse poiché fungono da precursori per i composti volatili del sapore
durante il processo di maturazione (Mounet et al., 2009).

I lipidi, tra cui fosfolipidi, glicerolipidi e galattolipidi, svolgono una vasta gamma di funzioni
essenziali. Essi contribuiscono all'immagazzinamento del carbonio attraverso i componenti
delle membrane cellulari e funzionano anche come molecole di segnalazione. (Farre, et al.,
2001; Aid, 2019). Molti studi si sono anche concentrati sui semi di pomodoro in quanto 1’olio
di questi semi ¢ un’eccellente fonte di acidi grassi coinvolti nella crescita delle piante (Aluyor
and Ori-Jesu 2008; Botinestean et al., 2012).

Il metabolismo primario € anche essenziale in quanto fornisce i precursori per il metabolismo

secondario (Carrari e Fernie, 2006; Pott et al., 2019; Luo et al., 2023).

2.2 1 composti del metabolismo secondario

Il metabolismo secondario delle piante comprende diversi gruppi di composti, alcuni dei quali
sono stati gia menzionati nei paragrafi precedenti. Tra le sostanze di maggior interesse troviamo
1 fenoli, 1 terpeni e alcuni composti quaternari contenenti azoto: la presenza di queste sostanze
nelle piante pud avere un valore tassonomico (es. alcune famiglie possono avere certi
determinati composti che non sono presenti in altre). Tali molecole possono svolgere il ruolo
di mediatori ecologici tra le piante e I’ambiente che le circonda (considerando come tale sia la
parte biotica che abiotica) (Hartmann et al., 2007). I metaboliti secondari sono importanti nella
difesa delle piante contro i patogeni. La loro produzione e attivazione viene stimolata dal
riconoscimento dei patogeni tramite proteine di difesa (Ahuja et al.,, 2012). La sintesi e

I'accumulo di metaboliti secondari sono influenzati da una varieta di fattori, tra cui quelli
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genetici, ontogenici e ambientali, come la luce, la temperatura, la fertilita e la salinita del suolo
(Ramakrishna et al., 2011; Yang et al., 2018; Nogia et al., 2021).

In particolare, per quanto riguarda la pianta di pomodoro, alcuni dei principali metaboliti
secondari che vengono prodotti fanno parte della categoria degli alcaloidi, generalmente
considerati fattori antinutrizionali della nostra dieta, ossia fattori che impediscono
I’assorbimento di sostanze nutritive, e talvolta possono essere tossici. Fanno parte di questo
gruppo 1’a-tomatina e la deidrotomatina con proprieta antifungine e antibatteriche (Friedman,
2015). Esse conferiscono un sapore amaro al frutto ed ¢ presente ad alte concentrazioni nelle
prime fasi di sviluppo del frutto, per poi diminuire durante il corso della maturazione (Tohge e
Fernie, 2015).

Nel gruppo dei fenoli abbiamo gli acidi fenolici a cui appartengono 1’acido clorogenico, 1’acido
caffeico e I’acido ferulico, noti per le loro proprieta antiossidanti, e i flavonoidi che includono
la quercetina, il kaempferolo e la rutina, il cui accumulo ¢ limitato nella buccia. questi composti
hanno un effetto per lo piu antiossidante e antinflammatorio (Bovy et al. 2007; Ballester et al.,
2016; Tamasi et al., 2019).

Un’altra categoria ¢ quella dei terpeni di cui fanno parte i carotenoidi, gia descritti in precedenza
per le loro proprieta bioattive (Shinozaki et al., 2018). I terpeni sono secreti da strutture
specializzate, 1 tricomi ghiandolari, che producono una miscela di monoterpeni e sesquiterpeni
(Zabel et al., 2021). I tricomi sono presenti sia nel frutto che sulla superficie di foglie e fusti del
pomodoro, in particolare vi sono sette diversi tipi di tricomi: tipo non ghiandolare II, III, V e
tipi ghiandolari I, IV, VI e VII (Luckiwill et al., 1943). La loro presenza e distribuzione
dipendono dalla specie di pomodoro, dal tessuto e possono essere influenzate anche dalle
condizioni ambientali (es. stress biotici o abiotici) (Chen et al., 2018; Escobar-Bravo et al.,
2018). In particolare, i tricomi di tipo VI producono elevate quantita di sesquiterpenoidi e sono

costituiti da quattro cellule secretorie in cima a un asse multicellulare. Si possono trovare sulle
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parti verdi della maggior parte delle specie di pomodoro, incluso il pomodoro coltivato (Glas
et al., 2012; Nakashima et al., 2016).

Infine, i composti organici volatili (VOC) come il linalolo presente nel frutto maturo e il beta-
cariofillene, contribuiscono all’aroma e al sapore dei frutti di pomodoro e possono avere
proprieta antimicrobiche e repellenti per i patogeni e gli erbivori (Shinozaki et al., 2018) percio,
essi sono prodotti come parte di una strategia di difesa contro lo stress biotico e abiotico, oltre
che a contribuire alle funzioni fisiologiche dell’organismo produttore (Maffei et al., 2011).
Questi composti volatili sono derivati da vari precursori, tra cui acidi grassi, carotenoidi e
amminoacidi (Bauchet et al., 2017). Tra i principali contribuenti al sapore del frutto ci sono cis-
3-esanale, , esanale, 3-metilbutanale, 6-metil-5-epten-2-one, 1-pentan-3-one, trans-2-esanale,
salicilato di metile, 2-isobutiltiazolo e B-ionone (Carrari and Fernie, 2006). Altri invece presenti
nelle foglie verdi della pianta che danno il caratteristico aroma fresco di erba tagliata sono C6
I-esanolo, (Z)-3-esenale, (E)-2-esenale o esanale, e la sostanza volatile C5 1-penten-3-one
(Rambla et al., 2014). Tutti questi composti contribuiscono al processo di maturazione del
frutto. La maturazione del frutto attiva percorsi che generalmente influenzano 1 livelli di
pigmenti, zuccheri, acidi e sostanze volatili associate all'aroma per rendere il frutto piu
attraente, promuovendo contemporaneamente I'ammorbidimento e la degradazione dei tessuti

per consentire un piu facile rilascio dei semi (Matas et al., 2009).

2.3 1l controllo ormonale nella maturazione del frutto

I fitormoni sono parte integrante della regolazione dello sviluppo dei frutti, che comprende
diversi step tra cui 1’allegagione, la crescita e la maturazione. L’allegagione avviene in seguito
alla fecondazione ed ¢ associata alla segnalazione di auxina e acido gibberellico (GA)
(Srivastava and Handa, 2005). La crescita dei frutti invece consiste nella divisione cellulare,
influenzata dall’auxina, e nell’espansione cellulare mediata dall’interazione sinergica tra auxina

e GA (acido gibberellico) (Hu et al., 2019). La maturazione del frutto si verifica nel momento
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in cui i livelli di auxina e GA diminuiscono e in concomitanza aumentano quelli di acido
abscissico (ABA) ed etilene (Biale 1964; Pasaresi et al., 2014).

Si riconosce comunemente che i frutti carnosi possono essere classificati in due categorie: frutti
climaterici, come mela, albicocca, avocado, banana e pomodoro, e frutti non climaterici (come
agrumi, uva lampone e fragola (Klee and Giovannoni, 2011). La principale distinzione tra questi
due gruppi risiede nell’aumento repentino della respirazione e nella produzione di etilene che
avviene all’inizio della maturazione nei frutti climaterici (Karlova et al., 2014). In conclusione,
quindi oltre all’etilene vi sono altri ormoni che sono coinvolti nello sviluppo e maturazione del
frutto (Serrani et al., 2010), in particolare 1’auxina e le gibberelline sono gli ormoni
predominanti richiesti per I’inizio della maturazione del frutto in risposta alla fecondazione ed
entrambi portano allo sviluppo partenocarpico (De Jong et al., 2009). E stato poi dimostrato un
ruolo importante di citochinine, acido jasmonico (JA) e acido abscissico (ABA) insieme
all’etilene nella formazione del frutto (Ding et al., 2013; Kumar et al., 2014). In particolare,
sarebbe un segnale derivante dall’ABA a innescare il vero e proprio inizio della maturazione

del frutto (Joldersma e Lui, 2018).

3. Simbiosi delle piante con i microorganismi benefici del suolo (MBS)

Le comunita microbiche sono essenziali per lo sviluppo e il metabolismo delle piante. La ricerca
ha dimostrato che numerosi microrganismi benefici del suolo (MBS) associati alle piante
possono influenzare significativamente la germinazione dei semi, il vigore delle piantine, la
crescita e lo sviluppo delle piante, la nutrizione, la resistenza alle malattie e la produttivita (Van
der Heijden et al., 1998, 2006, 2008). Questi microorganismi fanno parte di quello che viene
definito microbioma vegetale. I MBS apportano numerosi benefici alla salute dell’organismo
vegetale. Gli scambi tra la pianta e questi microrganismi sono dovuti a relazioni di tipo
simbiotico, spesso mutualistiche, in cui la pianta cede il carbonio fissato fotosinteticamente.

Esso viene depositato in distretti come spermosfera, fillosfera, rizosfera e micorrizosfera,
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fornendo ai microrganismi cio di cui necessitano per svolgere il loro ciclo vitale ( Nelson, 2004;
Frey-Klett et al., 2007; Berendsen et al., 2012; Vorholt, 2012 ). La rizosfera, la stretta area che
circonda e influenza le radici delle piante, ¢ un punto focale per un'ampia varieta di organismi
ed ¢ considerata uno degli ecosistemi pit complessi del pianeta (Hinsinger et al., 2009;
Raaijmakers et al., 2009). Questa zona ospita un'ampia gamma di organismi, tra cui batteri
promuoventi la crescita della pianta (PGPB — dall’inglese Plant Growth Promoting Bacteria),
funghi micorrizici arbuscolari (AMF - dall’inglese Arbuscular Mycorrhizal Fungi), oomiceti,
nematodi, protozoi, alghe, virus, archei e artropodi (Bonkowski et al., 2009; Buée et al., 2009;
Bona et al., 2018). In particolare, AMF e PGPB sono noti per migliorare la crescita delle piante
e aumentare la produttivitd della biomassa. Infatti, ¢ ben noto che questi microrganismi
influenzino anche il metabolismo secondario della pianta e siano impiegati anche in strategie
volte a migliorare la concentrazione di metaboliti secondari con attivita antiossidante in diversi
organi della pianta (Tiepo et al., 2018; Stegelmeier et al., 2022).

Le piante inoculate con AMF e PGPB diventano piu resistenti ai patogeni e migliorano
l'assorbimento di acqua e nutrienti dal suolo (Bona et al., 2016; Berger et al., 2017; Nasuelli et
al., 2023; Todeschini et al., 2018; Balderas- Ruiz et al., 2021; Chandrasekaran et al., 2021). In
cambio, 1 microrganismi simbionti ricevono zuccheri prodotti dalla fotosintesi della pianta, che
fungono da fonte di nutrimento essenziale per il loro ciclo vitale, in particolare per 1 funghi
micorrizici (Berta et al. 2015; Hempel, 2018).

Le interazioni tra piante ¢ AMF/PGPB possono avere effetti variabili sulla crescita e sul
metabolismo delle piante. Tali effetti possono essere infatti positivi, negativi o neutri. Questi
effetti dipendono da diversi fattori, come le condizioni ambientali, le specie vegetali coinvolte
e le specie o 1 ceppi fungini o batterici. D’altro canto, la compatibilita tra i diversi microrganismi
puo influenzare il risultato dell'inoculazione. Spesso, gli inoculi contengono una combinazione
di microrganismi selezionati per massimizzare la performance e la fitness della pianta (Desai et

al., 2016).
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3.1 Batteri promuoventi la crescita della pianta (PGPB)

I PGPB comprendono un'ampia gamma di generi che interagiscono positivamente con le
colture. Tra i1 principali ritroviamo Acinetobacter, Agrobacter, Arthobacter, Azotobacter,
Azospirillum, Burkholderia, Bradyrhizobium, Rhizobium, Frankia, Serratia, Thiobacillus,
Pseudomonas e Bacillus (Vessey, 2003; Glick 2015). Questi batteri possono migliorare la salute
delle piante attraverso meccanismi diretti e indiretti, come la fornitura di nutrienti non altrimenti
accessibili alle radici, 'influenza sulla morfologia e sulla biomassa delle piante e I'aumento
della resistenza contro fitopatogeni e stress abiotici (Figura 6; Antoszewski et al., 2022; Kulkova
et al., 2023).

Tra i meccanismi d’azione diretti vi sono i meccanismi che si verificano all’interno della pianta
e influenzano direttamente il metabolismo della stessa (Vessey, 2003), tra cui sequestro del
ferro (Fe) grazie alla produzione di siderofori, solubilizzazione del fosforo (P), fissazione
dell'azoto (N7) (Hayat et al., 2010),la regolazione dei livelli di fitormoni, inclusa la produzione
di auxine (Mishra et al., 2010), citochinine, gibberelline e la riduzione dell'etilene (Glick et al.
2007; Saleem et al. 2007; Frapton et al., 2012).

I meccanismi d’azione indiretti, invece, sono principalmente legati ai processi di biocontrollo,
inibendo il funzionamento di uno o piu organismi patogeni delle piante. Si riferiscono a
meccanismi che quindi si verificano all’esterno della pianta (Vessey, 2003). Questi includono
la competizione per nicchie nella rizosfera, la chelazione del ferro disponibile, I'interferenza
con la produzione di tossine da parte di patogeni (Beneduzi et al. 2012), I'induzione di resistenza
sistemica (van Loon, 2007; Lugtenberg and Kamilova 2009; Sanchez et al., 2023), la
produzione di lipopolipeptidi, antibiotici, amminociclopropano-1-acido carbossilico deaminasi
(ACC), enzimi idrolitici (chitinasi, cellulasi, proteasi, glucanasi), I’induzione di una resistenza
sistemica nelle piante ISR, e la produzione di siderofori e di esopolisaccaridi (Gupta et al. 2015;

Saxena et al., 2020; Dobrzynski et al.,2022; Sarmiento-Lopez et al., 2022;).
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Figura 6. Meccanismi diretti ¢ indiretti dei PGPB ( Kulkova et al.,2023).

