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Riassunto

L'agricoltura moderna si concentra oggi su due obiettivi principali: la riduzione degli
input produttivi, con particolare attenzione ai prodotti potenzialmente dannosi per
I’ambiente, e I’incremento delle rese agrarie. Riuscire a perseguire entrambi gli
obiettivi in maniera sinergica non ¢ sempre facile. Tuttavia, negli ultimi anni, gli
agricoltori hanno potuto contare sull’introduzione di prodotti biostimolanti, una vasta
categoria di sostanze che, se impiegate in piccole quantitd, possono apportare

significativi benefici sia dal punto di vista quantitativo che qualitativo delle colture.

Questa tesi, nella sua prima parte, fornisce un quadro generale sui biostimolanti,
analizzandone I'evoluzione storica, la normativa di riferimento e le modalita di
applicazione. Nella seconda parte, verranno presentati tre casi di studio relativi al
frumento tenero (7riticum aestivum L.), al fine di evidenziare l'impatto positivo di

questi prodotti in questa coltura.

Il primo caso di studio valuta quattro biostimolanti commerciali, due idrolizzati
proteici e due acidi umici, testati in Arabia Saudita su terreni sabbiosi e poveri di
nutrienti. Le prove si sono concentrate sull’efficacia di questi prodotti sull’incremento
di resa del frumento. Tra 1 quattro, quello che si ¢ significativamente distinto ¢ un
idrolizzato proteico, con aumenti del 21,97% dell’accestimento, del 12,64% nel
numero di cariossidi per spiga, dell’8,61% nel peso di 1000 semi e dell’8,2% nella
resa. Questi risultati hanno suscitato un forte interesse, portando a una seconda fase
sperimentale triennale, con 1’obiettivo di verificare la ripetibilita dei benefici ottenuti.
Anche questa seconda prova ha confermato la stabilita dei risultati, evidenziando

I’elevato potenziale agronomico.

Nel secondo caso di studio, svolto in Polonia, sono stati testati due idrolizzati proteici,
differenziati per contenuto di amminoacidi (15% vs. 20%) ed elementi nutritivi (17%
vs. 23%). La sperimentazione ha valutato D’efficacia dei due prodotti a diverse
concentrazioni. Dai risultati ¢ emerso che il prodotto piu performante risulta essere
quello maggiormente ricco di amminoacidi ed elementi nutritivi, purché applicato con
una dose minima di 1,25 L/ha. A questa concentrazione, i risultati sono stati
interessanti; si ¢ osservato un incremento del 75% nell’accestimento e un
miglioramento dell’11% nella resa in granella. Anche sul piano qualitativo sono stati
rilevati effetti positivi, come I’aumento del tenore proteico e dell’indice di Zeleny
(+3,12% e +9,65%, rispettivamente), che si ¢ tradotta in una migliore attitudine

panificatoria, oltre a un incremento nel contenuto di alcuni macro e micronutrienti
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nella granella, come calcio, sodio, rame e molibdeno (+7,9%, +46,5%, +50,0%,

+15,7%, rispettivamente).

L’ultimo caso di studio analizzato ha riguardato due biostimolanti derivati dai gusci di
crostacei, il chitosano (CS), insolubile in acqua, ¢ le nanoparticelle di chitosano
(CSNPs), solubili e quindi piu gestibili a livello industriale. Gli esperimenti si sono
focalizzati su due aspetti: I’effetto dei due prodotti sull’accrescimento della pianta e la
determinazione della concentrazione di applicazione ottimale. Entrambi i trattamenti
hanno portano a notevoli miglioramenti, sebbene i risultati siano leggermente superiori
con I’'uso di CSNPs. Un dato particolarmente rilevante riguarda la concentrazione
ottimale, che ¢ risultata essere di 50 mg/L per CS e di 5 mg/L per CSNPs. Entrambi 1
trattamenti hanno mostrato effetti molto simili, rendendo CSNPs una valida opzione,

con dosaggi inferiori e migliori proprieta tecnologiche.
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Abstract

Today, modern agriculture focuses on two main objectives: reducing production
inputs, with particular attention to products that may pose environmental risks and
increasing crop yields. Achieving both goals simultaneously is not always
straightforward. However, in recent years, farmers have benefited from the
introduction of biostimulants, a broad category of compounds that, when used in small

amounts, can bring significant improvements both in terms of yield and quality.

The first part of this thesis provides a general overview of biostimulants, analyzing
their historical evolution, regulatory framework, and methods of application. In the
second part, three case studies concerning wheat (7riticum aestivum L.) are presented

to demonstrate the positive impact of these products on this crop.

The first case study evaluates four commercial biostimulants, including two protein
hydrolysates and two humic acids, tested in Saudi Arabia on sandy soils with low
nutrient content. The trials focused on products' efficacy in increasing wheat yield.
One of the two protein hydrolysates was significantly impacting wheat, with increases
of 21.97% in tillering, 12.64% in the number of kernels per spike, 8.61% in 1000-
kernel weight, and 8.2% in yield. These results generated considerable interest in it,
leading to a second 3-year experimental phase aimed at verifying the repeatability of
its benefits, which confirmed the stability of the results, underscoring its agronomic

potential.

The second case study analyzed here was conducted in Poland, by testing two protein
hydrolysates, which differ in amino acid content (15% vs. 20%) and nutrient elements
content (17% vs. 23%). The experiment assessed the efficacy of both products at
various concentrations. The results indicated that the more nutritionally rich product
was the most effective, applied at a minimum dose of 1.25 L/ha. At this concentration,
results were highly favorable: a 75% increase in tillering and an 11% improvement in
yield. It also had positive effects on grain quality, such as increases in protein content
and Zeleny index (+3.12% and +9.65%), translating into improved baking quality, as
well as elevated levels of key macro and micronutrients in the kernels, including
calcium, sodium, copper, and molybdenum (+7.9%, +46.5%, +50.0%, +15.7%).

The final case study examines two biostimulants derived from crustacean shells:
chitosan (CS), which is insoluble in water, and chitosan nanoparticles (CSNPs), which

are water-soluble and thus more manageable at the industrial level. The experiments
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focused on two main aspects: the effects of these products on plant growth and
determining the optimal concentration. Results indicated that both treatments led to
significant improvements, with slightly better outcomes observed with CSNPs. A
particularly relevant finding was the optimal concentration: 50 mg/L for CS and 5
mg/L. for CSNPs. Both treatments achieved very similar results, making CSNPs a

viable option, requiring lower doses and featuring improved technological properties.
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Introduzione

Il frumento rappresenta una delle principali colture a livello globale, rientrando sia
nell’alimentazione umana che animale. Per questo con 1’esponenziale aumento della
popolazione mondiale degli ultimi decenni si € osservato un continuo incremento di
domanda di questa fondamentale materia prima (commodity). All’occhio dell’opinione
pubblica questo aumento di domanda, che si tramuta in un aumento della produttivita
dei terreni, si richiede sia accompagnato da una maggior attenzione da parte degli
agricoltori dal punto di vista della salvaguardia ambientale: nel prossimo futuro,
dunque, si dovranno preferire pratiche agricole sempre piu sostenibili ed efficienti, con
una riduzione significativa delle quantita di input utilizzati. Per ovviare a questo, il
mondo emergente dei biostimolanti puo rappresentare un ottimo strumento, apportando
miglioramenti quanti-qualitativi alle colture ma riducendo al contempo I’impatto

ambientale.

I biostimolanti sono sostanze di origine naturale o sintetica che, pur non essendo
classificate come fertilizzanti o fitofarmaci, hanno la capacitd di promuovere la
crescita delle piante, migliorare la loro tolleranza agli stress abiotici e biotici e

ottimizzare l'efficienza nell'assorbimento dei nutrienti.

In questa tesi nella prima parte verranno analizzati i vari aspetti che caratterizzano i
biostimolanti. Si comincera con una prima analisi del termine “biostimolante” per
arrivare al suo utilizzo e alla sua definizione odierna. A questa seguira un breve
capitolo che andra a chiarire 1 principali aspetti legislativi di questi prodotti,
analizzando le normative europee e nazionali. Si proseguira poi con un’analisi delle
principali categorie di biostimolanti ad oggi utilizzate e ai loro meccanismi di azione
che non sono ancora oggi del tutto chiari. La parte generale si concludera poi con un
breve excursus sui vari metodi di applicazione di questi prodotti.

Seguira poi una parte specifica in cui verranno presentati i risultati ottenuti da diverse
sperimentazioni, che andranno a dimostrare come effettivamente questi prodotti siano

in grado di migliorare resa e qualita in grano.



Capitolo 1

Le origini del termine biostimolante

I1 termine biostimolante ¢ oggi conosciuto da tutti gli attori del settore agricolo, seppur
solamente da un paio di decenni questi prodotti sono entrati in modo concreto nel
mercato. Per arrivare a formularne una descrizione che risulti corretta e che analizzi
tutti gli aspetti di questi prodotti ci sono perd voluti molti anni, accompagnati da un

insieme di studi e revisioni della definizione stessa.