3.1.1 Meccanismi diretti dei PGPB

Auxina

I PGPB migliorano lo sviluppo delle piante principalmente producendo auxine, con l'acido
indol-3-acetico (IAA) come il piu rilevante, pertanto, circa 1'80% dei microbi della rizosfera ¢
in grado di sintetizzare auxina come metabolita secondario (Patten e Glick, 1996). L'auxina
regola processi chiave come geotropia, fototropia, differenziazione dei tessuti vascolari,
dominanza apicale, formazione delle radici, divisione cellulare e allungamento radicale e del
fusto (Grobelak et al., 2015). Inoltre, 'lAA prodotto dai batteri pud aumentare le riserve di
auxina nelle piante, migliorando la lunghezza, 'area delle radici e aumentando la produzione di
essudati radicali per una migliore assorbimento dei nutrienti (Ali et al., 2010). L'TAA si produce
prevalentemente nell'apice del fusto e viene trasportato verso la radice, dove si accumula nel
centro quiescente, ossia un gruppo di cellule indifferenziate con attivita di divisione ridotta che

mantiene le cellule staminali del meristema radicale in uno stato indifferenziato e contribuisce
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alla riparazione dei tessuti in caso di danno, fondamentale quindi per lo sviluppo delle radici
(Brunoud et al., 2012). Le proteine che trasportano l'auxina piu conosciute sono quelle del
gruppo PINs, ABCB e AUXI1/LAX, che sono attivate da una cascata di segnalazione che
coinvolge il recettore dell'auxina Transport Inhibitor Response 1, TIR1 (Petrasek e Friml,
2009). La concentrazione di auxina ¢ fondamentale per determinare se essa stimola o inibisce
la crescita delle piante. Diverse piante e cultivar hanno sensibilita differenti all'auxina, e il suo
effetto varia a seconda delle concentrazioni di auxina endogena (Cheng et al., 2013). Se i livelli
di auxina di una pianta sono sub-ottimali, I'TA A batterico puo stimolare lo sviluppo delle radici;
tuttavia, se i livelli sono ottimali o supraottimali, I'TAA puo inibire la crescita (Spaepen et al.,
2007, Glick 2012). L'TAA puo essere sintetizzato nei batteri attraverso diverse vie biosintetiche,
come la via dell'acido indol piruvico (IPyA), la via dell'indol acetamide (IAM) e la via dell'indol
acetaldossima (IAOx) (Duca et al., 2014). La presenza di tre vie biosintetiche dell’TAA riflette
I’importanza di quest’ultima nella vita e nel funzionamento dei batteri. Inoltre, € stato studiato
come il gene ipdC, responsabile della produzione di IAA, sia regolato da un meccanismo di
retroazione positiva, dove una maggiore quantita di IAA prodotto incrementa l'espressione del

gene (Spaepen e Vanderleyden 2011).

Etilene - ACC deaminasi

L'etilene ¢ un ormone presente in tutte le piante superiori ed € coinvolto nella regolazione dello
sviluppo cellulare e della crescita delle piante, oltre a svolgere un ruolo cruciale nella risposta
agli stress biotici e abiotici (Abeles et al., 1992; Ibort et al., 2017; Orozco-Mosqueda et al.,
2020). La sintesi dell'etilene nelle piante ¢ influenzata da vari fattori come altri ormoni vegetali,
temperatura, luce e stress (Gamalero e Glick, 2015). Un aumento eccessivo di etilene, mediante
I’azione dell’enzima ACC ossidasi, causa un evento noto come "stress da etilene": si verifica
in risposta a condizioni avverse, come la presenza di metalli, temperature estreme, patogeni o

danni fisici, e puo danneggiare lo sviluppo di radici e germogli (Barnawal et al., 2012; Ali et
38



al., 2014). I PGPB, che producono ACC deaminasi, possono ridurre i livelli di etilene da stress
convertendo I'ACC, il precursore dell'etilene, in a-chetobutirrato e ammoniaca, alleviando cosi
le piante dai danni indotti dallo stress e ristabilendo la normale crescita (Glick, 2012, 2014).
Durante lo stress, la sintesi dell'etilene avviene in due fasi: il primo piccolo picco consuma
I'ACC esistente e attiva la produzione di proteine di difesa, mentre il secondo picco, pit ampio,
causa senescenza, clorosi e caduta delle foglie. Ridurre la concentrazione dell'etilene della

seconda fase puo mitigare i danni dovuti allo stress (Yim et al., 2013).

Citochinine

Le citochinine sono ampiamente distribuite in alghe, batteri e piante superiori. Nelle piante,
vengono principalmente sintetizzate nelle radici e trasportate tramite lo xilema ai germogli,
dove regolano la differenziazione cellulare nei tessuti meristematici (De Rybel et al., 2016). La
prima citochinina scoperta ¢ stata la kinetina, isolata in lievito e non dalle piante (Miller et al.,
1955). La zeatina, invece, ¢ la forma piu comune nelle piante ed ¢ stata isolata per la prima
volta dal mais (Zea mays) (Schifer et al., 2015).

Le citochinine, in base alla loro struttura, possono essere di tipo adenina (come la kinetina e la
zeatina) o di tipo fenilurea (come la difenilurea e il thidiazuron), regolano numerosi processi
fisiologici, tra cui la dominanza apicale, la divisione cellulare favorendo lo sviluppo dei tessuti,
la germinazione dei semi, 1'allungamento delle radici, la formazione di peli radicali, lo sviluppo
di fiori e frutti. Sono inoltre inoltre coinvolte nella crescita del fusto,nell’espansione delle
foglie, nella differenziazione dello xilema e dei cloroplasti e nelle interazioni pianta-patogeno.
Ritardano inoltre la senescenza fogliare accumulando la clorofilla (Sakakibara, 2006). Le
citochinine antagonizzano l'azione dell'auxina nello sviluppo delle radici primarie, inibendo la
formazione delle radici laterali, come dimostrano alcuni studi su Arabidopsis (Chang et al.,
2013; Schaller et al., 2015). La presenza di geni legati alle citochinine ¢ evidente in diversi

PGPB, e l'inoculazione di batteri come, ad esempio, Bacillus subtilis pud aumentare il
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contenuto di citochinine promuovendo la crescita delle piante, come ¢ stato dimostrato in studi

su Lactuca sativa (Arkhipova et al., 2005).

Gibberelline

Le gibberelline sono un ampio gruppo di acidi carbossilici diterpenoidi tetraciclici con scheletri
di carbonio C20 o C19. Ne sono state identificate circa 136, denominate da GA1 a GA136
(Dodd et al., 2010; Hedden and Thomas, 2012). Tuttavia, solo quattro di esse sono state
identificate nei batteri: GA1, GA3, GA4 e GA20, di cui GA1 ¢ GA4 risultano le piu attive
(Gupta et al., 2016; Nelson e Steber 2016). Le gibberelline sono note per stimolare la crescita
e attivare processi chiave come la germinazione dei semi, l'allungamento del fusto, la fioritura
e lo sviluppo dei frutti, oltre a migliorare il tasso di fotosintesi e il contenuto di clorofilla (You
et al., 2012; Khan et al., 2015; Zaidi et al., 2015). Sono note perd anche per inibire la crescita
delle radici attraverso il sistema di segnalazione delle gibberelline e il repressore DELLA, che
attiva 1 geni che stimolano le gibberelline (Minguet et al. 2014; Wang et al. 2015; Nelson e
Steber 2016; Martinez et al. 2016).

La produzione di gibberelline da parte di batteri promotori della crescita delle piante (PGPB) ¢
stata osservata in generi come Achromobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,

Acinetobacter, Rhizobium, Herbaspirillum e Gluconobacter (Deka et al. 2015).

Fissazione azoto

L'azoto ¢ essenziale per la crescita delle piante, ma 1'azoto atmosferico (N2) non ¢ utilizzabile
direttamente dalle piante, di conseguenza, deve essere convertito in ammoniaca attraverso
processi che richiedono molta energia, che pud provenire da combustibili fossili o dalla
fissazione biologica dell'azoto, che utilizza ATP (Baas et al., 2014; Zhang et al., 2015). I batteri
fissatori di azoto, come Rhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium,

Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Frankia, Azoarcus, Achromobacter, Burkholderia e
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Herbaspirillum (Pérez-Montafio et al., 2014; Turan et al., 2016), stabiliscono simbiosi con
piante, principalmente della famiglia delle Leguminose, formando noduli radicali in cui ¢
presente 1’enzima nitrogenasi che ¢ in grado di fissare 1’azoto atmosferico producendo come
prodotto finale ammoniaca (Gage, 2004; Tac et al., 2020; Yang et al., 2022).

Un problema associato all'attivita dell'enzima nitrogenasi ¢ la riduzione di H" a H> (gas
idrogeno), che rappresenta uno spreco di ATP e riduce I'efficienza complessiva del processo di
fissazione dell'azoto di circa il 30%. Tuttavia, alcune ceppi batterici possiedono un enzima
chiamato idrogenasi che puo recuperare I'H> perso dall'atmosfera e convertirlo nuovamente in
H" per la produzione di ATP, migliorando cosi l'efficienza della fissazione dell'azoto (Adams

et al., 1981; Berger et al., 2021).

Solubilizzazione del fosfato

I batteri solubilizzatori di fosforo (PSB) migliorano 'apporto di fosforo alle piante trasformando
fosfati organici e inorganici insolubili in forme assimilabili attraverso dei meccanismi di
solubilizzazione che comprendono 1'uso di ioni idrossile, acidi organici, protoni, siderofori e
CO2 (Rodriguez e Fraga, 1999). I principali generi di questi batteri includono Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas, Azotobacter e Azospirillum (Banerjee et al. 2005; Saharan e Nehra
2011). Gli acidi organici prodotti, come l'acido gluconico, abbassano il pH e rilasciano 1 fosfati
(Khosro, 2012). La maggior parte del fosforo organico nel suolo, presente come fitato, non ¢
facilmente disponibile per le piante poiché nelle radici vegetali 1’attivita dell’enzima fitasi ¢
ridotta. Al contrario, molti PGPB sono in grado di solubilizzare il fitato e altri composti organici

del fosforo (Rodriguez e Fraga 1999; Peix et al. 2001; Sharma et al. 2017).

Assorbimento del ferro

I siderofori sono piccole molecole peptidiche che legano gli ioni ferro e servono come

trasportatori di questo elemento (Goswami et al., 2016). I batteri che producono siderofori
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hanno un’alta affinita per il ferro, lo legano e lo rendono disponibile per la pianta o per il
batterio stesso; di conseguenza, possono inibire la proliferazione dei patogeni riducendo la
quantita di ferro disponibile per questi ultimi (Sandy e Butler, 2009; Shen et al., 2013). Alcuni
studi hanno dimostrato l'efficacia dei siderofori, come quelli prodotti da Chryseobacterium spp.
C138 che migliora l'approvvigionamento di ferro nelle piante di pomodoro (Radzki et al.,
2013), e ceppi di Pseudomonas che hanno incrementato germinazione e crescita delle piante

(Sharma e Johri, 2003).

3.1.2 Meccanismi indiretti dei PGPB

Antibiotici

Il principale meccanismo attraverso il quale i batteri promotori della crescita delle piante
contrastano gli effetti dannosi dei fitopatogeni ¢ la sintesi di antibiotici (Haas e Keel 2003;
Couillerot et al., 2009; Raaijmakers e Mazzola, 2012). Tuttavia, un antibiotico efficace contro
un certo patogeno potrebbe non essere altrettanto efficace contro un altro patogeno presente
sulla stessa pianta. L'efficacia dei PGPB produttori di antibiotici pud variare in base alle
condizioni ambientali e al metodo di applicazione (Glick, 2015).

Molti antibiotici derivano da batteri dei generi Bacillus e Pseudomonas, 1 quali producono
metaboliti con proprieta antifungine, antibatteriche, antihelmintiche, antivirali, antimicrobiche,

fitotossiche, antiossidanti, citotossiche e antitumorali (Chang et al., 2007; Heimpel e Mills,

2017).

Enzimi che degradano la parete cellulare

Le piante combattono le infezioni fungine producendo enzimi che degradano la parete cellulare
dei funghi, come chitinasiche e B-1,3-glucanasiche. Anche alcuni PGPB sono in grado di

produrre questi enzimi, migliorando I'efficacia del biocontrollo (Kim et al., 2015).
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Competizione

I PGPB possono anche competere con i fitopatogeni per risorse come nutrienti o siti di legame
sulle radici delle piante. Questa competizione puo limitare I'adesione e la proliferazione dei
patogeni (Barahona et al., 2011). Studi come quello di Porcel et al. (2014) evidenzia la
competitivita di Bacillus megaterium nel miglioramento della crescita del pomodoro. Tuttavia,
ci sono poche dimostrazioni chiare dell'efficacia di questo meccanismo da solo. Infatti, spesso,
la competitivita dei PGPB ¢ associata ad altri meccanismi di biocontrollo (Innerebner et al.,

2011).

Resistenza indotta

La resistenza sistemica indotta (ISR) ¢ un meccanismo di difesa delle piante attivato da batteri
non patogeni, come alcuni PGPB, che preparano le piante a rispondere meglio ai futuri attacchi
patogeni. Questa resistenza non ¢ specifica per patogeni ma migliora la risposta generale della
pianta (Van Loon et al., 1998). Viceversa, la resistenza sistemica acquisita (SAR), spesso
attivata dall’acido salicilico (SA), ¢ una risposta piu specifica ai patogeni (Chen et al., 1999),

ma ¢ meno comune nei PGPB rispetto all’ ISR (Abo-Elyousr et al., 2009).

Acido cianidrico

Alcuni PGPB con spiccata azione di biocontrollo sono in grado di sintetizzare acido cianidrico
(HCN). Esso, sebbene da solo non sia particolarmente efficace contro i fitopatogeni fungini,
agisce in sinergia con antibiotici o enzimi degradanti la parete cellulare prodotti dagli stessi
batteri, migliorando 1'efficacia dei trattamenti antifungini e impedendo lo sviluppo di resistenza
dei funghi all’antimicotico (Ramette et al., 2006). L'HCN inibisce la citocromo c ossidasi e altri
metalloenzimi (Nandi et al., 2017). Generi batterici come Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Alcaligenes e Aeromonas sono produttori di HCN. Quest’ultimo ¢ coinvolto nella soppressione

di malattie causate da Meloidogyne javanica (un nematode galligeno responsabile di patologie
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anche su pomodoro) e nel controllo di altre tipologie di parassiti agricoli come, ad esempio,

Odontotermes obesus (Siddiqui et al., 2006; Kumar et al., 2015).