1.1 Evoluzione del termine biostimolante nella storia

I1 concetto ad oggi attribuito al termine biostimolante si lega con quello che negli anni
‘30 venne attribuito al termine “stimolante biogenico” da Vladimir Petrovi¢ Filatov, un
medico sovietico. Egli, infatti, dopo diverse osservazioni effettuate propose la teoria
secondo la quale materiali biologici di diversa origine andrebbero ad influenzare lo
sviluppo di piante e animali, agendo su quelli che sono i loro processi metabolici ed

energetici.

La teoria di V.P. Filatov venne analizzata negli anni successivi, pit precisamente negli
anni ‘40 e ‘50, da Blagoveshchensky, un ricercatore che ando ad applicare questo
concetto teorico a livello pratico. Da diverse prove effettuate ando a rielaborare
nuovamente questa teoria definendo il concetto di “stimolante biogenico” come degli
acidi organici che, grazie a delle loro specifiche proprieta, erano in grado di potenziare
I’attivita enzimatica della pianta. Egli, quindi, ando in qualche modo a limitare, a
racchiudere la teoria al solo gruppo degli acidi organici, senza perd alcun tipo di

certezza.

Il primo vero pensiero di biostimolante comparabile a quello odierno venne pero
sviluppato solamente nel 1994 da Herve, il quale ando a suggerire una metodologia nel
campo dello sviluppo di questi prodotti. Egli, infatti, suggeri di focalizzarsi su quelli
che sono i vincoli fisiologici, ecologici ed agricoli delle piante, in modo da poter
lavorare in modo mirato sulla loro risoluzione. Altro punto espresso era quello
riguardante la modalita di azione di questi prodotti, i quali, dovevano funzionare
applicati in piccole dosi, dovevano essere sostenibili dal punto di vista ecologico e
soprattutto dovevano presentare effettivi vantaggi se applicati a coltivazioni agricole e

non solo a livello di laboratorio.



Qualche anno piu tardi, nel 1997, apparve per la prima volta in una rivista web il
termine biostimolante. La rivista era “Ground Maintenance” ed era rivolta ai
professionisti del settore dei tappeti erbosi. Nell’articolo che parlava di questi
biostimolanti spicco la definizione a loro attribuita da Zhang e Schmidt, che li
definirono come sostanze che una volta applicate in minime quantita ad una pianta,
portano in essa benefici nella crescita (Zhang e Schmidt, 2000). Parte fondamentale di
questa definizione era il termine “in minima quantita”, che andava per la prima volta a

differenziare 1 biostimolanti da altre tipologie di nutrienti, concimi ed ammendanti.

Nel 2007 il termine biostimolante apparve per la prima volta in una pubblicazione
scientifica, in un articolo di Kauffman. In questa pubblicazione spicca I’aggiunta del
termine “differenti dai fertilizzanti” nella definizione di biostimolanti (Kauffman et al.,
2007), che va a rafforzare sempre piu quella che era la linea di pensiero di Zhang e
Schmidt.

Nel periodo 2007-2012 il termine biostimolante comincio ad essere utilizzato sempre
con maggior frequenza, sia in letteratura scientifica sia in riviste di vario genere (Calvo
et al., 2014). Nel 2012 qualcosa si mosse a livello di Commissione Europea: essa,
infatti, proprio in quell’anno assegno uno studio specifico sui biostimolanti, in modo
da analizzarne le loro caratteristiche ed arrivare a una definizione rigorosa, che venne

definita sulla base solamente di analisi bibliografiche.

La vera e propria rivoluzione avvenne nel 2019, anno di introduzione del regolamento
UE 2019/1009, che stabili per la prima volta una vera e propria definizione ufficiale

per il termine biostimolante.

1.2 La definizione odierna di biostimolante

Quella che oggi viene utilizzata come definizione di biostimolante ¢ quella riportata
nel Regolamento (UE) 2019/1009, che ci indica un biostimolante come “un qualunque
prodotto che stimola i processi nutrizionali delle piante indipendentemente dal suo
tenore di nutrienti, con l’unica finalita di migliorare una o piu delle seguenti
caratteristiche delle piante o della rizosfera della pianta: a) efficienza dell’uso dei
nutrienti; b) tolleranza allo stress abiotico; c) caratteristiche qualitative; d) disponibilita

di nutrienti contenuti nel suolo o nella rizosfera” (Regolamento UE 2019/1009).



Questa definizione rappresenta un importante passo nel mondo di questi prodotti in
quanto ha messo chiarezza in merito a cosa effettivamente essi siano € a come si

possano in qualche modo distinguere da un fertilizzante o ammendante.

Oltre ad aver messo chiarezza a livello Europeo questa definizione ¢ stata presa come
spunto da altri Paesi nell’avanzare di nuovi sistemi legislativi sul tema. Uno degli
esempi piu importanti che troviamo ¢ quello degli USA, che nel 2018, prendendo
spunto da una delle bozze del Reg (UE) 2019/1009 hanno reso esecutiva come legge
quella del Farm Bill (2018), ossia un insieme di norme destinate al mondo
dell’agricoltura statunitense, che mette chiarezza anche riguardo il tema dei
biostimolanti, sia per stilarne una loro appropriata definizione, sia per regolarne

produzione e uso (Ferrante, 2023).



Capitolo 2

Regolamentazione dei biostimolanti

Nel corso del processo di diffusione dei prodotti biostimolanti si sono resi necessari

diverti interventi di rivisitazione delle regolamentazioni in atto. Questo in quanto essi
non vengono considerati come prodotti fertilizzanti o fitofarmaci, non rientrando di
fatto in quella che ¢ la loro classificazione. Da questa osservazione ¢ scaturita la
necessitd di andare a svolgere studi piu approfonditi sulla loro natura, sui loro
meccanismi d’azione e sulla loro sicurezza, in modo da andare a creare nuove

normative competenti e corrette.

2.1 La normativa Europea — Il Regolamento (UE)
2019/1009

Il regolamento (UE) 2019/1009 ¢ entrato in vigore il 16 Luglio 2022, andando di fatto
a sostituire il Regolamento (CE) 2003/2003. Questa entrata in vigore di un nuovo
regolamento solamente dieci anni dopo la stesura del precedente ¢ stata molto discussa

ma necessaria, per diverse motivazioni.

In primo luogo, bisogna evidenziare come il vecchio Regolamento (CE) 2003/2003
andasse a normare per la quasi totalita solamente prodotti fertilizzanti di origine
inorganica, come possono essere 1 classici concimi fosfatici, escludendo la possibilita

di scoprire nuovi orizzonti, come quello dei biostimolanti.

Un altro punto importante da evidenziare era la commercializzazione dei prodotti con
Paesi esteri, poco chiara e sicura dal punto di vista normativo. Ecco, dunque, che il
Regolamento (UE) 2019/1009 amplio la normativa a molti prodotti di origine vegetale,
andando inoltre a normare in termini di sicurezza e requisiti, quelli che sarebbero stati

eventuali importazioni e/o esportazioni di prodotti con altri Paesi comunitari.

Con I’introduzione di questa normativa e 1’entrata sul mercato di molti nuovi prodotti
di origine vegetale e/o animale si ¢ fatto un ulteriore passo verso un’agricoltura
sostenibile in quanto si sono aperte nuove possibilita di contrasto di carenze
nutrizionali, disfunzioni fisiologiche e metaboliche delle piante, diverse dai classici

prodotti inorganici.

Per la stesura del nuovo regolamento ¢ stato usato un approccio differente a quello

usato in precedenza, che questa volta si ¢ focalizzato sul far rispettare ai vari prodotti



ammessi 1 requisiti che deve soddisfare un prodotto per essere marchiato CE. Questo
ha fatto in modo che tutti i prodotti marcati CE possano dunque giovare di libera
circolazione all’interno della comunita europea, andando a rispettare tutti quelli che
sono 1 requisiti minimi di sicurezza richiesti dagli Stati membri, sia in termini
ambientali che di pericolosita per la salute umana; questo non ha comunque escluso la
possibilita da parte delle aziende di produrre prodotti senza marchiatura CE, che
rispettino le linee guida della Nazione di produzione, che verranno commercializzati

solamente a livello nazionale.

Andando ad analizzare 1’effettiva composizione del Regolamento (UE) n.2019/1009,

esso ¢ composto da 5 allegati, ossia:

- Allegato I, in cui sono elencati i1 diversi tipi di prodotto fertilizzante insieme
alle rispettive norme in termini di sicurezza e qualita del prodotto;

- Allegato II, in cui sono riportati i possibili composti che sono ammessi per la
produzione dei fertilizzanti, accompagnati dalle dosi massime ammissibili e da
tutte le norme di sicurezza;

- Allegato III, in cui vengono riportate norme riguardanti I’etichetta del prodotto
e le varie indicazioni per gli organi di controllo, come per esempio gli
scostamenti ammessi in raffronto alla composizione riportata in etichetta;

- Allegato IV, in cui sono riportate indicazioni per le procedure di valutazione
della conformita del prodotto;

- Allegato V, in cui si trova una dichiarazione molto simile a quella che in

seguito al processo di marchiatura CE dovra essere allegata al prodotto.