Spegnimento del quorum

I1 "quorum sensing" ¢ un meccanismo utilizzato dai batteri per rilevare la densita cellulare e
attivare la regolazione genica coordinata, spesso aumentando la virulenza (Cornforth et al.,
2014). I batteri producono autoinduttori, piccole molecole segnale che, raggiunta una certa
concentrazione, attivano la trasduzione del segnale e modificano l'espressione genica dell'intera
popolazione batterica (Huang et al., 2016). Il "quorum quenching" mira a interrompere questo
processo, impedendo che i patogeni diventino piu virulenti. Un esempio per attivare questo
meccanismo ¢ l'uso di PGPB che producono lattonasi, un enzima che degrada gli autoinduttori

dei patogeni, riducendone cosi la capacita di danneggiare le piante (Glick, 2015).

Batteriofagi

I batteriofagi sono virus specifici che possono lisare 1 fitopatogeni batterici (Frampton et al.,
2012). Per utilizzare questa strategia, ¢ necessario identificare il fitopatogeno batterico fino al
livello del ceppo, successivamente si isolano 1 batteriofagi specifici in grado di attaccare
esclusivamente il fitopatogeno target. Un mix di due o tre ceppi di batteriofagi viene spruzzato
sulle piante infette per ridurre il rischio di mutanti resistenti (Glick, 2015). Poiché i batteriofagi
sono sensibili alla luce UV, vengono applicati di sera, ma possono necessitare di trattamenti
frequenti (Buttimer et al., 2017). Il trattamento con questi batteriofagi, o terapia fagica, ¢
promettente per combattere le malattie delle piante; un esempio sono gli studi contro il patogeno
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria che causa la “macchia batterica” su piante di

pomodoro e peperoni (Yu et al., 2016; Alvarez e Biosca 2017; Peitl et al., 2017).
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3.2 Funghi micorrizici arbuscolari (AMF)

Il termine "micorriza" deriva dalle parole greche "fungo" e "radice". Infatti, si definisce tale la
simbiosi tra un fungo (ascomicete, basidiomicete o glomeromicete, a seconda del tipo di
simbiosi) e I’apparato radicale della maggior parte delle piante terrestri. Le micorrize, in
generale, possono essere distinte in due grosse categorie: le ectomicorrize che sviluppano una
rete ifale all’esterno della radice della pianta, chiamata reticolo di Hartig e le endomicorrize in
cui invece le ife penetrano all’interno del parenchima corticale radicale andando a formare delle
strutture particolari, a seconda del tipo di endomicorriza in cui ci troviamo (Shi et al., 2018).
Tramite lo sviluppo della rete extraradicale di ife nel suolo, o intraradicale nella radice, questi
funghi micorrizici collegano intere comunita vegetali e facilitano il trasferimento di nutrienti
come fosforo e azoto dal fungo alla pianta (Bonfante and Genre, 2010; Giovannini et al., 2020;
Corona Raminez et al., 2023; Singh et al., 2024). Sono, infatti, differenti dalle altre interazioni
pianta-fungo in quanto le ife fungine assorbono nutrienti minerali e 1i cedono alla pianta (Grez
et al., 2018), che per contro cede fotosintati al fungo.

In particolare, 1 funghi micorrizici arbuscolari appartengono al phylum Glomeromycota,
(Naranjo-Ortiz e Gabaldon, 2019) e sono simbionti obbligati che instaurano associazioni
endomicorriziche con le radici delle piante. andando a formare strutture detti arbuscoli, sito
attivo di scambio di sostanze tra pianta e fungo (Harrison, 2005; Spatafora et al., 2016). Tra le
radici della pianta e il fungo avviene quindi una simbiosi di tipo mutualistico, con un
trasferimento bidirezionale di sostanze. Da un lato gli AMF migliorano lo stato nutrizionale
delle piante ospiti, aumentando ’assorbimento di acqua e nutrienti (in particolare P e N),
promuovendo la crescita, la resistenza alle malattie, competizione tra microrganismi simbiotici
e patogeni. In cambio i funghi ricevono i fotosintati come fonte di carbonio (Smith et al., 2003;
Smith e Smith, 2012; Keymer et al., 2017), grazie ai quali riescono a concludere il loro ciclo

vitale (Jiang et al., 2017).
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Questa associazione risulta stabile nel tempo ed ¢ estremamente efficace, migliorando crescita,
salute, resa e idoneita complessiva delle colture (Raaijmakers et al., 2009; Hao et al., 2021).
Tuttavia, diversi fattori come temperature troppo alte o troppo basse, concentrazioni elevate di
azoto e/o fosforo nel suolo o anche fattori dipendenti dal genotipo della pianta e del fungo
simbionte, possono inibire questa simbiosi (Hazard e Jhonson, 2018).

Il fosforo (P) ha un ruolo importantissimo nella crescita e nella riproduzione delle piante,
inclusa la formazione di semi, fiori ma soprattutto frutti (Sainju et al., 2003). In particolare,
I’assorbimento di P ¢ facilitato sia dalla presenza di trasportatori presenti sulla superficie ifale
del fungo, sia da trasportatori presenti sulla radice della pianta. Una volta entrato nella cellula
fungina il fosforo viene trasferito dal citoplasma al vacuolo, dove viene immagazzinato e
convertito in polifosfato, il quale puo essere trasferito dal fungo e utilizzato dalla pianta (Ezawa
et al. 2003; Bonfante and Genre, 2010; Kleinert et al., 2018). In alcune condizioni, come detto
in precedenza, lo scambio non avviene e la micorrizazione viene inibita, per cui la pianta non
godra piu dei benefici della simbiosi € uno dei primi effetti visibili sara il diminuito “effetto
crescita” (Smith et al., 2011; Agren et al., 2019). Inoltre, i funghi micorrizici arbuscolari
rilasciano anche acido fenico e acidi organici a basso peso molecolare che si legano agli ioni
metallici del suolo, come Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn, consentendo trasferimento di questi
joni dalle ife fungine alle radici delle piante (Kleinert et al., 2018). E noto che composti volatili
(come 1-octen-3-olo, acido acetico, metil isobutil chetone e acido indol-3-acetico) rilasciati dal
fungo agiscano da segnale per lo sviluppo delle radici laterali (Ditengou et al., 2015).

La simbiosi con AMF puo aumentare la tolleranza delle piante a diversi stress biotici e abiotici
(es. salinita, siccita, variazioni di temperatura e tossicitd ai metalli pesanti), migliorando
l'assorbimento di nutrienti e acqua, aumentando l'attivita fotosintetica e controllando le specie
reattive dell'ossigeno tramite una maggiore attivita degli enzimi antiossidanti (Smith 2008;
Miransari et al., 2010; Seguel et al., 2017; Ruiz- Lozano et al., 2018). Nonostante la simbiosi

avvenga a livello radicale, i suoi effetti sono rinvenibili anche nella porzione epigea della pianta.
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E ormai assodato che tale associazione sia in grado di andare a modulare il metabolismo
secondario della pianta, migliorando la produzione e la qualita dei frutti, influenzandone
I’aroma e incrementando il contenuto di zuccheri, vitamine ¢ altre sostanze antiossidanti
(Zuluaga et al., 2021; Felfoldi et al., 2022).

Inoltre, questi funghi, cosi come i PGPB, supportano i meccanismi di resistenza delle piante,
contro patogeni e parassiti (Hempel et al., 2009) attraverso quella che viene conosciuta come
“resistenza indotta da micorrize” (MIR), che si basa sulla resistenza sistemica indotta (ISR),
una forma di difesa che induce la sensibilizzazione del sistema immunitario delle piante (Jung
et al., 2012; Miozzi et al., 2019), migliorando sia le difese dirette che indirette (Pozo et al.,

2007).

3.3 Funghi filamentosi: Trichoderma

Altri microorganismi in grado di promuovere la crescita delle piante sono i1 funghi del genere
Trichoderma, simbionti non micorrizici, estremamente capaci di adattarsi a condizioni
ambientali diverse. Questa loro adattabilita fa si che essi siano presenti in terreni dalla piu
svariate caratteristiche chimico-fisiche e biologiche. Si stima che un grammo di terreno
contenga 10-10"3 CFU (unita formanti colonie) di funghi appartenenti al genere Trichoderma
(Harman et al., 2004; Wojtkowiak- Gerbarowska, 2006; Contreras-Cornejo et al., 2024). Vi
sono circa 438 isolati nel genere Trichoderma, raggruppate in 10 specie: 7. Brevicompactum,
T. Deliquescens, T. Harzianum, T. Hypocreanum, T. Longibrachiatum, T. Polysporum, T.
Psychrophilum, T. Semiorbis, T. Stromaticum e T. Viride (Bustamante et al., 2021). Interagendo
con 1 funghi del genere Trichoderma, le piante possono beneficiare di una nicchia favorevole
per la crescita e lo sviluppo (TarigJaveed et al., 2021, Woo et al., 2022). La presenza di
Trichoderma nel suolo non solo migliora la crescita delle piante e ne aumenta la resa (Pascale
et al., 2016), ma ottimizza anche l'assorbimento dei nutrienti minerali come azoto, fosforo e

potassio (Colla et al., 2015), conferisce un maggiore vigore ai frutti e incrementa la percentuale
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di germinazione dei semi (Khomari et al., 2018). Inoltre, questi funghi aumentano il livello di
fotosintesi, la sintesi degli amminoacidi, il tasso di traspirazione e il contenuto d'acqua nei
tessuti vegetali durante periodi di siccita (Brotman et al., 2012; Carillo et al., 2020; Sesan et al.,
2020). I funghi del genere Trichoderma sono capaci di colonizzare le radici sia di piante
monocotiledoni (Shoresh et al., 2008), sia dicotiledoni (Nuangmek et al., 2021), e si dimostrano
efficaci anche in terreni acidi, alcalini o contaminati da metalli pesanti (Zhang et al., 2020).

Questi funghi hanno diversi effetti biologici a livello dell’interazione pianta-suolo (come
mostrato in Figura 7), tra cui competere efficacemente con i1 patogeni per le nicchie ecologiche
e 1 nutrienti, limitando cosi la crescita dei patogeni stessi (Gomes et al., 2015). Sono infatti ben
noti come agenti di biocontrollo contro vari patogeni vegetali come virus, batteri, funghi,
nematodi, protozoi, insetti, piante o patogeni animali (Samuels, 1996; Woo et al., 2006;
Contreras-Cornejo et al., 2021). I funghi del genere Trichoderma sono in grado di secernere
antibiotici e siderofori (Latorre et al., 2001) oltre a una varieta di composti sia volatili che non
(come n-alcani, cicloesano, ciclopentano, esteri, alcoli, composti contenenti zolfo, pirano e
derivati del benzene). Possono praticare il micoparassitismo, attaccando direttamente i patogeni
fungini. Interagendo con le piante anche Trichoderma puo innescare la resistenza sistemica
indotta (ISR) contro patogeni o malattie, inibendo 1’azione infettiva del parassita producendo
segnali chimici come l'acido salicilico (SA) o l'acido jasmonico (JA) per migliorare il
meccanismo di difesa della pianta (Herman et al., 2001). Gli endofiti colonizzano i tessuti
interni delle piante ospiti senza causar loro danni, questo fenomeno ricorda la resistenza indotta,
ma in questo caso le piante sviluppano una maggiore resistenza contro malattie legate a stress
abiotici come siccita, tossine o radiazioni (Gazis e Chaverri, 2010; Chaverri e Gazis, 2011). I
funghi del genere Trichoderma possono comportarsi sia come commensali sia come veri e
propri simbionti; stimolano i meccanismi di difesa delle piante ospiti, promuovono la loro
crescita e il tasso di fotosintesi e migliorano la solubilizzazione e 1'assorbimento dei nutrienti

dal suolo (Ikram et al., 2019; Kiarie et al., 2020).
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with the plant tissue such as induce systemic
resistance (ISR)

Direct attacks on the fungal pathogens

Figura 7. Modalita d’azione di funghi del genere Trichoderma come agente
biologico (Olumayowa et al., 2022).

4. Effetti dell inoculazione di microrganismi benefici del suolo sull’ambiente

I microrganismi benefici del suolo svolgono quindi un ruolo cruciale nella salute e nella
sostenibilita dell'ambiente. I loro effetti sull'ambiente sono molteplici e generalmente positivi:
- Nutrizione delle piante: questi microorganismi aiutano a decomporre la materia organica nel
suolo, rendendo i nutrienti disponibili per le piante che 1i assorbono a livello radicale e
contribuisce al ciclo dei nutrienti, fondamentale per lo sviluppo della pianta stessa (Maji et al.,
2016; Suman et al., 2015).

- Struttura del suolo: 1 funghi micorrizici, ad esempio, contribuiscono a migliorare la struttura,
la fertilita e il microambiente del suolo (Dick,1992; Yang et al., 2018)

- Biocontrollo: alcuni microorganismi benefici possono aiutare a controllare le popolazioni di

patogeni nel suolo, riducendo la necessita di pesticidi chimici. Infatti, alcuni batteri e funghi
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come Trichoderma ad esempio antagonisti possono competere con patogeni o produrre sostanze
che li inibiscono (Sessitsch, 2010; Wang et al., 2010; Dukare A.S. et al., 2011).

- Biodiversita: i microorganismi benefici del suolo contribuiscono alla biodiversita migliorando
la nutrizione e la salute delle piante, favorendo la crescita di una varieta di specie vegetali. Essi
decompongono la materia organica, arricchendo il suolo di nutrienti ¢ migliorandone la
struttura, il che supporta una vasta gamma di organismi (Pozo et al., 2021). Inoltre, essendo
utilizzati come agenti biostimolatori per la crescita della pianta, vengono meno 1’uso di input
chimici che porterebbero solo ad inquinamento ambientale e perdita della biodiversita
(Bartucca et al., 2022).