2.2 La normativa nazionale — Il Decreto
Legislativo 75/2010

A livello nazionale, 1 prodotti biostimolanti sono normati dal Decreto Legislativo
29 Aprile 2010 n.75 (D.Lgs. 75/2010), che li colloca nella categoria dei prodotti
denominati “ad azione specifica”, ossia prodotti che apportano ad un altro
fertilizzante o al suolo o alla pianta, sostanze che favoriscono o regolano
I’assorbimento degli elementi nutritivi o correggono determinate anomalie di tipo
fisiologico, 1 cui tipi e caratteristiche sono riportati nell’Allegato 6” (D.Lgs.
75/2010).

Esprimendo in breve quelli che sono i principali punti trattati in questo decreto si

evidenzia che tutti 1 prodotti biostimolanti commercializzati devono



necessariamente riportare in etichetta dosi e modalita d’impiego in quanto sono
prodotti che vengono usati in piccole quantita per grandi superfici, e che
presentano un’efficacia molto sensibile a possibili errori di dosaggio. Altro punto
trattato ¢ quello della sicurezza, nello specifico nell’Articolo 5, dove vengono
elencate una serie di indicazioni da rispettare in fase di produzione affinché il
prodotto non risulti pericoloso in alcun modo per persone, animali e piante. Ultimo
tema fondamentale trattato dal D.Lgs. 75/2010 ¢ quello del controllo e delle
eventuali sanzioni da applicare: D’attivita di controllo in merito ai prodotti
biostimolanti viene eseguita, come citato dall’art.11, dall’ICQRF (Ispettorato
Centrale della Tutela della Qualita e della Repressione Frodi dei prodotti
agroalimentari), il quale fa riferimento a quanto espresso dal Masaf (Ministero
dell’Agricoltura, della Sovranita Alimentare e delle Foreste). In caso di necessita di
applicare sanzioni, queste fanno riferimento alle disposizioni della legge del 24

Novembre 1981 n.689 e vengono disposte sempre dall’ ICQRF.



Capitolo 3
Classificazione dei biostimolanti

Un’altra problematica insorta nel corso degli studi di questi nuovi prodotti ¢ stata la
necessita di andare a classificarli. In merito a questo sono stati fatti diversi tentativi,
ma tutti senza grande successo; questo per varie motivazioni, come 1’enorme quantita
di prodotti disponibili, I’elevata eterogeneita delle materie prime e soprattutto i

meccanismi di azione ancora non totalmente chiari.

Non essendoci ancora una classificazione chiara e comprovata ma volendo andare a
descrivere quelli ad oggi piu utilizzati e piu studiati, si possono andare ad evidenziare

queste tipologie di prodotti:

- Sostanze umiche;

- Idrolizzati proteici;

- Estratti di alghe;

- Chitosano e suoi derivati;
- Inoculanti funginei;

- Inoculanti microbici.

3.1 Le sostanze umiche

Le sostanze umiche sono composti che rientrano naturalmente in quella che ¢ la
matrice organica di un terreno. Esse vengono generate dal processo di umificazione,
che avviene naturalmente in contemporanea ai processi di decomposizione e
mineralizzazione. Tramite il processo di decomposizione, infatti, la sostanza organica
presente nel terreno viene ridotta a particelle molto piccole, grazie all’azione
combinata di diversi fattori. Queste particelle che si sono originate, grazie alle loro
ridotte dimensioni, risultano essere particolarmente atte ad essere attaccate da
microrganismi, che andranno a compiere effettivamente il processo di umificazione,

trasformandole in sostanze umiche.

Le sostanze umiche perd non sono tutte uguali, ma si distinguono in tre differenti
categorie. Queste perd non le raggruppano secondo la loro struttura chimica che risulta

essere complessa ed irregolare ma bensi secondo la loro solubilita. Esse sono:



- Acidi umici: molecole ad alto peso molecolare che risultano essere solubili
solamente in condizioni di alcalinita del terreno;

- Acidi fulvici: molecole a basso peso molecolare che sono solubili in qualsiasi
condizione di pH del terreno;

- Umina: molecole che sono sempre insolubili nel terreno.

A livello naturale la composizione chimica delle sostanze umiche ¢ fortemente
influenzata dalle radici delle piante che, tramite il rilascio di essudati radicali e

protoni, portano alla formazione di colloidi supramolecolari.

Altro aspetto fondamentale parlando di sostanze umiche ¢ il loro importante
contributo che apportano al terreno. Esse, infatti, non solo contribuiscono ad

aumentare la fertilita del terreno ma ne migliorano anche la struttura.

Questi aspetti appena citati riguardanti le sostanze umiche sono le due principali
motivazioni che portano questi composti ad essere utilizzati come prodotto
biostimolante (Rose et al., 2014). Andando infatti a migliorare queste interazioni e
la struttura del terreno, le sostanze umiche sono in grado di portare notevoli
miglioramenti sulla crescita della pianta, la quale sara in grado di assorbire in
maniera piu efficiente 1 nutrienti dal terreno, aumentando il suo tenore di crescita,

anche se solo talvolta la sua produzione.

Sono state inoltre osservate interazioni a livello ormonale da parte di queste
sostanze, delle quali perd non si ¢ ancora arrivati a comprendere a fondo i

meccanismi. Sembra tuttavia evidente 1’effetto auxino-simile degli acidi umici.

Per ottenere queste sostanze a livello industriale, in modo da poterle poi utilizzare
come prodotti biostimolanti, le alternative ad oggi disponibili sono sostanzialmente
due: la prima ¢ D’estrazione diretta di sostanze umiche a partire da substrati
naturali, come per esempio torba o compost (du Jardin, 2012) mentre 1’altra ¢
quella dell’estrazione da residui colturali, tramite processi chimici di degradazione
e ossidazione, di sostanze simili alle sostanze umiche, che vengono utilizzate come
sostitutivi (Eyheraguibel et al.,2008).

3.2 Gli idrolizzati proteici

Con il termine idrolizzato proteico si va a definire una miscela di amminoacidi e

peptidi solubili in acqua, che possono essere sia di origine animale che di origine
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vegetale, ottenuti mediante un processo di idrolisi (du Jardin, 2012). L’idrolisi non
¢ altro che una reazione di scissione di lunghe catene amminoacidiche in catene piu
corte. Questa scissione puo avvenire grazie a diversi fattori, sulla base dei quali a
livello industriale si differenziano diversi processi per [’ottenimento degli

idrolizzati, ossia:

- Idrolisi termica: in questo caso 1’agente che effettua il taglio della catena
amminoacidica ¢ il calore. Questo non ¢ molto efficace come procedimento
in quanto il taglio avviene in modo casuale e porta all’ottenimento di
idrolizzati contenenti catene relativamente lunghe. E un procedimento
utilizzato soprattutto per produrre idrolizzati destinati all’applicazione nel
terreno, per migliorare le caratteristiche di quest’ultimo.

- Idrolisi chimica: in questo processo industriale le catene amminoacidiche
vengono rotte grazie all’utilizzo di acidi o basi forti in condizioni di
temperatura elevata (che va a catalizzare la reazione). Come risultato finale
si otterra un idrolizzato composto da molte catene corte e da una piccola
parte di amminoacidi liberi, che andranno dunque ad essere “pronti
all’uso”. Nell’idrolisi chimica si trovano perd una serie di svantaggi: in
primo luogo nel prodotto finale si ottengono una buona parte di
amminoacidi sotto una particolare forma, che prende il nome di destrogira,
la quale non ¢ in grado di essere assorbita dagli organismi vegetali, e
destinata dunque ad essere dispersa. Non meno importante troviamo il fatto
che a causa degli ambienti acidi o basici e delle alte temperature, alcuni
amminoacidi vengono alterati/distrutti, € non saranno dunque presenti nel
prodotto finale. Ultimo svantaggio di questo processo ¢ il fatto che, talvolta,
si possono originare ¢ dunque ritrovare nel prodotto finale, delle sostanze
fitotossiche, che necessitano di ulteriori trattamenti prima dell’utilizzo
finale;

- Idrolisi enzimatica: questo risulta essere il migliore tra i processi elencati.
In questo caso, infatti, I’azione di scissione delle catene amminoacidiche
viene svolta da enzimi stereospecifici, in grado di lavorare a basse
temperature e in condizioni di pH neutro: cosi facendo si ottengono una
serie di vantaggi, come il fatto che ci sara una totale assenza di distruzione
di amminoacidi e ci saranno la maggior parte degli amminoacidi liberi
prodotti in forma levogira, che ¢ quella in grado di essere assimilata dalle
piante. Grazie all’utilizzo di enzimi, inoltre, il processo sara altamente

riproducibile.