- Biorisanamento: i microrganismi che promuovono la crescita delle piante possiedono anche
un'ampia gamma di effetti positivi per aiutare le piante a ripulire gli inquinanti del suolo
stimolando la crescita delle piante e aumentando la biodisponibilita e l'assorbibilita dei
contaminanti per migliorare l'efficacia della fitodepurazione (Wang G. et al., 2022).

- Resilienza ambientale: un suolo ricco di microorganismi benefici € piu resistente agli stress
ambientali, migliorano la produttivita e la resilienza delle colture, offrendo la possibilita di

migliorare la sostenibilita agricola (Arif et al., 2020 ; Hohmann et al., 2020).

4.1. Effetti dell 'inoculazione di PGPB in piante di pomodoro

I PGPB, solitamente appartenenti ai generi Bacillus, Pseudomonas, Kocuria e Azospirillum
(Ruzzi e Aroca, 2015) come gia accennato in precedenza, giocano un ruolo importante nel
miglioramento di alcuni processi morfo-fisiologici, cellulari e molecolari della pianta di
pomodoro, aumentandone la fitness, la produttivita, la resa e la qualita. Questi processi
includono la produzione e la regolazione di fitormoni, metaboliti secondari e composti organici
volatili (VOCs); la disponibilita di nutrienti per le piante tramite fissazione dell'azoto (N),
solubilizzazione del fosforo (P) e apporto di ferro (Fe) attraverso la produzione di acidi organici,

fosfatasi acide e siderofori; il miglioramento dell'efficienza fotosintetica; portano ad un
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aumento di un aumento di licopene e beta carotene, ad una maggiore percentuale di
allegagione, diminuendo cosi la produzione di fiori sterili; la modulazione della crescita e
dell'architettura delle radici; e infine 1’incremento della resistenza agli stress abiotici e biotici,

come siccita e patogeni (De Andrade et al., 2023).

4.2. Effetti dell’inoculazione di AMF in piante di pomodoro

L'inoculazione con AMF ha mostrato risultati promettenti sulla resa del pomodoro, con effetti
significativi derivanti dall’uso di fertilizzanti a base di N, P, K (azoto, fosforo, potassio) o vari
livelli di fosforo (P). L’inoculazione di AMF ha avuto quindi impatti positivi sulla fioritura con
effetti induttori sulla resa complessiva dei frutti (Conversa et al., 2013). Inoltre, studi hanno
dimostrato che nelle piante di pomodoro inoculate con una combinazione di AMF
(Rhizophagus clarum e R. intraradicessi aveva un significativo miglioramento della crescita e
un aumento delle concentrazioni di vitamina C, zuccheri solubili, licopene beta carotene nei
frutti e un aumento della percentuale di allegagione (Kong et al., 2020). Rispetto ai controlli, il
peso dei singoli frutti e la resa per pianta sono aumentati in modo significativo nelle piante

trattate con inoculo di Rhizophagus clarum e R. intraradices (Kong et al., 2020).

4.3 Effetti dell 'inoculazione di Trichoderma in piante di pomodoro

Vi sono diversi studi in letteratura che dimostrano una correlazione positiva tra inoculazione
delle piante con trichoderma e qualita del frutto di pomodoro. Ad esempio, Ruiz-Cisneros
(2018) ha evidenziato che 7. longibrachiatum ha promosso significativamente la crescita e la
resa del pomodoro, ottenendo frutti con un'acidita titolabile piu elevata e un contenuto di solidi
solubili totali (TSS) inferiore. Mentre un altro studio ha dimostrato come la resa totale, i
contenuti di licopene e alcuni amminoacidi venissero aumentati nei frutti del pomodoro
datterino dopo l'applicazione di 7. harzianum (Carillo et al., 2020). Per quanto riguarda invece

I’assorbimento dei nutrienti della pianta grazie alla presenza di Trichoderma, vi sono degli studi
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in cui ’assorbimento viene aumentato, come ad esempio nell’esperimento sul pomodoro
condotto da Khan et al. (2017), e altri studi invece che dimostrano una diminuzione
dell’assorbimento di nutrienti, come quelli condotti sul grano di de Santiago et al. (2011). In un
altro esperimento ¢ stato osservato che I’inoculazione di 7. crassum pud far sviluppare la
comparsa di macchie di colore grigio scuro irregolari sulla punta delle foglie delle piante di
pomodoro. Con il progredire della malattia sono state poi osservate delle lesioni necrotiche
intorno alle macchie preformate e di conseguenza le foglie infette apparivano arricciate e

appassite (Zhao et al., 2022).

5. Utilizzo di biostimolanti in agricoltura

Le tecniche agricole tradizionali fanno uso di fertilizzanti chimici, pesticidi, fungicidi ed
erbicidi per proteggere le colture dagli agenti patogeni e assicurare una resa ottimale. Tuttavia,
1 composti chimici presenti in questi prodotti sono dannosi per l'ambiente, contribuendo
all'inquinamento del suolo, dell'aria e dell'acqua (Al-Ani, 2018). Questo inquinamento ¢
responsabile dell'estinzione di diverse specie animali e vegetali (Bruni et al., 2013; Weltje et
al.,2013), divenendo una minaccia per la biodiversita delle comunita batteriche (Zilli et al.,
2009) e fungine del suolo (Streletskii et al., 2022). I prodotti chimici utilizzati in agricoltura,
infatti, alterano negativamente le proprieta fisiche del suolo (come consistenza, permeabilita e
porositd), impattano negativamente sul ciclo degli elementi essenziali come fosforo e azoto, e
riducono la complessita del microbiota del suolo (Santoyo et al., 2021). Pertanto, per
salvaguardare 1’ambiente, 1’Unione Europea ha sviluppato una serie di direttive per la
protezione dei suoli (Ambiente UE, 2021).

Con l'aumento della popolazione mondiale e la conseguente crescita della domanda di cibo sia
in quantita che in qualita, 1'uso di inoculi come biostimolanti, agenti di biocontrollo e
biofertilizzanti per incrementare la resa e proteggere le colture, rappresenta una soluzione
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promettente per il futuro dell'agricoltura (Maitra et al., 2022). Conseguentemente, 1'uso di
biostimolanti vegetali pud rappresentare uno strumento ecologico e innovativo per
un'agricoltura sostenibile, diminuendo la pressione ambientale dei sistemi colturali (Rouphael
e Colla, 2020). Attualmente 1'uso di biofertilizzanti a base di PGPB e AMF rientra nella strategia
generale di modulazione del microbioma vegetale a favore della crescita delle piante ed ¢
considerata una strategia valida in alternativa alla manipolazione genetica e alle tecniche
agricole tradizionali (Ray et al., 2020).

I bioinoculi hanno un grande potenziale non solo per aumentare la produttivita delle colture,
ma anche per la bonifica dei terreni degradati (Romano et al., 2020) e ne fanno parte vari taxa
di batteri, funghi e alghe (Cai et al., 2015).

Uno dei principali svantaggi dell'applicazione di bioinoculanti ¢ che molti di questi, testati in
condizioni di laboratorio o serra, non riescono a ottenere gli stessi risultati delle prove sul
campo. Questo fallimento ¢ spesso dovuto alla necessitd dei microrganismi introdotti di
competere per una nicchia con i microrganismi nativi (Pandey et al., 2019). Una maggiore
biodiversita del microbioma del suolo nativo puo influire negativamente sulla sopravvivenza
dei microrganismi bioinoculati, indicando una correlazione negativa tra la diversita microbica
del suolo e il tasso di sopravvivenza del ceppo introdotto (Van Elsas et al., 2012). Spesso, infatti
I’introduzione di microrganismi mediante inoculazione diventa molto vantaggiosa in suoli
poveri o perturbati. L’utilizzo di bioinoculi, in generale, migliora significativamente il tasso di
germinazione (Saravanakumar K. et al., 2016), aumenta la crescita e 1’allungamento del
germoglio e della radice (Zahir et al., 2009), accelera la fioritura e aumenta il tasso di fotosintesi
(Khan et al., 2011).

I meccanismi che stanno alla base della promozione della crescita delle piante impiegando sia
batteri che funghi sono ad esempio, la degradazione dell'etilene tramite ACC deaminasi, la
produzione di fitormoni e la solubilizzazione di vari composti del suolo per aumentare la

biodisponibilita dei nutrienti e il meccanismo di maggiore importanza ¢ la fissazione dell'azoto
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atmosferico tramite nitrogenasi (nel caso dei batteri) (Soumare et al., 2020; Aasfar et al., 2021).
Considerando il pomodoro, vari ceppi di PGPB come Pseudomonas fluorescens, Bacillus spp.,
Azotobacter, Serratia e Micromonospora sono riconosciuti per il loro ruolo di biostimolanti
oltre che nella gestione e nel controllo delle malattie (Pastor et al. 2012; Babu et al., 2015).
Diversi studi hanno anche dimostrato che i PGPB, che favoriscono la crescita di una specifica
specie vegetale, possono anche non essere altrettanto efficaci per altre specie di piante. Le
interazioni tra piante e microrganismi possono essere classificate in tre categorie: neutre,
negative o positive, in base ai loro effetti sulla pianta ospite (Shivanna et al., 1994).

Esperimenti condotti su pomodoro e cetriolo hanno mostrato come la stessa specie di
microrganismo possa avere effetti diversi su colture differenti e di come varie combinazioni di
microrganismi possano influenzare la qualita dei frutti e la produttivita della stessa pianta (Bona
et al., 2016). Per esempio, l'inoculazione del pomodoro con funghi micorrizici arbuscolari
(AMF) come Glomus mosseae in combinazione con Trichoderma ha portato ad un aumento del
numero di frutti commerciabili € a una maggiore concentrazione di nutrienti come fosforo,
potassio, magnesio e vitamina C, insieme a un aumento del licopene e dei flavonoidi totali
(Sirichaiwetchakul et al., 2011; Giovannetti et al. 2012; Nzanza et al., 2012). Allo stesso modo,
nel cetriolo, studi sull'uso di Glomus mosseae e altre specie di AMF hanno mostrato incrementi
di zuccheri solubili, amminoacidi e proteine nei frutti, migliorando significativamente la qualita
del raccolto (Lu et al., 2006). Questi effetti variano pero in base alla specie di microrganismo e
alla combinazione usata: ad esempio, I'inoculazione con un mix di AMF (costituito da Glomus
mosseae, G. etunicatum, G. clarum, e G. caledonium, ha portato a un miglioramento della

concentrazione di fosforo e zinco nei frutti del cetriolo (Ortas, 2010).
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SCOPO DEL LAVORO

Lo scopo di questo lavoro, inquadrato nell’ambito di un progetto internazionale (PRIMA)
ASTER (Agroecology-inspired Strategies and Tools to Enhance Resilience and ecosystem
services in tomato crop) ¢ stato quello di isolare e selezionare diversi microrganismi benefici
del suolo (funghi e batteri) al fine di testarli in singolo o in combinazione su piante di una
specifica varieta di pomodoro da industria, Heinz 1301, e valutarne gli effetti sui parametri di
crescita della pianta (biomassa radicale e aerea), sia in termini di produttivita e resa dei frutti.
Oltre agli aspetti quantitativi del frutto, gli effetti dell’inoculazione sono stati indagati anche su

quelli qualitativi .

MATERIALI E METODI

La sperimentazione ¢ stata condotta sia in condizioni semi-controllate (serra) sia in campo su
piante di pomodoro S. lycopersicum var. Heinz 1301.

I microrganismi testati sono stati 1 seguenti:

- due inoculi micorrizici, uno (FM) costituito da una coltura pura di Funneliformis
mosseae ¢ ’altro (AMF MIX) da una miscela di diverse specie di AMF quali
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideoglomus
claroideum, C. etunicatum;

- tre diversi isolate di Trichoderma provenienti dalla collezione del CNR-IPSP [Consiglio
Nazionale delle Ricerche (CNR) di Portici e I’Istituto per la Protezione Sostenibile delle
Piante (IPSP)] ossia T. asperellum (T1), T. viride (T2) e T. polysporum (T3);

- un mix di batteri PGPB (PGPB MIX) composto da Bacillus subtilis, B. mojavensis, B.
muralis, Microbacterium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas sp., Pseudomonas

brassicacerum, P. protegens.
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SERRA - Condizioni semi-controllate

1. Preparazione degli inoculi di funghi micorrizici arbuscolari (AMF)
L’inoculo AMF MIX ¢ stato propagato in un substrato costituito da una miscela di zeolite, torba
bionda, pomice e vermiculite (5:3:2,5:2 v/v/v/v) utilizzando piante di Sorghum bicolor L. ¢
Trifolium pratense L., mentre quello puro di F. mosseae (FM) ¢ stato propagato in un substrato
formato da sabbia di quarzo di granulometria 2/3 mm (2:1 v/v) utilizzando piante di Sorghum
bicolor L.. In entrambe i casi le piante sono state coltivate per quattro mesi e irrigate una volta
a settimana con acqua corrente sterile. [ semi utilizzati per entrambe le specie vegetali sono stati
sterilizzati in candeggina 20% e fatti pregerminare a 25°C per 72 ore prima di essere seminati
nei vasi.
Tutte le piante sono poi state lasciate a secco per quattro mesi per stimolare la sporulazione del
fungo. Quindi una volta private della porzione epigea, I’apparato radicale ¢ stato ridotto in
piccoli pezzi ed ¢ stato miscelato al substrato di crescita per poi essere utilizzato come inoculo
per 1 successivi esperimenti.
Gli inoculi erano quindi costituiti da spore e pezzi di radice colonizzate dai funghi micorrizici

in un substrato costituito dalle diverse componenti in base ai funghi utilizzati.

2. Preparazione degli inoculi di Trichoderma ssp
Le tre diverse specie di Trichoderma (T1, T2, T3), isolate e caratterizzate in collaborazione con
il CNR di Portici e I’'IPSP, sono state coltivate in piastre Petri su un terreno di coltura Potato
Dextrose Agar (PDA) precedentemente sterilizzato in autoclave a 121°C per 20 min. Le piastre
con il fungo sono state messe in incubatore a 28 °C al buio per una settimana. Dopo questo
periodo sono state raccolte le conidiospore ed ¢ stato preparato 1’inoculo costituito da 107

spore/ml in magnesio solfato (0,1 M).