Racemizzazione
Amminogramma

Peptidi
Salinita

Conducibilita
elettrica (C.E)
Omogeneita

Purita

Stabilita

Odore

Miscibilita

Durata

Impatto ambientale

assente
ricco in amminoacidi in
diversa percentuale
elevato contenuto
bassa

bassa

si
si
si
assente
si
all'infinito
basso

fortemente presente
pochi amminoacidi e in
percentuale elevata
basso contenuto
elevata (fitotossicita e riduzione
della crescita vegetativa della
pianta)
elevata (3.9-20 dS/m)

no
no
no
presente
limitata
21anno

elevato (consumo di acqua ed

11

emissione di CO;)

Figura I- Differenze tra idrolisi enzimatica ed idrolisi chimica
(Fonte: ilsagroup.com)

In base al processo mediante il quale 1’idrolizzato ¢ stato ottenuto si ottengono dunque
diversi livelli qualitativi del prodotto, basati principalmente sulla percentuale di
racemizzazione, ossia di amminoacidi destrogiri e levogiri presenti, sulla diversita di e
sulla quantita di amminoacidi liberi presenti (Fig. 1). Prodotti di elevata qualita
tecnologica sono quelli che gioveranno di una maggiore efficacia una volta utilizzati in

campo agricolo.

Gli idrolizzati proteici hanno dimostrato una serie di effetti diretti ed indiretti nelle
piante, tra cui una modulazione dell’assorbimento di azoto, un miglioramento
dell’interazione tra il ciclo dell’azoto e del carbonio, un effetto chelante e antiossidante
(Halpern et al., 2015). Allo stesso tempo pero si ¢ osservato come questi idrolizzati
contribuiscano ad un miglioramento delle proprieta del terreno, questa volta perd in

termini di aumento della biomassa e dell’attivita microbica.

Argomento importante da evidenziare parlando degli idrolizzati proteici ¢ quello della
sicurezza nella catena alimentare, soprattutto nel caso di quelli di origine animale.
Mentre quelli di originale vegetale non destano nessuna preoccupazione, quelli di
origine animale a livello europeo hanno scatenato un campanello dall’allarme,
nonostante dalla comunita scientifica siano arrivate conferme che questi non
comportano nessun tipo di problema, n¢ dal punto di vista ecologico n¢ da quello

fisiologico (Corte et al., 2014); campanello d’allarme che ha portato, tramite il
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Regolamento di esecuzione (UE) n.354/2014, al divieto di utilizzo di questi idrolizzati

sulle parti commestibili delle piante coltivate in regime biologico.

3.3 Estratti di alghe

Nella categoria degli

Dyp
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Spiraltang 4| F %{E’JJ y’_j
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composti, a  causa : Betars
Fingertare
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quali essi si possono

A
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ricavare (Fig. 2). Tutte

Figura 2- Stratificazione delle alghe in base alla profondita

queste specie $ono (Fonte: agronotizie.imagelinenetwork.com).

raggruppate  in  tre
differenti categorie,

secondo il

colore delle alghe, ossia alghe brune, alghe rosse ed alghe verdi. Oggigiorno nel
mercato dei biostimolanti la maggior parte dei prodotti provengono dal phylum delle
alghe brune; alcuni dei generi piu diffusi sono Ascophyllum, Duvillaea, Echlonia,

Fucus, Laminaria e Sargassum.

Come per le sostanze umiche, anche per gli estratti algali esistono diverse tecniche di
estrazione dei composti, con processi fisici a processi chimici. Quello che risulta essere
piu efficiente in questo caso ¢ quello dell’estrazione alcalina sotto pressione in quanto
idrolizza 1 polisaccaridi in oligomeri, che non vengono danneggiati ed inoltre ¢ il

metodo che presenta la maggiore estraibilita (Jayaraj, 2018).

Oltre alla tecnica di estrazione nel corso del tempo si ¢ osservato come anche il
metodo di applicazione del prodotto influisca nella sua efficacia: le applicazioni
fogliari, infatti, sono quelle che entrano in contatto diretto con la pianta, venendo
assorbiti molto velocemente e andando quindi ad interagire con la pianta molto
rapidamente (Ali et al., 2015). Altro fattore che porta le applicazioni fogliari ad essere
le piu idonee a trattamenti con questo tipo di prodotti ¢ il fatto che essi aumentano

notevolmente la loro efficacia se applicati periodicamente, ogni 10-14 giorni.
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Figura 3 - Rappresentazione schematica dei possibili effetti apportati dagli

estratti radicali con possibili meccanismi di azione (Khan et al., 2009).

13

Nel caso di questi estratti,
I’efficacia si tramuta in
un’enormita  di  diversi
possibili effetti visibili sulla
pianta a causa dell’elevato
numero di composti e di
specie di partenza. Tra
questi, 1 principali riscontrati
perd sono stati lo sviluppo
della crescita vegetativa della
pianta grazie a piccoli livelli
di fitormoni presenti

nell’estratto, la regolazione

della crescita della pianta grazie alla modulazione dell’espressione di geni responsabili

della produzione di ormoni dovuta a particolari molecole presenti nell’estratto (Khan

et al., 2009), la funzione di elicitori per le risposte di difesa della pianta e il contrasto

di molecole accumulate dalla pianta durante situazioni di stress (Fei et al., 2017), come

possono essere i ROS, che implica dunque un maggiore grado di resistenza allo stress
della pianta (Malaguti et al. 2002; Shukla et al., 2017) (Fig. 3).

3.4 Chitina e chitosano

La chitina ¢ un biopolimero costituito da diverse unita di N-acetilglucosammina legate

tra di loro. In natura essa risulta essere il secondo polimero piu disponibile, dopo la

cellulosa: questo accade in quanto essa si trova in moltissimi organismi, come per

esempio nella parete cellulare dei funghi, nell’esoscheletro degli insetti e nei gusci dei

crostacel.

Tramite processi industriali, dunque, si ¢ in grado di riutilizzare tutti gli scarti prodotti

dalla lavorazione dei crostacei per la sua estrazione e il suo successivo utilizzo, che

non si limita solamente al settore agro-alimentare ma anche a molti altri, come per

esempio farmaceutico e cosmetico.
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che si ottiene mediante la

deacetilazione della chitina.

Durante la fase di deacetilazione (Fig. 4) ¢ importante andare ad analizzare e
considerare bene il prodotto di partenza in quanto questo molto spesso risulta non
uniforme, con differenze pit o meno significative nella sua composizione, che
porteranno successivamente a una variabilita nella composizione del chitosano finale.
Questa variabilita non ¢ trascurabile, in quanto pud giocare un ruolo fondamentale
nella scelta delle dosi di applicazione del prodotto, ma soprattutto nella sua efficacia.
Per ovviare a questo problema ¢ possibile andare ad effettuare un pre-trattamento della
chitina con una soluzione di NaOH che va a garantire una maggiore uniformita del
prodotto finale (Pichyangkura e Chadchawan, 2015).

Prodotti a base di chitosano sono da sempre stati utilizzati per la difesa della pianta:
con I’avanzare degli studi si ¢ infatti evidenziato come questo sia in grado di legarsi a
molti componenti cellulari, quali per esempio la membrana plasmatica, il DNA e
talvolta anche diversi recettori specifici. Legandosi a questi recettori il chitosano puo
talvolta essere in grado di agire sull’attivazione di specifici geni di difesa, che vanno
ad aumentare la risposta della pianta nei confronti di un fungo patogeno o un batterio;
in altre parole in alcuni casi il chitosano va a simulare quella che ¢ 1’azione degli
elicitori (El Hadrami et al., 2010).

Oltre alla difesa dagli stress biotici si sono evidenziati anche possibili effetti di
riduzione di stress abiotici. E stato infatti dimostrato come in alcune specie il chitosano
vada a regolare fenomeni dipendenti da ormoni come 1’acido abscissico, che regola la
chiusura stomatica, andando ad aumentare la tolleranza allo stress da caldo (Iriti et al.,
2009).
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3.5 Inoculanti fungini

I funghi sono in grado di interagire con le specie vegetali, influenzandole
positivamente ma talvolta anche negativamente, tramite una serie di differenti processi

come, ad esempio, le simbiosi mutualistiche o parassitarie (Behie e Bidochka, 2014).
Mycorrhizal il
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\ Una delle interazioni piu interessanti che sono
= <~ state riscontrate nell’'uso dei funghi come
V< = Damie Fa . . . . . .
~ —~—. = — . _~— Dbiostimolanti ¢ quella delle micorrize. I funghi
) — - ~
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Roothair | S ~"  modi con la specie vegetale ma quello piu diffuso
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interacting with LT ,. L
root cells penetrare all’interno delle cellule radicali della

Figura 5 - Interazione tra fungo micorrizzo  pianta dove formeranno successivamente delle
arbuscomwemf;;i,;:on]{ ormazione desh strutture chiamate arbuscoli (Bonfante e Genre,
(Fonte: Jruitjournal. com) 2010) (Fig. 5). Essi una volta creati dal fungo
verranno sfruttati dalla pianta come fonte di

interscambio di acqua e nutrienti, portando numerosi vantaggi in caso di nutrizione in
situazioni di scarsa fertilita e di siccita (Augé, 2001; Gianinazzi et al,. 2010; Harrier e
Watson, 2004; van der Heijden et al., 2006; Hamel, 2007; Siddiqui, Akhtar, e Futai,
2008). E stato inoltre segnalato come le micorrize possano fungere da via di
comunicazione tra le piante, che le utilizzano in caso di stress biotici o abiotici per
inviarsi segnali (Johnson e Gilbert, 2015; Simard et al., 2012). Criticita nell’uso dei
funghi micorrizici si sono riscontrate pero a livello tecnologico. Questi, infatti, a causa
del loro carattere biotrofico (si nutrono a spese dell’ospite) e sono complicati da

riprodurre a livello industriale (Dalpé e Monreal, 2004).

Nel mondo dei funghi non sono pero stati analizzati solamente funghi micorrizici. Un
genere non micorrizico ampiamente analizzato e molto interessante ¢ Trichoderma
spp.; esso, infatti, ¢ un fungo non micorrizico con una frazione del ciclo vitale non
biotrofica, dove esso ¢ in grado di vivere lontano dalla pianta. Questa fase del suo ciclo
vitale ¢ sfruttata per farlo riprodurre in vitro a livello industriale e renderlo disponibile
sotto forma di prodotto commerciale da applicare. Trichoderma spp. pur non essendo
un fungo micorrizico va ugualmente a stabilire un rapporto di simbiosi con 1’ospite,
scambiando con esso nutrienti tramite meccanismi ad oggi non ancora molto chiari
(Behie e Bidochka, 2014). Nonostante questa capacita di scambio di nutrienti,
Trichoderma spp. viene utilizzato principalmente con un altro scopo; si ¢ infatti

scoperto come esso funzioni molto bene come biopesticida nella lotta contro parassiti e
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come agente di biocontrollo nell’induzione di resistenza alle malattie (Mukherjee et
al., 2013; Nicolas et al., 2014).

3.6 Gli inoculanti batterici

I batteri rappresentano un’altra categoria di biostimolanti molto ampia, dovuta al
numero elevatissimo di specie esistenti. Essi interagiscono con la pianta con il modus
operandi dei funghi, quindi tramite simbiosi/associazioni mutualistiche e parassitarie. I
meccanismi con i quali agiscono sono molteplici come il semplice miglioramento
dell’apporto di nutrienti, I’aumento d’efficienza d’uso, la partecipazione attiva in tutti i

cicli (fisiologici, chimici e metabolici) della pianta.

All’interno dell’ampia tassonomia dei batteri con il tempo si sono analizzate due
principali categorie di organismi interessanti per il mondo agricolo: la prima ¢ quella
dei batteri appartenenti al genere Rhizobium, endosimbionti mutualistici che sono
commercializzati come biofertilizzanti grazie al loro effetto di promozione della
crescita della pianta. La seconda categoria rilevante sono i PGPR (Plant Growth
Promoting Bacteria), ovvero dei batteri multifunzionali che influenzano praticamente

tutti gli aspetti della crescita di

una pianta, dalla nutrizione
Bacteria i N o i~ - o Drought stress
1I’int : ltri Fungi Biotic Y | LI | Temperature (- & +)
all’interazione con altri virs o D& SR sy
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organismi dell’ecosistema
(Babalola, 2010; Bhattacharyya
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dei PGPR ¢ importante in Reseance (SR

quanto li rende dei

biostimolanti che pOSsSONoO  Figura 6 - Interazioni tra Plant Growth Promoting Bacteria (PGPR) e
. . la pianta nella rizosfera (Shah, 2021).

essere potenzialmente in grado
di aiutare la pianta in qualsiasi condizione (Fig. 6) ma presenta anche delle criticita:
differenti funzioni infatti possono spesso essere svolte dallo stesso organismo che perd
le esprime in modi differenti in base al ceppo a cui appartiene, alla specie ospite e
molti altri fattori; si crea dunque una complessita di studio e analisi enorme, rendendoli
promettenti ma complicati nella loro piena comprensione. Tutto questo si traduce
anche in una difficolta tecnica-industriale: fino a che infatti non verranno chiariti nello

specifico tutti i1 singoli effetti, criticita e influenze delle varie specie ad interesse
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agricolo, risultera complicato formulare degli inoculanti commerciabili ed efficaci
(Arora, Khare, e Maheshwari, 2001; Brahmaprakash e Sahu, 2012).
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Capitolo 4

Lo studio dei meccanismi di azione

dei biostimolanti

Un articolo di recente pubblicazione (Yakhin et al,. 2017) ha definito 1 biostimolanti
come “un prodotto di origine biologica che migliora la produttivita delle piante come
conseguenza delle proprieta del complesso dei componenti, € non come unica
conseguenza dovuta alla presenza di nutrienti essenziali, regolatori di crescita o
composti protettivi”’. Quello che viene evidenziato da questa definizione ¢ il fatto che
I’effetto positivo dato dal biostimolante puo essere dovuto ad una singola molecola o

alla miscela delle diverse molecole che lo compongono.

Nonostante ancora oggi i meccanismi veri € propri non siano ancora del tutto chiari si
stanno compiendo notevoli progressi nello studio dei meccanismi di azione dei

biostimolanti, grazie soprattutto a nuove scoperte in ambito genetico e tecnologico.

4.1 Larivoluzione genomica

Negli ultimi venti anni la comunita scientifica ha compiuto passi da gigante in campo

genetico, aprendo molte nuove strade anche nell’ambito dei biostimolanti.

Quando una pianta ¢ in carenza di nutrienti a livello fenotipico esprime una serie di
elementi che fanno intuire questa carenza, come 1 classici ingiallimenti fogliari. Nel
momento in cui ad essa viene applicato un fertilizzante, rispondera adeguando la sua
espressione genica grazie alle condizioni ambientali modificate dal fertilizzante,
andando di conseguenza a cambiare anche I’espressione fenotipica. Si pud dunque
affermare che 1’espressione genica della pianta dipenda dalle condizioni ambientali a
cui essa ¢ sottoposta; condizioni ambientali che risultano pero essere dinamiche nel

tempo, soprattutto perche influenzate anche dalle pratiche agronomiche.

Il biostimolante agisce in modo totalmente differente dal fertilizzante; esso, infatti, non
modifica ’ambiente andando a causare una diversa espressione genica ma va a

modificare direttamente essa stessa.
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Grazie alla trascrittomica, disciplina che si occupa dello studio del trascrittoma, ovvero
dell’insieme di tutti gli RNA che vengono trascritti a partire da un genoma, si € in
grado di ottenere quella che viene chiamata fotografia molecolare del biostimolante.
Questa non ¢ altro che una rappresentazione del suo potenziale in termini di capacita di
regolazione di singoli processi della pianta. Tutto questo ¢ reso possibile grazie a
diverse tecnologie, tra le quali la piu utilizzata ¢ quella dei microarray, che permette di
misurare il livello di espressione di ognuno dei singoli geni che formano il genoma.
Tuttavia, per utilizzare questa tecnologia ¢ necessario sequenziare in precedenza il
genoma di interesse. Ad oggi pero si stanno sviluppando delle nuove tecnologie ancora
piu complesse, come la NGS (Next Generation Sequencing) che, partendo da un
genoma non noto, permettono di arrivare ad ottenere dei dati di trascrittomica

particolarmente dettagliati.

Uno tra i moltissimi casi di studio basati su questa tecnica ¢ quello effettuato da
Santaniello et. al. (2012), in cui grazie all’utilizzo della tecnologia microarray ¢ stato
dimostrato che, in seguito ad un trattamento con un estratto proteico su plantule di
Arabidopsis, questo abbia indotto 1’espressione di geni correlati all’acido abscissico.
Grazie a questa dimostrazione di induzione genetica ¢ stato possibile affermare che
trattamenti con quel composto andavano a simulare un trattamento con acido

abscissico, rendendo la pianta piu tollerante a condizioni di stress.

4.2 La fenomica

Con il continuo sviluppo dello studio molecolare sui meccanismi di azione dei
biostimolanti ¢ stato possibile portare avanti allo stesso tempo nuove tecniche di
indagine fenotipica. Da questa necessita si ¢ sviluppata una nuova branca della

biologia, ovvero la fenomica.