56



3. Preparazione dell’inoculo di PGPB

Come detto in precedenza, I’inoculo PGPB MIX era composto da diversi batteri, alcuni dei
quali isolati da suoli aridi Algerini tra cui: Bacillus subtilis (ceppo ZS11), Bacillus mojavensis
(ceppo SF1), Bacillus muralis (ceppo AA14), Bacillus simplex (ceppo AH24), Microbacterium
paludicola (ceppo AEA23), Microbacterium arborescens (ceppo PV10) e Pseudomonas
brassicacerum (ceppo SVB6R1).

Altri due batteri, ossia Pseudomonas brassicacearum (ceppo SVB6R) e P. protegens (ceppo
Pf7) sono stati invece isolati da suoli del Nord Italia. Tutti sono stati caratterizzati per le diverse
attivita di promozione della crescita delle piante nei laboratori di Microbiologia del DiSIT in
collaborazione con la Profissa Gamalero e la Dr.ssa Novello. Per quanto riguarda la
preparazione dell’inoculo, 1 batteri sono stati coltivati per 48 ore su Tryptic Soy Agar (TSA) e
successivamente ¢ stato preparato I’inoculo liquido (in magnesio solfato 0,1 M) contenente
1078 CFU (Unita Formante Colonia)/ml. Per ciascun trattamento sono state utilizzate 10 piante.

I diversi trattamenti dell’esperimento svolto in serra sono riportati nella tabella seguente:

TRATTAMENTI SIMBIONTI

FM Funneliformis mosseae
AMF MIX R . R. aggregatus, IS
Claroideglomus cloroideumn, C. etunicatum

T T. virde
T2 T. asperellum
T3 T. polysporum

AMF MIX +T1 R R S

. R. aggregatus,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
viride

AMF MIX +T2 Ri . R aggreg . fomus
Claroideglomus cloroideum, C. etunicaturn + T.
asperellum
AMF MIX+ T3 Ri ., R. aggreg 3 s viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicaturm + T.
polysporum
FmT1 F. mosseae + Trichoderma viride
FmT2 F +Tr 0
FmT3 F. mosseae + Trichoderma polysporum
MIX TOT Rhi. . R. aggreg 3 s viscosum,
(FM + AMFMIX + T1 + Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperelium, T.
T2+ T3 + PGPB MIX) polysporum, Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetnum
fudi . arb , Psel br , P. proteg

Psesudornonas sp.

CNT Controllo (non inoculato)

Tabella 3. Illustrazione delle diverse combinazioni di microorganismi inoculati nelle piante di pomodoro.

57



4. Disegno sperimentale / allestimento esperimento
Le piante di pomodoro utilizzate appartenevano alla varieta Heinz 1301 a crescita determinata.
Esse sono state coltivate in una serra in condizioni semi controllate in un substrato misto
costituito da terriccio e sabbie a diverse granulometrie in rapporto 2:1 (v/v). Il terriccio era
composto da una miscela di due diverse tipologie: Radicom (VigorPlant) e K-Substrates Select
(Klassmann-Deilmann) in rapporto 1:1 (v/v). Invece le sabbie di quarzo erano formate da una
miscela di 2 sabbie con granulometria 2/3 mm e 4/5 mm in rapporto 1:1(v/v). Le plantule,
acquistate gia in alveolo sono state trapiantate in vasi della capacita di 3.5 1 (Figura 8), trattate
precedentemente con Tellus WP (Syngenta), ponendo alla base uno strato di sabbia di
granulometria 4/5 mm come drenante e in superficie uno strato di sabbia 2/3 mm per evitare la
formazione di alghe, come mostrato in Figura 8. [ vasi e i sottovasi e tutto il materiale utilizzato
per la messa a dimora delle piantine sono stati precedentemente sterilizzati in una soluzione di
candeggina commerciale al 20% (NaClO). Le piante sono state inoculate o meno con diverse
combinazioni di microrganismi benefici del suolo (vd. Tabella 3). Gli inoculi dei funghi
micorrizici AMF MIX e FM sono stati posizionati vicino alle radici durante il trapianto (250
ml), mentre gli inoculi di Trichoderma e PGPB vicino al colletto in forma liquida (10 ml per
ciascuna pianta). Alle piante di controllo sono stati somministrati 10 ml MgSO4 0,1M. Dopo
30 giorni ¢ stato effettuato un re-inoculo di rinforzo di PGPB e Trichoderma (10 ml MgSO4
0,1M). Per ciascun trattamento sono state utilizzate dieci piante, sono stati effettuati due
campionamenti, rispettivamente dopo 45 e 100 giorni dal trapianto (GDT). Durante la
coltivazione le piante sono state irrigate 3 volte a settimana, 2 volte con acqua di rubinetto e 1
volta con soluzione nutritizia Long Ashton a 32 uM di fosfato (P). Una volta a settimana sono
stati contati il numero di fiori e di frutti, nel momento in cui quest’ultimi risultavano maturi
venivano raccolti e ne venivano registrati il peso con una bilancia tecnica, il diametro maggiore
e minore facendo uso di un calibro. Una volta effettuate queste misure, 1 frutti sono stati

congelati in azoto liquido e conservati a -80 °C per le successive analisi qualitative.
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In entrambi i campionamenti, al momento dello svaso sono stati analizzati i seguenti parametri:
colonizzazione fungina della radice, produzione di biomassa epigea e ipogea (pesi freschi e
secchi) e analisi del contenuto di pigmenti fogliari. Prima di svasare le piante ¢ stata misurata
in vivo la fluorescenza delle clorofille, mediante un fluorimetro portatile Handy-PEA. Solo al
secondo campionamento sono state effettuate le analisi qualitative e quantitative sui frutti di

pomodoro.

\ —F—— Sabbia antialga 2/3 mm

Inoculo « \

Mix di terriccio + sabbia 2:1
(V/v)

\ % Sabbia drenante 4/5 mm

Figura 8. Schema di riempimento dei vasi da 7,5 L per la propagazione dell’inoculo.

5. Parametri analizzati
5.1 Parametri morfometrici e ponderali della pianta

L’altezza del fusto e la lunghezza della radice di ogni pianta sono state misurate quindi sono
stati determinati i pesi freschi e secchi dei diversi organi della pianta (foglie, fusti e radici). Per
la misura del peso secco, i campioni sono stati messi in stufa a 60 °C ad essiccare per una

settimana.

59



5.2 Valutazione del grado di colonizzazione fungina nella radice

Al momento dello svaso la parte epigea della pianta ¢ stata separata dalla porzione radicale,
in modo da poter pulire quest’ultima dal substrato. La radice ¢ stata misurata nella sua
lunghezza, dopo di che parte di essa ¢ stata posta in etanolo al 75% per la successiva
determinazione dell’indice di micorrizazione. Tale indice ¢ stato calcolato mediante il
metodo descritto da Trouvelot et al. (1986). I campioni di radice, raccolti casualmente
dall'apparato radicale evitando accuratamente gli apici, sono stati lavati con acqua
deionizzata e successivamente asciugati. Le radici sono state poi inserite in provette
contenenti una soluzione di potassa (KOH 10%) e chiarificate in un bagno d'acqua a 60°C
per 25 minuti. Una volta completata la chiarificazione, le radici sono state nuovamente
risciacquate con acqua deionizzata e asciugate con carta assorbente. Successivamente, sono
state colorate con una soluzione di blu lattico (blu di metile all'l1% in acido lattico). Il
colorante in eccesso ¢ stato rimosso attraverso una serie di lavaggi con acido lattico. Per
ogni pianta sono stati preparati due vetrini, ciascuno contenente 30 frammenti di radice (di
circa 1 cm I'uno), che sono stati poi esaminati al microscopio ottico.

Dopo aver classificato ciascun frammento di radice nella classe appropriata, ¢ stata calcolata

la percentuale di micorrizazione (M%) utilizzando la formula:

M% = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl) /N

Dove “n5, n4...nl1” rappresentano il numero dei frammenti inseriti nelle rispettive
categorie, mentre N indica il numero totale dei frammenti analizzati. Per calcolare la

frequenza di micorrizazione (F%), ¢ stata utilizzata la seguente formula:

F% =100 * (N —n0) /N
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Dove N ¢ il numero totale dei frammenti analizzati e n0 rappresenta il numero di frammenti
non micorizzati.
La percentuale di arbuscoli (A%) viene calcolata esclusivamente sui frammenti micorizzati

utilizzando la seguente formula:

a% = (100mA+ 50mA + 10mA) / 100

Dove mA, mA, mA sono determinati utilizzando la formula:

mA = (95n5A + 70n4A + 30n3A + 5n2A +nlA) * F/ [M * (N — n0)]

in cui n5A...n1A indicano rispettivamente il numero dei frammenti appartenenti alla classe
di micorrizazione e alla classe di arbuscolarizzazione. A, A, A rappresentano arbuscoli
molto abbondanti, mediamente abbondanti e poco abbondanti. La percentuale di arbuscoli

nell'intero apparato radicale (A%) viene calcolata come segue:

A% =a*.M/100

Per calcolare la percentuale di vescicole presenti negli arbuscoli (%V), si utilizza la

seguente formula:

V%= (100mY + 50mV + 10mV) / 100

Dove 1 valori di mV sono determinati con la formula:

mV = (95n5V + 70n4V + 3003V + 5n2V +nl1V) * F / [M (N — n0)]
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In questa formula, n5V...n1V rappresentano il numero di frammenti corrispondenti alle
diverse classi di micorrizazione ¢ vescicolarizzazione, mentre i valori V, V e V indicano
rispettivamente radici con vescicole molto abbondanti, mediamente abbondanti e poco
abbondanti. La percentuale di vescicole presenti nel sistema radicale (V%) viene infine
calcolata come:

V% =v*M/ 100

5.3 Analisi del contenuto di pigmenti fogliari (clorofille)
Dalle foglie di ciascuna pianta sono stati prelevati 0,02 grammi di tessuto fresco. Ad essi son
stati addizionati, in una provetta di vetro, 1,5 ml di N,N-dimetilformammide (DMF; VWR). Le
provette sono state poste in frigo a 4 °C al buio per una settimana r 1’estrazione totale dei
pigmenti. A completo sbiancamento del tessuto fogliare, I’estratto ¢ stato utilizzato per valutare
spettrofotometricamente la concentrazione delle clorofille a e b e dei carotenoidi secondo il
metodo di Porra et al. (2002), utilizzando le seguenti formule:
[Chl a] pg/mL = 12A6638— 3.11 As46.8
[Chl b] pg/mL = 20.78 Ae46.8— 4.88 Ac63.8

[Car] pg/mL = (1000 A4so — 1.12 [Chl a] — 34.7 [Chl b] / 245)

5.4 Attivita fotosintetica
Prima dello svaso, I'efficienza fotosintetica di ogni pianta ¢ stata valutata direttamente in vivo
utilizzando un fluorimetro portatile Handy PEA (Hansatech Instruments). Questo strumento
consente di analizzare l'efficienza del fotosistema II (PSII) attraverso la misurazione della
fluorescenza della clorofilla a, grazie all’applicazione di una luce saturante e continua su
campioni di foglie precedentemente adattati al buio. Nello specifico, i dischi fogliari sono stati
oscurati utilizzando apposite clips per circa 30 minuti, tempo necessario per raggiungere il

massimo livello di ossidazione dell' accettore primario del PSII, cio¢ il plastochinone A, QA.
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Dopo questo periodo di adattamento, un impulso di luce (LED) con intensita luminosa saturante
(3000 umol/m2s) viene applicato per stimolare la fluorescenza. Lo strumento ha permesso di
misurare vari parametri importanti per 'analisi della cinetica di emissione della fluorescenza
indotta dalla clorofilla a nel PSII, tra cui:

o FO0, che rappresenta ’emissione iniziale di fluorescenza da parte delle molecole di
clorofilla a nel PSII quando QA ¢ completamente ossidato.

o Fm, che indica il livello massimo di fluorescenza ottenibile nelle stesse condizioni
sperimentali e varia in base al grado di inibizione del PSII. Per ottenere un valore
corretto di Fm ¢ essenziale che l'intensita luminosa sia completamente saturante, cosi
da ridurre del tutto QAa.

o Fv, che rappresenta la fluorescenza variabile, calcolata come differenza tra FO ¢ Fm.

o Fv/Fm, il rapporto tra fluorescenza variabile (Fv) e fluorescenza massima (Fm), che
esprime l'attivita fotochimica del PSII ed ¢ direttamente collegato all'efficienza
fotosintetica netta. In condizioni normali di crescita delle piante, il rapporto Fv/Fm si

mantiene tra 0,78 ¢ 0,8.

5.5 Analisi relativa ai frutti di pomodoro
5.5.1 Pezzatura dei frutti: lunghezza, diametro maggiore e minore, peso,
numero di frutti per trattamento

Per ciascun frutto di pomodoro sono stati utilizzati un calibro e una bilancia tecnica per misurare
rispettivamente la lunghezza, il diametro maggiore e minore del frutto e il peso di quest’ultimo.
Inoltre, sono stati contati tutti i frutti prodotti per pianta e per trattamento. Questo procedimento
¢ stato effettuato al fine di valutare la pezzatura dei pomodori e la produttivita in termini di

numero € peso.
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5.5.2 Valutazione del pH e dell’acidita totale
Tutti 1 frutti di ciascuna pianta sono stati congelati in azoto liquido e frullati fino all’ottenimento
di un omogenato che ¢ stato conservato a -80°C fino al momento delle analisi biochimiche da

effettuare.

- Analisi del pH

Per ogni pianta, 5 g di omogenato sono stati pesati e miscelati con 45 ml di acqua deionizzata
e degasata. Dopo un'accurata agitazione, il campione ¢ stato sottoposto a centrifugazione a
11.000 rpm per 25 minuti a temperatura ambiente. Al termine della centrifugazione, il pH del

surnatante € stato misurato mediante 1’uso di un pHmetro.

- Analisi dell’acidita totale

L’acidita totale ¢ stata valutata su 5 grammi di omogenato di pomodoro. Essi sono stati disciolti
in 45 ml di acqua deionizzata e degasata, successivamente il campione ¢ stato centrifugato a
10.000 rpm per 25 minuti a temperatura ambiente. Il pH ¢ stato portato ad un valore di 8,1 con
idrossido di sodio (NaOH) 0,1 N, aggiungendolo goccia a goccia. L’acidita totale viene riferita

all’acido organico maggiormente presente, in questo caso 1’acido citrico.

L’acidita totale ¢ stata calcolata la seguente formula:

Acidita totale= (ml NaOH*0,1019*64,04)/g di campione *100

5.6 Analisi statistica dei dati

Per ogni parametro analizzato, sono stati calcolati la media e 1'errore standard associato. I dati
ottenuti sono stati esaminati utilizzando un'ANOVA a una via, considerando significative le

differenze tra i parametri per p < 0,05, altamente significative per p < 0,001 e non significative
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per valori di p superiori a 0,05. Nei casi in cui 'ANOVA ha indicato risultati statisticamente

significativi, ¢ stato applicato successivamente un test di Tukey HSD in R.

CAMPO SPERIMENTALE

1. Disegno sperimentale (esperimento in campo) e valutazione della produttivita
In entrambi gli esperimenti di campo e serra ¢ stata utilizzata la stessa varieta di pomodoro
(Heinz 1301).
Il campo sperimentale ASTER, sito in Bosco Marengo (AL Italy), era composto da quattro file
costituite da 60 piante per ciascun trattamento per un totale di quattro trattamenti per fila. Al
centro del campo era stata seminata una striscia di veccia (Vicia sativa L.) per aumentare la

presenza degli insetti impollinatori (vd Figura 9).

Per questo esperimento sono stati testati 4 diversi inoculi batterici (MIX 1, MIX 2, MIX
3 e MIX 4) costituiti ciascuno da un mix di ceppi diversi di PGPB, come dettagliato di
seguito: MIX 1: Bacillus simplex (AH24), B. mojavensis (SF1), Pseudomonas sp.
(SATS), P. brassicacearum (SVB6R1)
- MIX 2: P. protegens (PF7), Microbacterium arborescens (PU10), P. brassicacearum
(SVB6R1), B. muralis (AA14)
- MIX 3: B. subtilis (ZS11), M. paludicola (AEA23), P. brassicacearum (SVB6R1)
- MIX 4: Bacillus simplex (AH24), B. mojavensis (SF1), Pseudomonas sp. (SATS), P.
brassicacearum (SVB6R1), P. protegens (PF7), Microbacterium arborescens (PU10),
B. muralis (AA14), B. subtilis (ZS11), M. paludicola (AEA23).
Tutti 1 batteri utilizzati per la composizione degli inoculi erano stati precedentemente testati per
la loro compatibilita di crescita e per le loro caratteristiche di promozione della crescita. Le 4

miscele sono state fatte cercando di mettere insieme batteri con attivita diversa.
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Figura 9. L’immagine illustra il campo sperimentale e il campo ASTER agro-ecologico.

Le piante sono state inoculate con i consorzi batterici dopo due settimane dalla messa a dimora
(giugno 2023); I’inoculo era in forma liquida (riferimento paragrafo descrizione inoculo
liquido). Ciascuna pianta ¢ stata inoculata con 20 ml di inoculo batterico, fatta eccezione per le
piante di controllo a cui sono stati somministrati 20 ml di MgSO4 (0.1 M). Dopo un mese, ¢
stato effettuato un inoculo di rinforzo. Nel campo agro-ecologico (ASTER) non sono stati
effettuati i trattamenti chimici convenzionali.

Invece nel campo di confronto (campo convenzionale, in nero nella Figura 9 ) le piante non
sono state inoculate con microrganismi benefici del suolo e la gestione ¢ stata condotta
seguendo le convenzionali metodologie di coltivazione del pomodoro da industria.

A settembre 2023, in entrambi i campi, ¢ stata valutata la produzione complessiva di frutti in

termini di numero e peso.

2. Analisi statistica dei dati
Per ogni parametro analizzato, sono stati calcolati la media e I'errore standard associato. I dati

ottenuti sono stati esaminati utilizzando un'ANOVA a una via con il test di Fisher, considerando
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significative le differenze tra i parametri per p < 0,05, altamente significative per p < 0,001 e

non significative per valori di p superiori a 0,05.

RISULTATI
SERRA

1. Parametri analizzati a 45 GDT

1.1 Valutazione della colonizzazione fungina nell’apparato radicale
L’indice di micorrizazione ha evidenziato che coerentemente con quanto ci si aspettava, le
piante di controllo non presentavano tracce di colonizzazione da parte dei funghi AMF, cosi
come anche le piante inoculate con il solo Trichoderma (T1, T2, T3), ad eccezione di qualche
traccia nelle piante inoculate con il solo T2. I livelli di colonizzazione non erano
significativamente differenti tra FM ¢ AMF MIX, come osservato guardando la frequenza di
colonizzazione (F%, Figura 10 A) e il grado di colonizzazione (M%, Figura 10 B). Questi due
parametri invece si abbassavano, anche se non in maniera significativa, nel caso di FM quando

erano presenti T2 e T3 (Figura 10 A e B).
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Figura 10. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della frequenza di micorrizazione
F% (A) e della percentuale di colonizzazione M% (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o
meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante inoculate con T.
asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate
con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con
F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
viride, AMF MIX_T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum;
MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis,
B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens,
Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p < 0,05).

Un andamento del tutto simile era osservabile anche per la presenza di arbuscoli (Figura 11):
una diminuzione di arbuscoli era osservabile nelle radici delle piante inoculate con FM sia in

presenza di T2, sia diT3 rispetto al solo utilizzo di FM. Mentre nei trattamenti con AMF MIX
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vi ¢ stato un aumento di tale parametro quando le piante venivano co-inoculate con T3 (Figura
11 A). Per quanto riguarda la percentuale di vescicole (V%, Figura 11 B) non sono state
osservate differenze statisticamente significative tra i diversi trattamenti anche se MIX TOT e

AMF MIX T3 avevano dei valori piu elevati rispetto a tutte le altre piante.
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Figura 11. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della percentuale di arbuscoli A% (A) e della
percentuale di vescicole V% (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non
inculate; T1: piante inoculate con T. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum:;
FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F.
mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX_T1:
piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C.
etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_ T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices,
R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum +
T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola,
M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano
differenze statisticamente significative (p < 0,05).
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1.2 Parametri morfometrici e ponderali
Dall’analisi dei dati sulla porzione epigea della pianta si € osservato come non fossero evidenti
differenze statisticamente significative tra I’altezza delle piante inoculate con microrganismi
benefici del suolo e le piante di controllo non inoculate, anche se le piante FM T2 e FM_ T3
avevano dei valori piu elevati rispetto a tutte le altre piante E significativamente superiori
rispetto alle AMF MIX TI1 (Figura 12). Il peso fresco del fusto era significativamente piu
elevato nelle piante inoculate con FM rispetto alle piante di controllo, mentre tutti gli altri
trattamenti non mostravano differenze rispetto a queste ultime. Inoltre, ¢’erano delle differenze
significative nel peso fresco del fusto delle piante inoculate con AMF MIX e quelle inoculate

con FM, le prime infatti avevano dei valori piu bassi rispetto alle ultime (Figura 13).
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Figura 12. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard dell’ altezza del fusto delle piante di pomodoro
varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante
inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante
inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con
F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX T2: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum;
AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB
MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum,
P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p <0,05).
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Figura 13. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso fresco del fusto delle piante di pomodoro
varietd Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con T. viridae; T2: piante
inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante
inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con
F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, AMF MIX T2: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum;
AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB
MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum,
P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p <0,05).

Analizzando il peso fresco delle foglie, le piante inoculate con FM e quelle co-inoculate con
AMF MIX T3 avevano valori significativamente maggiori rispetto a quelle inoculate con
AMF MIX (Figura 14). Tuttavia, non sono state riscontrate differenze significative tra le

piante di controllo e i diversi trattamenti.
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Figura 14. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso fresco delle foglie, delle piante
di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7.
viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F.
mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices,
R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX_T1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride;
AMF MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C.
etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis,
Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere
differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p < 0,05).

Per il peso fresco delle radici, 1 valori delle piante inoculate con le diverse combinazioni di
microrganismi non hanno mostrato differenze significative rispetto alle piante di controllo.
Invece, le piante inoculate con T2 e T3 avevano dei valori piu alti rispetto a quelle inoculate
con AMF MIX e quelle co-inoculate con AMFMIX T1 (Figura 15 A).

Analizzando anche 1 dati riguardanti la lunghezza delle radici non erano presenti differenze tra
le piante inoculate con microrganismi benefici del suolo e le piante non inoculate. Erano invece
presenti differenze statisticamente significative tra le piante FM_T2 e quelle trattate con AMF

MIX e coinoculate con T1 o T2 (Figura 15 B).
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Figura 15. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso delle radici fresche (A) e la
lunghezza delle radici fresche (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT:
piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate
con T. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2:
piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF
MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX TI: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T.
asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M.
arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti
esplicitano differenze statisticamente significative (p < 0,05).

La biomassa secca dei fusti relativa a tutti i trattamenti con le diverse combinazioni di
microrganismi non aveva differenze significative rispetto alle piante CNT. Tuttavia, le piante

inoculate con FM da solo e quelle coinoculate con AMF MIX e T3 presentavano 1 valori piu
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elevati di questo parametro, con differenze statisticamente significative verso le piante AMF

MIX e AMF MIX T3 (Figura 16), che invece avevano i valori piu bassi.
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Figura 16. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso dei fusti secchi (A) delle piante di
pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2:
piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1:
piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate
con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate
con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum +
PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas
brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente
significative (p < 0,05).

I1 peso secco delle foglie delle piante inoculate con FM era significativamente maggiore
rispetto alle piante CNT, alle piante inoculate con AMF MIX e quelle co-inoculate con AMF
MIX e T1(Figura 17 A).

Per quanto riguarda il peso secco delle radici esso non era significativamente diverso tra le
piante CNT e e tutti gli altri trattamenti. Le uniche differenze statisticamente significative erano
riscontrabili tra le piante FM (il cui valore era elevato) e le piante inoculate con AMF MIX da

solo o in presenza di T1 (Figura 17 B).

74



bc
abe 2 abc
6 abc abe abc

bc bc

Peso secco foglie (g)
N

os]

ab ab ab
3 lab ab ab

ab ab ab

Peso secco radici (g)

cég < Qv ) “@ <y v & @Q\. ¥ v <> 0«

7

& & &
NS

& &

& Q@/§§§®\+
s

Figura 17. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard delle foglie secche (A) e il peso delle radici
secche (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante
inoculate con T. viridae; T2: piante inoculate con T. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate
con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX Tl1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF
MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p < 0,05).
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1.3 Analisi del contenuto di pigmenti fogliari
Nell’analisi della concentrazione di clorofilla a e b ¢ stato osservato che solo tre trattamenti
presentavano delle differenze statisticamente significative rispetto alle piante CNT, ovvero i
trattamenti T2, T3 ¢ FM_T1, che avevano delle concentrazioni minori (Figura 18 e 19). Stessa
situazione ¢ stata osservata per quanto riguarda la concentrazione di carotenoidi, fatta eccezione
per le piante inoculate con FM_T1 che non erano differenti dalle piante CNT (Figura 20 C). In

generale le piante AMF MIX T1 presentavano i valori piu elevati di clorofille e carotenoidi.
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Figura 18. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della concentrazione di clorofilla a delle piante
di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae;
T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1:
piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate
con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX _T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate
con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum +
PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas
brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente
significative (p < 0,05).
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Figura 19. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della concentrazione di clorofilla b delle piante
di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae;
T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1:
piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate
con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate
con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum +
PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas
brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente
significative (p < 0,05).

Il rapporto Chla/Chlb (Figura 20 B) decresceva significativamente nelle piante non inoculate
(CNT), in quelle trattate con FM e coinoculate o con T1 o con T3, e in quelle trattate con MIX

TOT, se confrontate con le piantye inoculta e con il solo T” o coinoculate con T2 e AMF MIX.
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Figura 20. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della concentrazione di carotenoidi (A) e del
rapporto del contenuto di clorofilla a/b (B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT:
piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7.
polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante
inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum;
AMF MIX TI: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. viride;, AMF MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum;
MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis,
Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti
tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p < 0,05).
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1.4 Analisi della fluorescenza fogliare (PEA)

Il parametro preso in considerazione ¢ stato Fv/Fm, cio¢ il rapporto tra la fluorescenza variabile
e la fluorescenza massima. Come si puo osservare dal grafico in Figura 21 quasi tutte le piante
mostravano valori di Fv/Fm ottimali, cio¢ vicini a 0.8 (considerato come valore tipico di piante
in buono stato di salute). Tuttavia, alcune avevano valori di efficienza fotosintetica
significativamente piu bassi: si trattava delle piante incoculate con FM e coinoculate o con T2
oT3.
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Figura 21. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del Fv/Fm delle piante di pomodoro varieta
Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con T viridae; T2: piante inoculate
con T. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con
F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae +
T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX T2: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum;
AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB
MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum,
P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p <0,05).
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2. Parametri analizzati a 100 GDT
2.1 Valutazione della colonizzazione fungina nell apparato radicale
Le piante di controllo e quelle inoculate con i ceppi di Trichoderma in singolo (ad eccezione di
T3) non presentavano tracce di colonizzazione da parte dei funghi micorrizici. I livelli di
colonizzazione erano significativamente differenti tra FM e AMF MIX, come si poteva
osservare dai valori della frequenza (F%) e della micorrizazione percentuale (M%). In entrambi
i casi I’inoculo misto di AMF, sia utilizzato in singolo che co-inoculato con le tre diverse specie
di Trichoderma (compreso MIX TOT), presentava dei valori di micorrizazione
significativamente piu elevati rispetto a quelli dell’inoculo puro FM somministrato in singolo

o coinoculato con altri microrganismi (Figura 22 e 23).
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Figura 22. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della frequenza di micorrizazione F% delle
piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7.
viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae;
FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante
inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2:
piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C.
etunicatum + T. asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p <0,05).
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Figura 23. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della frequenza di micorrizazione F% (A) e
della percentuale di colonizzazione M% (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT:
piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7.
polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante
inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum;
AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum;
MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis,
Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti
tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p < 0,05).