Questa nuova branca permette in modo rapido ed economico di analizzare gli effetti di
un biostimolante in termini di performance della pianta, andando a considerare anche
le specifiche condizioni di crescita. Tutto questo ¢ reso possibile grazie ad analisi
multi-spettrali che analizzando la regione del vicino infrarosso dello spettro
elettromagnetico tramite sistemi chiamati NIR che sono in grado di fornire
informazioni riguardanti per esempio lo stato idrico, nutrizionale e fisiologico della

pianta.

Ad oggi la fenomica, come un po’ tutte le altre tecniche di analisi, ¢ ancora in fase di

miglioramento. A livello di laboratorio, infatti, vengono usati sistemi automatizzati per
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le analisi che spesso pero necessitano di piante di ridotte dimensioni per un loro
corretto funzionamento (come Arabidopsis thailiana L.), le quali perd spesso non
possono essere utilizzate come riferimento per le specie di interesse agrario. Ecco
allora che molto spesso queste ricerche vengono eseguite direttamente in serra,
manualmente, con costi maggiori. Il futuro prossimo sara utile per migliorare queste
accortezze tecniche in modo da avere un sistema di analisi dei meccanismi di azione
dei biostimolanti complesso ed efficiente, che porta avanti di pari passo I’analisi

molecolare e fenotipica.
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Capitolo 5
I meccanismi di azione dei

biostimolanti

A livello pratico e divulgativo, nonostante sia un argomento complesso € non ancora
del tutto chiaro, i meccanismi di azione dei prodotti biostimolanti si possono

raggruppare in 3 grandi macro-categorie di meccanismi generici di azione, ovvero:

- Imitazione della segnalazione e delle attivita ormonali;
- Modulazione delle attivita enzimatiche e proteiche;

- Regolazione dei meccanismi di regolazione trascrizionale.

5.1 Imitazione dei segnali e delle attivita ormonali

Una delle principali interazioni pianta-biostimolante avviene a livello ormonale;
questo ¢ dovuto a diversi possibili fattori quali: la presenza di fitormoni o
eventualmente dei loro precursori nell’estratto applicato, la capacita di questi di andare
ad agire su componenti genetiche che a loro volta, dunque, modificheranno le loro
risposte, oppure la capacita di regolare processi di sintesi, trasporto e inattivazione

ormonali.

Casi di studio di questi meccanismi sono stati dimostrati per diverse tipologie di
prodotto. E stato infatti dimostrato come le sostanze umiche siano attive come sostanze
auxiniche e citochininiche (Nardi et al., 2018) grazie alla presenza di diversi composti
come I’acido indol acetico (IAA) (Sara et al., 2009) per le auxine, e 1’isopentenil

adenosina per le citochinine (Pizzeghello et al., 2013).

Un’altra importante categoria di regolatori delle attivita ormonali ¢ quella degli estratti
algali. Essi infatti possono, come le sostanze umiche, imitare I’effetto delle auxine
grazie a composti come L-triptofano, che ¢ un precursore della sintesi delle auxine
(Ertani et al., 2018; Stirk et al., 2004) ma sono allo stesso tempo in grado talvolta di
andare a modificare risposte e segnali ormonali a valle. E stato infatti evidenziato
come un estratto di Ascophyllum nodosum sia stato in grado di modulare I’espressione

di una famiglia di geni responsabili della risposta precoce dell’auxina che vanno a
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codificare per delle proteine che hanno diversi ruoli nei processi cellulari e fisiologici
(Goiii et al., 2016).

5.2 Modulazione delle attivita enzimatiche e proteiche

Oltre a regolare processi ormonali 1 biostimolanti sono in grado di regolare anche
processi enzimatici. Le sostanze umiche, per esempio, sono in grado di interagire con
I’attivita dell’enzima H+-ATPase che si trova nella membrana plasmatica, portando ad
un’acidificazione della rizosfera e stimolando I’attivita del trasportatore NOs-H,
permettendo dunque un maggiore assorbimento di nitrato dal suolo (Pinton et al.,
1999; Quaggiotti et al., 2004; Zandonadi et al., 2010). Altri enzimi che vengono
influenzati sia dalle sostanze umiche (Ertani et al., 2013) che dagli idrolizzati proteici
(Ertani et al., 2009) sono la nitrato reduttasi, la glutammina sintetasi e la glutammato

sintetasi.

I processi di regolazione enzimatica sono ottenuti tramite modificazione delle
concentrazioni degli enzimi e/o della loro efficienza. Mentre le concentrazioni
dipendono dai processi di sintesi e degradazione che sono strettamente legati a
meccanismi regolatori di vario tipo (trascrizionali, post-trascrizionali, trasduzionali e
post-trasduzionali), la modulazione dell’efficienza degli enzimi puo essere indotta da
regolazioni allosteriche, quindi da regolazioni che vanno ad agire sul sito allosterico,
diverso dal sito attivo dell’enzima (Martin, 2007).

5.3 Regolazione dei meccanismi di regolazione
trascrizionale

Altri importanti meccanismi che i biostimolanti sono in grado influenzare sono quelli
di regolazione genica. Essi, infatti, tramite regolazione dell’espressione di uno o piu

geni sono in grado di modificare quella che sara la crescita della pianta.

A confermare cio, ci sono diverse prove, come quella eseguita su pomodoro e su mais
con idrolizzati proteici dalla quale si ¢ evidenziato come i trattamenti andassero a
modificare 1’espressione genica di molti processi, da quelli di trasporto di metaboliti a
quelli fotosintetici (Ertani et al., 2017; Santi et al., 2017). Con le stesse tecniche
(microarray) ¢ stato inoltre dimostrato come avvolgendo i semi di cetriolo in capsule di

gelatina ottenute tramite idrolisi parziale di tessuti connettivi animali si sia evidenziato
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una modificazione dell’espressione di geni legati allo stress, alla sintesi proteica e al
metabolismo (Santi et al., 2017).
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Capitolo 6
Le tecniche di applicazione dei
biostimolanti

Le pratiche agronomiche con le quali ¢ possibile apportare 1 prodotti biostimolanti alla
pianta o al terreno sono diverse, e si differenziano principalmente sulla base
dell’organo della pianta bersaglio. Tra di esse, infatti, si trova I’applicazione alla
semente in pre-semina, I’applicazione al terreno mirata ad apportare il prodotto alle

radici e I’applicazione fogliare destinata ad un assorbimento da parte dei tessuti verdi.

6.1 Trattamento delle sementi

L’applicazione di prodotti biostimolanti alle sementi ¢ una tecnica che oggi sta
prendendo sempre piu piede per ottimizzare le fasi di germinazione e primo sviluppo

della pianta.

A livello di industria sementiera ¢ oggi possibile ottenere sementi di elevata qualita, sia
in termini di purezza che di germinabilita, grazie anche alla Legge n.195 del
20/04/1976 che, ha portato trasparenza nel rapporto tra ditta sementiera e agricoltore,
ponendo obblighi di indicazione di questi due parametri in etichetta. La germinabilita
espressa in etichetta non ¢ perd un valore certo o, meglio, il parametro viene
determinato tramite analisi a campione della semente, in ambiente protetto. Una volta
che questa viene acquistata e seminata a pieno campo 1 fattori che entrano in gioco nel
processo di germinazione sono molteplici come la presenza di temperature sub-
ottimali, lo stress idrico e il livello di umiditd del terreno. La percentuale di
germinazione di una partita di semi qualitativamente buoni puo pertanto subire drastici
cali quando questi vengono deposti in pieno campo. Cido pud avere molti aspetti
negativi, primo tra tutti una non-uniformita nella germinazione, a causa di fenomeni
intrinseci ai semi per contrastare le condizioni avverse, come la dormienza: in questo
caso si osservera un appezzamento con piantine germinate in modo irregolare, che in
colture come le orticole possono tramutarsi in una raccolta scalare che a sua volta
determina perdita economica. Nel caso in cui la scalarita di crescita delle piante non sia

un problema cosi evidente nasce un altro problema, ovvero germinazione lenta in
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condizioni sfavorevoli che in condizioni di stress influenza negativamente tutta la sua

fase vitale, con notevoli cali di produzione.

Per ovviare a tutti questi problemi si possono utilizzare vari prodotti, sia fitosanitari ma
oggi sempre piu spesso anche biostimolanti, soprattutto in regime di agricoltura
biologica. Questi vengono applicati alla semente o tramite un trattamento spray o
tramite un periodo di ammollo. Entrambi i procedimenti portano allo stesso risultato,

OVVEro a un seme conciato.

Per agire, la concia ha due possibilita: ci sono prodotti che agiscono sugli organuli
della plantula solamente una volta che questa ha rotto i tegumenti ed ¢ uscita
all’esterno mentre altri prodotti sono in grado di penetrare all’interno dei tegumenti,

velocizzando il processo germinativo.

6.2 Le applicazioni fogliari

Questi trattamenti vengono eseguiti con diversi macchinari in base alla coltura che si
deve trattare. Nelle colture erbacee e nelle orticole a pieno campo vengono utilizzate

irroratrici a barra, mentre nelle colture arboree si utilizzano gli atomizzatori.

Queste tipologie di macchinari hanno la funzione di prelevare il prodotto biostimolante
da un apposito serbatoio, nel quale deve essere anticipatamente miscelato con acqua ed
eventuali coadiuvanti rispettando quanto riportato in etichetta ed andare a distribuirlo
sulla coltura tramite la sua nebulizzazione. In altre parole, il prodotto viene ridotto a
piccole goccioline, di dimensione molto variabile, le quali, tramite un flusso di aria

vengono trasportate fino alla superficie fogliare della pianta.

Un parametro molto importante da prendere in considerazione ¢ quello della
dimensione delle goccioline. Optando per goccioline molto fini si va ad aumentare il
grado di penetrazione del trattamento all’interno di una parete fogliare molto fitta,
grazie alla maggiore trasportabilita da parte dell’aria delle goccioline; questo pud perd
talvolta tramutarsi in uno svantaggio, sia in termini economici che in termini
ambientali: minore ¢ il diametro delle goccioline, infatti, maggiore sara la loro
trasportabilita con 1’aria. In pieno campo questo ¢ un problema, in quanto esse non
vengono sempre e solo trasportate dall’aria prodotta dalla macchina ma possono venire
trasportate anche dal vento, andando incontro a deriva. Risulta dunque fondamentale,
in caso di utilizzo di goccioline molto fini, un’attenta analisi dele condizioni

ambientali durante il trattamento. Un altro fattore ambientale molto importante da
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considerare ¢ I’'umidita dell’aria. Se questa risulta essere molto secca, infatti, con
goccioline troppo fini si rischia di incorrere nel fenomeno dell’evaporazione di

quest’ultime nel tragitto erogatore-vegetazione.

Scegliendo invece di usare delle gocce di maggiori dimensioni si riducono
drasticamente questi due possibili effetti di dispersione del prodotto causati da fattori
ambientali ma si osserva un aumento del ruscellamento, ossia quel fenomeno per il
quale una goccia di grandi dimensioni arriva sulla superficie fogliare in modo irruento

riducendone 1’adesione.

Per regolare la dimensione delle goccioline durante un trattamento si vanno ad
intercambiare gli elementi distributori/ugelli. Questi, in base a una serie di parametri,
come la dimensione dell’orifizio e la portata di esercizio della macchina vanno a
regolare la dimensione finale della gocciolina. A livello commerciale gli ugelli sono
classificati secondo la norma internazionale ISO 10625 che individua diverse

colorazioni in base alla tipologia di foro e alla portata erogata (Fig. 7).

Codice/colore IS0 10625
Portata (litrifminuto) in funzione di diverse pressioni di esercizio
Pressione
Dimensione Colore I1SO (bar)
3 4 5 [ 8 10 12 14
0,050 Viola 0,20 0,23 0.26 0.28 0,33 0,37 0,40 0.43
0,075 030 | 035 J 039 J 042 | 049 | 055 | 060 | 065
0.1 Arancio 0,40 0,46 0,52 0,57 0,65 0,73 0,80 0,86
0,15 Verde 0,60 0,69 0,77 0.85 0,98 1,10 1,20 1,30
0.2 0,80 0,92 1,03 1,13 1,31 1,46 1,60 1,73
0,25 Lilla 1,00 1,15 1,29 1,41 1,63 1,83 2,00 2,16
0,3 Blu 1,20 1,39 1,55 1,70 1,96 2,19 2,40 2,59
0.4 Rosso 1,60 1,85 2,07 2,26 2.61 2,92 3,20 3.36
0,5 Marrone 2,00 2,31 2,58 2,83 3.27 3,65 4,00 4,32
0.6 2,40 2,77 3,10 3,39 3,92 4,38 4,80 518
0,8 Bianco 3,20 3,70 413 4,53 5,23 5,84 6,40 6,91
Figura 7 - Esempio di tabella che riporta diverse tipologie di ugelli secondo la loro classificazione basata sulla

norma ISO 10625.
(Fonte: agricoltura.regione.emilia-romagna.it)

6.3 Applicazioni sul terreno tramite acqua irrigua

I biostimolanti possono essere anche applicati direttamente al terreno, cosi che vadano
a piu stretto contatto possibile con la superficie esplorata dalle radici e vengano
assorbiti per via radicale. Questa tecnica ¢ tuttavia utilizzata quasi esclusivamente in

colture orticole ed arboree.
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Perché tutto cido avvenga le modalita di applicazione sono due: ’apporto mediante
impianti di microirrigazione (goccia a goccia) e tramite micro-spruzzatori (micro-
sprinkler).

Nel primo caso, quello
della microirrigazione, si

avra una distribuzione

localizzata del prodotto
tramite le manichette
posizionate lungo la fila

(Fig. 9). Queste possono

rilasciare la miscela di
acqua e pl‘OdOttO sulla Figura 8 - Schema di un impianto di microirrigazione

. (Fonte: appunti professor Berti Antonio in “Irrigazione”
superficie del terreno o
direttamente nel terreno nel caso risultassero interrate. Il vantaggio ¢ rappresentato
dall’estrema precisione di rilascio, che deposita la miscela a una ridotta distanza dalla
pianta. Nel caso d’utilizzo di micro-spruzzatori la distribuzione del prodotto avviene in

maniera meno localizzata, ma comunque nello stretto intorno della fila (Fig. 10).

Figura 9 - Microspruzzatore utilizzato in arboricoltura
(Fonte: irrigazioneveneta.com)

Per entrambi i sistemi di applicazione si dovra prestare particolare attenzione
all’impianto utilizzato. Dovranno essere infatti presenti sistemi che iniettano
correttamente il prodotto all’interno dell’impianto in modo da rispettare le corrette dosi
di applicazione e diluizione. Per fare questo si utilizzano diverse soluzioni, dalle piu
semplici ed economiche, che vanno ad effettuare un dosaggio volumetrico che
permette di raggiungere una certa concentrazione, alle piu complesse e costose, che
permettono un dosaggio proporzionale, regolando la concentrazione del biostimolante

e eventuale il pH o la conducibilita tramite I’aggiunta di altri prodotti alla miscela.
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Questi impianti permettono inoltre preparare diverse tipologie di miscele in base al

settore irriguo utilizzato, effettuando un’applicazione di precisione.
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Capitolo 7

Alcuni casi di studio di prodotti

biostimolanti applicati su frumento

Quando dei nuovi prodotti, rivoluzionari, diversi da tutti i loro concorrenti, entrano sul
mercato, necessitano di un periodo pit 0 meno lungo per cominciare a riscontrare
successo. Principalmente questo ¢ dovuto alle incertezze da parte del consumatore
sulla loro efficacia. Ecco, dunque, che le sperimentazioni possono aiutare, se ben
effettuate e correttamente divulgate, a rafforzare quella che ¢ la loro credibilita. In
questo capitolo si riportano alcuni casi studio riferiti alla coltura del frumento, i quali
sono andati ad analizzare gli effetti concreti ottenuti tramite il trattamento della pianta

con diverse tipologie di prodotti biostimolanti.

7.1 Effetto di quattro diverse tipologie di biostimolanti
sulla produzione del frumento tenero (7riticum
aestivum L.)

Nel quadriennio 1999-2003 in Arabia Saudita sono state svolte due differenti prove
sperimentali mirate all’analisi dell’effetto di quattro diversi prodotti biostimolanti
(Vigro, Biomin, Humiplus e Humacare) (Majathoub, 2013). La prima prova ebbe
come obbiettivo di confrontare gli effetti dei quattro prodotti in termini di culmi
prodotti, quantita di semi per spiga, peso di 1000 semi e resa, mentre la seconda prova,
eseguita nei 3 anni successi, si ¢ focalizzata sull’analisi del solo prodotto Vigro,

andando a verificare che il suo effetto fosse ripetibile negli anni.

Le prove si sono svolte presso le aziende ASTRA e NADEC, dove il terreno risultava
essere sabbioso e povero di carbonio organico e azoto, quindi molto povero. A questo
si aggiunge una media di precipitazioni annue molto basse in quella zona, di 50-100
mm, andando a creare un ambiente estremo alla crescita del frumento. Proprio per
questo motivo la tecnica colturale scelta mirava a supportarne la crescita. Essa

consisteva in:

- Quattro apporti di azoto mediante urea (46% N) con dose di 75 kg/ha per
intervento (totale 138 kg/ha di N);
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- Un singolo apporto in pre-semina di fosforo utilizzando perfosfato triplo
(46% P20s) con dose di 180 kg/ha (circa 82 kg/ha di P20s);

- Controllo delle malerbe effettuato mediante discatura nel periodo di riposo
del terreno;

- Interventi contro malattie fungine e insetti dannosi effettuati qualora fossero
necessari;

- Irrigazione effettuata ogni qualvolta fosse richiesta, mediante pivot.