L’utilizzo dei due diversi inoculi micorrizici ha influenzato significativamente anche la
produzione di arbuscoli (A%) ricalcando sostanzialmente [’andamento dei due grafici
precedenti (Figura 24 A, 23, 22).

Non si sono evidenziate differenze statisticamente significative tra i diversi trattamenti per la

produzione di vescicole (V%, Figura 24 B).
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Figura 24. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della percentuale di arbuscoli A% (A) e della
percentuale di vescicole V% (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non
inculate; T1: piante inoculate con T. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum:;
FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F.
mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX_T1:
piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C.
etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices,
R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum +
T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola,
M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano
differenze statisticamente significative (p < 0,05).

2.2. Parametri morfometrici ponderali

Dall’analisi dei dati effettuata sulla biomassa fresca delle piante di pomodoro dopo 100

GDT, l’altezza delle piante inoculate con T3, AMF MIX T1, AMF MIX T2 e AMF
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MIX T3 era piu bassa delle piante CNT (Figura 25 A). Il peso fresco del fusto nelle piante
inoculate con le diverse combinazioni di microrganismi benefici del suolo non era differente
rispetto al controllo; tuttavia, FM e FM T3 avevano valori maggiori se confrontati con
AMF MIX_TI (Figura 25 B).
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Figura 25. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard dell” altezza del fusto (A) e peso fresco del fusto
(B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate
con T. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F.
mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX Tl1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF
MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p < 0,05).
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Analizzando il peso fresco delle foglie si ¢ potuto constatare che non vi erano differenze
significative delle piante inoculate con i microrganismi a confronto con le piante CTN.
Nonostante questo, le piante inoculate con FM in singolo avevano valori significativamente
maggiori rispetto a quelle inoculate con AMF MIX e co-inoculate con AMF MIX T2 e AMF
MIX T3 (Figura 26).
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Figura 26. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso fresco delle foglie, delle piante di
pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2:
piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1:
piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate
con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate
con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum +
PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas
brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente
significative (p < 0,05).

La lunghezza delle radici non mostrava differenze significative con le piante di controllo e tutti
gli altri diversi trattamenti. Invece erano presenti delle differenze tra i trattamenti AMF MIX
T2, T2 e FM_T2, in particolare le piante co-inoculate con AMF MIX T2 avevano una
lunghezza minore rispetto agli altri due trattamenti appena menzionati (Figura 27 A).

Per il peso fresco delle radici, i valori erano simili tra le piante CNT e tutti gli altri trattamenti.
Guardando solo le piante inoculate con i microrganismi, AMF MIX, AMF MIX T1, AMF
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MIX T2 e MIX TOT avevano un peso significativamente minore rispetto alle piante FM

(Figura 27 B).
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Figura 27. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della lunghezza delle radici (A) e il peso fresco
delle radici (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante
inoculate con T. viridae; T2: piante inoculate con T. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate
con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX Tl1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF
MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p < 0,05).
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Le analisi effettuate sulla biomassa secca hanno mostrato che per quanto riguarda i fusti, le
piante co-inoculate con AMF MIX e T1 avevano un peso significativamente inferiore rispetto

alle piante CNT e a tutte quelle inoculate con FM ad eccezione di FM_T2 (Figura 28).
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Figura 28. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso dei fusti secchi delle piante di pomodoro
varietd Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con T. viridae; T2: piante
inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante
inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con
F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride;, AMF MIX T2: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum;
AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB
MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum,
P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p <0,05).

Dalle analisi del peso secco foglie invece non sono state riscontrate differenze statisticamente
significative tra le piante di controllo e tutti gli altri trattamenti. Tuttavia, differenze
apprezzabili erano presenti tra le piante T2, AMF MIX e AMF MIX T1, che avevano bassi
valori di questo parametro piu bassi rispetto a quelli registrati nelle piante FM (Figura 29 A).

Per quanto riguarda la biomassa secca delle radici non erano stati riscontrate differenze
significative tra i controlli e 1 diversi trattamenti, ma, nonostante cio, le piante co-inoculate con
FM e T3 avevano dei valori maggiori rispetto a quelle co-inoculate con AMF MIX T1 e AMF

MIX T2 (Figura 29 B).
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Figura 29. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso delle foglie secche (A) e il peso delle
radici secche (B), delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1:
piante inoculate con T. viridae; T2: piante inoculate con T. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante
inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T.
asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum +
T. viride; AMF MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices,
R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum +
T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola,
M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano
differenze statisticamente significative (p < 0,05).

2.3 Analisi della concentrazione di pigmenti fogliari
Nell’analisi della concentrazione di clorofilla a ¢ stato osservato che le piante inoculate con
FM TI1 avevano dei valori significativamente inferiori rispetto alle piante CNT, T1, T2,

FM T2, AMF MIX e AMF MIX_ T1 (Figura 30 A).
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Figura 30. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della concentrazione di clorofilla a (A) e della
concentrazione di clorofilla b (B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT: piante non
inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum;
FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F.
mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX_T1:
piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C.
etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices,
R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum +
T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola,
M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano
differenze statisticamente significative (p < 0,05).

Per quanto riguarda invece la concentrazione di clorofilla b e dei carotenoidi (Figura 30 B e 31
A) i valori delle piante inoculate con FM_T3 erano maggiori rispetto a tutte le altre piante
inoculate/co-inoculate e di controllo, fatta eccezione per quelle T1, T2, FM Tl e AMF

MIX T1. Analizzando invece il rapporto tra la concentrazione di clorofilla a e b ¢ stato visto
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che i trattamenti FM_T1 e FM T3 avevano valori significativamente inferiori rispetto al

controllo e a tutte le altre piante inoculate con i diversi microrganismi (Figura 31 B).
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Figura 31. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard della concentrazione di carotenoidi (A) e del
rapporto del contenuto di colorifilla a/b (B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o meno con MBS. CNT:
piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7.
polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante
inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante
inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum;
AMF MIX TI: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. viride;, AMF MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum;
MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis,
Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti
tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p < 0,05).
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2.4 Produttivita e pezzatura di frutti
Per quanto riguarda lo studio del diametro maggiore ¢ minore dei frutti ¢ stato osservato che
non vi erano differenze statisticamente significative tra i diversi trattamenti (Figura 32 A e B).
La media del peso dei frutti di pomodoro non ha mostrato delle differenze significative

confrontando i risultati delle piante inoculate con quelle di controllo.
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Figura 32. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del diametro maggiore (A), diametro minore
(B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate
con T. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum; FM: piante inoculate con F.
mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX_TI1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF
MIX_T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
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Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p < 0,05).

Nonostante questo, si ¢ perd osservato che i trattamenti FM_T1 e FM_T3 avevano dei valori
minori rispetto al CNT, viceversa le piante inoculate con AMF MIX T3 e MIX TOT

presentavano valori piu elevati rispetto a tutte le altre piante (Figura 33).
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Figura 33 Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso medio dei frutti (C) delle piante di
pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con 7. viridae; T2:
piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con T. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1:
piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate
con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF MIX_T2: piante inoculate
con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T.
asperellum; AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum +
PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas
brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente
significative (p < 0,05).

I1 peso totale dei frutti non variava significativamente tra i diversi trattamenti confrontandoli
con le piante di controllo; tuttavia, il peso totale risultava numericamente piu elevato nelle
piante inoculate con T2 e MIX TOT; viceversa ¢ stata riscontrata una significativa diminuzione
del peso nelle piante co-inoculate con FM_T3 (Figura 34 A).

Il numero totale dei frutti ha avuto un aumento significativo rispetto al controllo nelle piante
inoculate con FM_T3, mentre nel resto dei trattamenti non erano state osservate differenze

statisticamente significative (Figura 34 B).
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Figura 34. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso totale dei frutti (A) e del numero totale
di frutti (B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante
inoculate con T. viridae; T2: piante inoculate con T. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate
con F. mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX Tl1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF
MIX T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p < 0,05).

2.5 Valori di pH e di acidita totale nei frutti

Il pH non variava significativamente tra i diversi trattamenti confrontandoli con le piante di

controllo; tuttavia, il pH risultava piu acido nelle piante inoculate con T1, T2, T3 e co-inoculato
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con AMF MIX T3 (Figura 35 A). Per quanto riguarda I’acidita totale non vi erano delle
differenze statisticamente significative confrontando i risultati delle piante inoculate con quelle

di controllo (Figura 35 B).
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Figura 35. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del pH dei frutti (A), del” acidita totale dei frutti
(B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate
con T. viridae; T2: piante inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F.
mosseae; FM_T1: piante inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum;
FM_T3: piante inoculate con F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R.
aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX_TI1: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride; AMF
MIX_T2: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum,
C. etunicatum + T. asperellum; AMF MIX_T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus
viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus
intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T.
polysporum + PGPB MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens,
Pseudomonas brassicacearum, P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze
statisticamente significative (p < 0,05).
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2.6 Analisi della fluorescenza delle clorofille (PEA)

Il parametro preso in considerazione, Fv/Fm, aveva dei valori compresi nell’intorno ideale 0,7-
0,85. Non sono state osservate delle differenze significative tra le piante di controllo e tutte le

altre piante inoculate e co-inoculate con MBS (Figura 36).
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Figura 36. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del valore di Fv/Fm delle piante di pomodoro
varieta Heinz 1301 inoculate o0 meno con MBS. CNT: piante non inculate; T1: piante inoculate con T. viridae; T2: piante
inoculate con 7. asperellum; T3: piante inoculate con 7. polysporum; FM: piante inoculate con F. mosseae; FM_T1: piante
inoculate con F. mosseae + T. viride; FM_T2: piante inoculate con F. mosseae + T. asperellum; FM_T3: piante inoculate con
F. mosseae + T. polysporum; AMF MIX: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum,
Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum; AMF MIX T1: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, AMF MIX T2: piante inoculate con
Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. asperellum;
AMF MIX T3: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus, Septoglomus viscosum, Claroideglomus
cloroideum, C. etunicatum + T. polysporum; MIX TOT: piante inoculate con Rhizophagus intraradices, R. aggregatus,
Septoglomus viscosum, Claroideglomus cloroideum, C. etunicatum + T. viride, T. asperellum, T. polysporum + PGPB
MIX(Bacillus subtilis, B. mojavensis, B. muralis, Microbacetrium paludicola, M. arborescens, Pseudomonas brassicacearum,
P. protegens, Pseudomonas sp.). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative (p <0,05).

CAMPO SPERIMENTALE
1. Confronto campo ASTER e campo convenzionale

I frutti del campo convenzionale presentavano un peso medio (Figura 37 A) inferiore rispetto
a quello del campo Aster, indipendentemente dal trattamento anche se il numero di pomodori
era maggiore (Figura 38). Per quanto riguarda il peso totale dei frutti non sono state osservate
differenze significative tra il campo convenzionale e il campo Aster, fatta eccezione per il

trattamento MIX 2 del campo Aster (Figura 37 B).
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Figura 37. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del peso medio dei frutti (A), del peso
totale di frutti (B) delle piante di pomodoro varieta Heinz 1301 raccolti nel campo Aster e nel campo convenzionale.
CMIX: controlli campo Aster; CONV: campo convenzionale; MIX1:campo Aster con Bacillus simplex (AH24), B.
mojavensis (SF1), Pseudomonas sp. (SATS), P. brassicacearum (SVB6R1); MIX2: campo Aster con P. protegens (PF7),
Microbacterium arborescens (PU10), P. brassicacearum (SVB6R1), B. muralis (AA14); MIX3: campo Aster con B.
subtilis (ZS11), M. paludicola (AEA23), P. brassicacearum (SVB6R1); MIX4: campo Aster con Bacillus simplex
(AH24), B. mojavensis (SF1), Pseudomonas sp. (SATS), P. brassicacearum (SVB6R1), P. protegens (PF7),
Microbacterium arborescens (PU10), B. muralis (AA14), B. subtilis (ZS11), M. paludicola (AEA23). Lettere differenti
tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente significative ( p <0,05).
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Figura 38. Nella figura vengono mostrati la media e il relativo errore standard del numero totale di frutti delle piante di
pomodoro varieta Heinz 1301 raccolti nel campo Aster e nel campo convenzionale. CMIX: controlli campo Aster; CONV:
campo convenzionale; MIX1:campo Aster con Bacillus simplex (AH24), B. mojavensis (SF1), Pseudomonas sp. (SATS),
P. brassicacearum (SVB6R1); MIX2: campo Aster con P. protegens (PF7), Microbacterium arborescens (PU10), P.
brassicacearum (SVB6R1), B. muralis (AA14); MIX3: campo Aster con B. subtilis (ZS11), M. paludicola (AEA23), P.
brassicacearum (SVB6R1); MIX4: campo Aster con Bacillus simplex (AH24), B. mojavensis (SF1), Pseudomonas sp.
(SATS), P. brassicacearum (SVB6OR1), P. protegens (PF7), Microbacterium arborescens (PU10), B. muralis (AA14), B.
subtilis (ZS11), M. paludicola (AEA23). Lettere differenti tra i trattamenti esplicitano differenze statisticamente

significative ( p < 0,05).
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DISCUSSIONE

La simbiosi tra le piante di pomodoro e i microrganismi del suolo, come PGPB e AMF, riveste
un'importanza cruciale per la salute, la crescita e la produttivita delle colture (Emmanuel et al.,
2020). I PGPB, ad esempio, favoriscono l'assimilazione di nutrienti essenziali come l'azoto e il
fosforo, mentre gli AMF migliorano 1'assorbimento di minerali e proteggono le piante da
patogeni del suolo (Gelvez-Pardo et al., 2023). Lo studio oggetto di questa tesi contribuisce
significativamente alla letteratura esistente dimostrando come una combinazione di PGPB, e/o
AMF e Trichoderma e la loro compatibilita, possa ottimizzare le pratiche agricole per la coltura
del pomodoro, offrendo nuove prospettive per la gestione agro-ecologica e piu sostenibile delle
colture.

Nell’esperimento effettuato in serra in condizioni semi-controllate si ¢ osservato come a 45
giorni, la colonizzazione fungina a livello radicale non era presente nelle piante di controllo,
tantomeno in quelle inoculate con Trichoderma. Viceversa, utilizzando dei co-inoculi di
Trichoderma in combinazione con microrganismi quali Funneliformis mosseae (FM) o il MIX
di funghi micorrizici arbuscolari (AMF MIX), la frequenza (F%) e il grado (M%) di
colonizzazione rimaneva simile tra 1 trattamenti. Allo stesso modo ¢ stata influenzata
I’abbondanza degli arbuscoli (A%) con valori simili tra le piante inoculate con questi funghi;
tuttavia, sia per quanto riguarda F%, M% che A% diminuivano nelle piante inoculate con F.
mosseae in presenza o di T. asperellum (T2) o di T. polysporum (T3).

Nel secondo campionamento condotto a 100 giorni, non ¢ stata osservata micorrizazione nelle
piante di controllo né in quelle inoculate con Trichoderma, similmente a quanto avvenuto nel
primo campionamento. Tuttavia, rispetto al primo campionamento, si sono osservati livelli di
colonizzazione fungina significativamente diversi a seconda che le piante fossero inoculate con
la coltura pura di F. mosseae, oppure con il mix di AMF, sottolineando come inoculi diversi
possano comportarsi diversamente nei confronti della stessa pianta, modificando la loro

performance di colonizzazione anche in risposta al passare del tempo e ai diversi stadi
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fenologici della pianta, coerentemente con quanto osservato da Bueno de Mesquita et al. (2018).
In questo caso ¢ stata la miscela di funghi micorrizici (AMF MIX) che ha dato i migliori risultati
a 100 GDT. Questa differenza significativa potrebbe essere dovuta anche al fatto che
nell’inoculo misto sono presenti generi e specie di funghi diversi che possono rispondere
differentemente alle condizioni di crescita in cui si trova la pianta mantenendo piu stabile la
simbiosi rispetto all’utilizzo di una singola specie fungina. In alcuni casi ¢ stato osservato che
nella fase finale di crescita, le piante hanno meno fotosintati disponibili, che vengono
prioritariamente utilizzati per la crescita vegetativa piuttosto che per la micorrizazione,
risultando in una diminuzione della colonizzazione fungina (Zhao et al., 2022). L’efficienza
della simbiosi dipende inoltre dalla compatibilita genetica tra il fungo e la pianta (Desai et al.,
2016).

Nel nostro lavoro la produzione di biomassa aerea e radicale presentava valori diversi nei
diversi trattamenti, sebbene le differenze riscontrate non fossero sempre significative, in
particolare rispetto alle piante di controllo. Come detto in precedenza, I’uso di microrganismi
benefici del suolo puo avere effetti discordanti (positivi, negativi o neutri) sulla produzione di
biomassa (Shivanna et al., 1994). Sebbene I'impatto diretto dei biostimolanti sulla biomassa
possa sembrare limitato, la loro applicazione ha il potenziale di ottimizzare le condizioni di
crescita e migliorare 1 risultati complessivi (Shahrajabian et al., 2023).

Le diverse combinazioni di microrganismi possono produrre effetti variabili sulla crescita delle
piante e sulla produzione di biomassa, pertanto, la variabilita tra le piante e i microrganismi e
le loro combinazioni (Mannino, 2023) possono risultare piu efficaci in determinati contesti o in
fasi specifiche della crescita, come ad esempio F. mosseae inoculato in singolo nel primo
campionamento ha aumentato il peso fresco del fusto delle piante di pomodoro, mentre altre
specie potrebbero avere effetti meno pronunciati. Tuttavia, si son potute notare delle differenze
tra il primo e il secondo campionamento, a 45 GDT la produzione di biomassa epigea e ipogea

era maggiore rispetto alle piante del secondo campionamento. Questa variazione ¢ spiegata
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dalla fase fenologica della pianta poiche nelle prime fasi del ciclo di vita le piante hanno a
disposizione maggiori riserve energetiche, favorendo cosi una piu efficacie instaurazione delle
simbiosi. Di conseguenza, ¢ normale riscontrare una produzione di biomassa piu elevata nelle
prime fasi di crescita quando le piante sono piu capaci di supportare e trarre beneficio delle
simbiosi (Monder et al., 2021; Quijia et al., 2024). Nonostante ci fossero delle differenze tra i
trattamenti, quest’ultime non erano significative rispetto al controllo.

In questo studio sono stati analizzati anche i pigmenti fogliari, in particolare le clorofille, ed ¢
stato visto come diverse combinazioni di microrganismi abbiano influenzato la concentrazione
di quest’ultime sia nel primo che nel secondo campionamento. A 45 GDT si ¢ registrato un
rapporto tra la concentrazione di clorofilla a e b piu elevato nelle piante inoculate con T.
asperellum (T2) in singolo o in presenza di AMF MIX rispetto alle piante di controllo. Tuttavia,
prese singolarmente le concentrazioni di entrambe le tipologie di clorofille, erano diminuite
rispetto alle piante di controllo, probabilmente per una questione di compatibilita diversa tra i
microrganismi utilizzati.

Invece, a differenza dal primo campionamento, nel secondo a 100 GDT il rapporto tra la
concentrazione di clorofilla a e b nelle piante coinoculate con F. mosseae in combinazione con
T. viridae (T1) e T. polysporum (T3) aveva valori significativamente inferiori rispetto al
controllo e a tutte le altre piante inoculate con 1 diversi microrganismi. Tuttavia, vi € stato un
aumentato della concentrazione di clorofilla b in una sola combinazione di microrganismi: F.
mosseae co-inoculato con 7. polysporum (T3). A 45 giorni la concentrazione dei carotenoidi
era aumentata nelle piante con il mix di funghi micorrizici arbuscolari insieme a 7. viridae
(T1)., mentre al00 giorni era aumentata con nelle piante FM_T3. Quindi con cio si dimostra
come la diversa fase fenologica della pianta in combinazione con il corretto mix di
microrganismi possa anche influenzare la sintesi di pigmenti fogliari (Brelsford et al., 2022).
Dal punto di vista della fotosintesi, ¢ stato considerato il parametro Fv/Fm come indice

comunemente utilizzato per misurare lo stato di salute delle piante. In letteratura, ¢ noto che un
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valore ottimale di Fv/Fm dovrebbe essere compreso tra 0,7 e 0,8, indicando che il fotosistema
II funziona correttamente e la pianta si trova in buone condizioni fisiologiche (Guidi et al.,
2019). Nel presente studio, i valori rilevati erano generalmente in linea con questi parametri,
suggerendo che, nella maggior parte dei casi, le piante godevano di una buona efficienza
fotosintetica. Tuttavia, in alcuni casi, sono stati registrati valori piu bassi, in particolare nelle
piante a 45 GDT. Questi valori inferiori possono essere attribuiti a condizioni di stress dovute
alle elevate temperature che si sono verificate durante il mese di luglio 2023. E probabile che
le piante abbiano sofferto lo stress termico piu intensamente in quel periodo, con un impatto
negativo sull'efficienza del fotosistema II (Jahan et al., 2021).

Studi recenti confermano che temperature elevate possono infatti ridurre i valori di Fv/Fm,
compromettendo il funzionamento del PSII e indicano un probabile stress abiotico, come
dimostrato nell'articolo di Bartold e Kluczek (2024). Questa correlazione tra stress termico e
riduzione dell'efficienza fotosintetica suggerisce che la gestione delle condizioni ambientali
durante le fasi critiche di crescita potrebbe essere fondamentale per mantenere la salute delle
piante e ottimizzare la produzione agricola (Cao et al., 2023).

Anche la produttivita dei pomodori € stata influenzata dall'uso di biostimolanti, come gia detto
in precedenza, diverse combinazioni di microrganismi inoculati nelle piante possano produrre
effetti differenti che possono variare significativamente a seconda della compatibilita tra i
microrganismi e le esigenze fisiologiche della pianta (Prigigallo et al., 2023). In particolare, il
nostro studio ha mostrato variazioni che riguardano sia il peso totale dei frutti che il numero
degli stessi. Sebbene i risultati complessivi non abbiano evidenziato differenze statisticamente
significative rispetto alle piante di controllo, sono pero state osservate alcune tendenze rilevanti.
Ad esempio, le piante inoculate con 7. asperellum (T2) e quelle trattate con la miscela totale di
microrganismi (MIX TOT) hanno mostrato un incremento nel peso dei frutti. Al contrario,

l'inoculazione di F. mosseae co-inoculato con 7. polysporum (T3) ha determinato una riduzione
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del peso dei frutti, suggerendo che non tutte le combinazioni di microrganismi portano a un
miglioramento della produttivita.

Per quanto riguarda il numero di frutti, 'aumento ¢ stato rilevato solo nelle piante trattate con
la combinazione di F. mosseae ¢ T. polysporum (T3), suggerendo che questa specifica
combinazione pud favorire la fruttificazione, pur avendo un impatto negativo sul peso
individuale dei frutti (De Andrade et al., 2023).

Per quanto riguarda la sperimentazione in campo, dai dati analizzati ¢ emerso che, confrontando
il campo ASTER con il campo convenzionale, la produttivita e la pezzatura dei frutti di
pomodoro possono variare significativamente. In particolare, nel nostro studio ¢ stato osservato
che, indipendentemente dal trattamento specifico, il peso medio dei frutti nel campo ASTER
era superiore rispetto a quello del campo convenzionale. Questo risultato sottolinea I'efficacia
dei biostimolanti nel migliorare la qualita e la dimensione dei frutti, dimostrando il potenziale
di tali pratiche nella promozione di una produzione piu sostenibile e redditizia (Garg et al.,
2024).

Ad oggi possiamo affermare che il pomodoro da industria ¢ una delle colture piu rilevanti dal
punto di vista alimentare, fondamentale per la produzione di salse, passate e concentrati, oltre
che per il consumo fresco (Li et al., 2018). La qualita del frutto ¢ cruciale per il successo del
processo di trasformazione e dipende da diversi fattori, tra cui il contenuto di zuccheri e
l'equilibrio tra acidi organici (Wu et al., 2022).

Oltre al contenuto di zuccheri, 1’acidita totale e il pH giocano un ruolo essenziale nel
determinare il gusto del pomodoro da industria, il pH del frutto, solitamente compreso tra 4,0 e
4,5, e l'equilibrio tra zuccheri e acidi influenza il sapore finale del frutto (Ahmed et al., 2020).
In questo lavoro, a 100 GDT vi sono stati dei risultati, anche se non significativi, con valori di
pH inferiori rispetto al controllo nelle piante inoculate singolarmente con 7. viridae (T1), T.
asperellum (T2) e T. polysporum (T3) e nelle piante di pomodoro co-inoculate con il mix di

funghi e il 7. polysporum (T3). Un’acidita maggiore conferisce un gusto piu fresco e pungente,
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mentre un pH piu basso, associato a una minore acidita, dona una maggiore percezione di
dolcezza. Questo equilibrio ¢ particolarmente importante nei prodotti trasformati, dove il
bilanciamento tra dolce e acido ¢ determinante per il gusto e la qualita del prodotto finito

(Anthon et al., 2011).

CONCLUSIONI

In conclusione, I'utilizzo degli MBS nella coltivazione del pomodoro da industria ¢ una
strategia agroecologica sostenibile che potrebbe effettivamente affiancarsi alle tecniche di
coltivazione attualmente utilizzate. In questo progetto ¢ stato evidenziato 1’importante lavoro
di selezione delle giuste combinazioni di MBS necessario per poter ottenere dei risultati
paragonabili o anche migliori, sia in termini quantitativi che qualitativi, nella produzione del
pomodoro. In tale contesto ¢ risultato evidente che la colonizzazione della radice da parte dei
funghi micorrizici arbuscolari pud essere influenzata positivamente o negativamente dalla
presenza di altri microrganismi benefici del suolo, ponendo cosi I’accento sulla compatibilita
tra 1 microrganismi stessi.

Tale simbiosi ha influenzato la crescita delle piante, sia in termini di biomassa prodotta sia in
termini di stato di salute, ed ha evidenziato la possibilita di migliorare effettivamente lo
sviluppo e la crescita di una coltura largamente diffusa come il pomodoro.

Un importante aspetto da tenere in considerazione ¢ risultato essere lo stadio fenologico della
pianta, che unitamente all’effetto degli MBS, ha influenzato non solo la crescita ma anche la
produzione e la qualita dei frutti. Quest’ultimo aspetto ¢ fondamentale per poter ottenere dei
prodotti di origine vegetale ad alto valore nutrizionale e nutraceutico, utili alla salute dell’uomo

ma al contempo coltivati in maniera sostenibile.
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del contrario, per tutte le volte che con pazienza mi ha sopportato, supportato e rincuorato dalle
mie mille ansie. Grazie per essere stato il fidanzato che ogni ragazza vorrebbe avere al proprio
fianco, non vedo I’ora di iniziare questo nuovo capitolo della mia vita e avere te vicino. Infine,

grazie per avere un cuore immenso e avermi dato 1’onore di farne parte.
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Adesso ¢ il turno del mio fratellone, Riccardo, detto anche minghi, grazie per essere uno dei
miei punti di riferimento, essere cresciuta con te mi ha insegnato tanto e mi ha resa la persona
che sono oggi. Grazie per la possibilita di poter contare sempre su di te, per essere come sei, un
tenerone che fa finta di essere un duro ma anche un rompi scatole incredibile. Ti voglio un bene

infinito.

In conclusione, ma non perché meno importanti, anzi, i miei genitori, Mommi e Papo. Vorrei
ringraziarli per tutto il loro amore incondizionato, per avermi dato la forza di affrontare tutto.
Grazie per avermi sostenuto in ogni momento, per aver creduto in me e spinto a dare sempre il
meglio. Grazie per avermi insegnato I’importanza della perseveranza e della determinazione,
grazie per tutti i sacrifici che avete fatto negli anni per la nostra famiglia.

Grazie per essere stati 1 miei angeli custodi e avermi permesso di realizzare 1 miei sogni.

Ringrazio anche me stessa questa volta, per aver tenuto testa a ogni situazione, per non aver

mollato e avercela fatta.

Con infinita riconoscenza e affetto,

Giulia.
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