La varieta sulla quale sono state effettuate le prove prende il nome di “Yecora rojo”,

seminata con una dose di 180 kg/ha tra meta e fine Novembre.

Per quanto riguarda i trattamenti con i biostimolanti, questi sono stati ripetuti in due
interventi, entrambi con 290 L/ha di miscela biostimolante-acqua: il primo intervento
effettuato 12 giorni dopo la semina, mentre il secondo dopo 26 giorni dalla semina. Le

applicazioni effettive di prodotto sono riportate nella Tabella 1.

. .. Dose Numero di
Biostimolante Composizione o
(L/ha) | applicazioni

Promotori della crescita delle piante,

Vigro aminoacidi ed enzimi di origine 1 2
biologica
o Micronutrienti ¢ amminoacido
Biomin . 2 2
glicina
Umiplus Acidi umici 2
Humacare Acidi umici 2

Tabella 1 - Composizioni e dosi dei biostimolanti testati (Majathoub, 2013).

Per ogni prodotto biostimolante sono state effettuate quattro repliche in blocchi

randomizzati dell’appezzamento, compreso il controllo.

La raccolta dei dati ¢ avvenuta in due epoche differenti: dopo 4 settimane dal secondo
trattamento vennero raccolte quindici piante per replica, utilizzate per 1’analisi del
numero dei culmi (indice di accestimento). La seconda si ¢ svolta invece a ciclo
colturale completo. Durante quest’ultima per ogni replica sono state raccolte ulteriori
15 piante utilizzate per andare a misurare il numero di cariossidi per spiga mentre il
resto delle piante per parcella sono state mietute per rilevare la resa e successivamente
il peso di 1000 semi. Da queste operazioni si sono ottenuti i risultati riportati nella
Tabella 2.
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) Numero di )
Numero di o Peso di 1000
Trattamento . cariossidi per . Resa (kg/ha)
culmi ) semi (g)
spiga

Controllo 2,7340,08b 34,25+0,54b | 40,85 +0.31b 6097+32,40b
Vigro 3,33+0,11a 38,58+0,65a 44,37+0.47a 6597+40,92a
Biomin 2,904+0,14b 34,85+0,30b 41,50+0.50b 6162+62,50b
Humiplus 2,5540,13b 34,60+0,70b 41,23+0.74b 6120+47,08b
Humacare 2,734+0,16b 33,72+0,28b 41,00+0.58b 6160+62,72b

Tabella 2 - Dati rilevati dalla prima sperimentazione (Majathoub, 2013).

Il prodotto che ha riscosso maggior successo ¢ Vigro. Gli altri tre prodotti invece
hanno permesso lo stesso di apportare migliorie colturali, ma di basso rilievo, o che per
lo meno non hanno portato con s¢ un guadagno in termini economici. Vigro ¢ stato in
grado, infatti, di apportare miglioramenti produttivi che si sono tramutati in una resa

economica aumentata dell’8,2%.

Andando ad analizzare come si sia potuto ottenere un incremento produttivo cosi
significativo con Vigor si sono formulate le seguenti ipotesi, basate anche su ricerche

passate:

- L’aumento generale di produzione puo essere legato al fatto che nel
prodotto siano presenti diverse molecole promotrici della crescita della
pianta le quali hanno agito stimolando il metabolismo ormonale,
mantenendo un alto livello di acido abscissico e quindi aiutando la pianta a
superare situazioni di stress, senza cali produttivi (Shakirova et al., 2003);

- L’aumento delle cariossidi per spiga potrebbe essere dovuto alla presenza di
sostanze citochino-simili, le quali si ¢ evidenziato come possano portare a
questo aumento (Borkovec e Prochazka, 2008);

- L’aumento del peso di 1000 semi puo invece essere attribuito ad un
fenomeno di aumento del tasso di traslocazione di nutrienti dalle foglie alle
cariossidi (Ray e Choudhuri, 1981).

Per confermare i risultati ottenuti in questa prima prova ne venne eseguita una
seconda, questa volta della durata triennale, che ebbe come scopo quello di confermare
la ripetibilita degli effetti di Vigro.

La sperimentazione ha seguito la stessa prassi della prima prova: ¢ stata utilizzata la
stessa tecnica colturale, la stessa varieta, la stessa epoca di semina e gli stessi

trattamenti.
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Dopo 3 anni di sperimentazione si 30 - @ Tillering

ottennero i seguenti risultati (Fig. 25 @ Grain/Spike
O Grain size

10). 20 m Grain yield

Si evidenzia come [Deffetto del 15 -

Increase (%)

prodotto sia risultato molto simile

nel corso del triennio sperimentale,

risultando quindi non dipendente

dalla singola stagione di crescita.

2000 2001 2002

Growing season
Figura 10 - Effetti dei trattamenti con Vigro sul numero di
culmi prodotti, sul numero di cariossidi per spiga, sul peso di
1000 semi (Grain size) e sulla resa totale. I risultati riportati
risultano essere la media di tre campioni analizzati
(Majathoub, 2013)

Da questa prova si pud dunque notare come tutti e quattro i prodotti siano andati a
migliorare la produzione del grano, ma che solamente uno ¢ risultato effettivamente
economicamente sostenibile. I prodotti biostimolanti sono dunque una soluzione
economica ¢ funzionale, che deve essere perd attentamente utilizzata e sfruttata, in

quanto non sempre rappresenta un vantaggio economico per gli agricoltori.

7.2 Effetto di prodotti biostimolanti composti da
amminoacidi sulla resa e sulla qualita del frumento
tenero (7riticum aestivum L.)

Essendo il frumento una coltura ampiamente utilizzata anche in alimentazione umana
negli anni sono state selezionate varieta sempre piu adatte ad essere trasformate

dall’industria alimentare.

E dunque risultato necessario non solo capire come i biostimolanti agissero sulla resa
della pianta ma anche capire come e se questi influenzassero in qualche modo la

qualita finale del prodotto.

Proprio per questo nella sperimentazione presa in analisi sono stati valutati due
idrolizzati proteici, AminoPrim e AminoHort, in modo da verificare come, e se, questi
interagissero sulla pianta, sia a livello di resa che a livello di qualita. Oltre a questo, si
¢ andato a comparare la diversa efficacia dei due prodotti, tenendo conto del loro
diverso contenuto di aminoacidi (AminoPrim 15% vs. AminoHort 20%) ed elementi



33

nutritivi presenti al loro interno (AminoPrim 17% vs. AminoHort 23%), che possono

migliorare 1’efficacia grazie ad un’azione fertilizzante.

Per evidenziare al meglio gli effetti dei due prodotti ¢ stato deciso di condurre la prova
senza applicare nessuna dose di fertilizzante, né alle parcelle di controllo né alle
parcelle trattate con 1 due prodotti. Si sono inoltre trattati ulteriori particelle con un
biostimolante commerciale gia testato in modo da comparare 1’efficacia dei nuovi

prodotti con una realta gia consolidata.

Le prove sono state condotte in Polonia nell’annata 2012-2013. Il terreno utilizzato, in
seguito ad analisi, ¢ risultato essere franco sabbioso con un tenore di sostanza organica
sufficiente, del 2,2%. La precessione colturale era rappresentata da barbabietola da
zucchero. La varieta utilizzata per la prova ¢ stata “Tacitus”, seminata il 20 Ottobre
2012 e raccolta il 12 Agosto 2013. Durante l’intero ciclo colturale non vennero

eseguite fertilizzazioni.

I risultati ottenuti dalla prova in termini di produzione sono riportati nelle Tabelle
3,4,5.

Periodo / stadio fenologico (BBCH) di
applicazione
Trattamento Dose (L/ha) 30.5.2013/BBCH | 25.6.2013/BBCH
43-45 75

Altezza media delle piante (cm) = DS
Controllo - 35,6+0,7 43,7+0,9
AminoPrim 1,0 35,9+0,9 43,4+1,0
AminoHort 1,0 36,6+1,6 44.3+1.4
1,25 35,7+0,9 43,3+0,9
AsahiSL 0,6 36,8+1,6 43,1+0,6

Tabella 3 - Valutazione dell'altezza media delle piante in seguito ai trattamenti effettuati (Popko et al., 2018)
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Periodo / stadio fenologico (BBCH) di applicazione
Trattamento Dose (L/ha) 25.6.2013/BBCHTS
Accestimento medio + DS
1° 2° 3°
Accestimento Accestimento Accestimento
Control - 1,8+0.1 1,3+0,1 0,4+0,1
AminoPrim 1,0 1,9+0.1 1,3+0,1 0,6+0,1
1,0 1,940.1 1,3+0,1 0,7+0,1
AminoHort
1,25 1,8+0.1 1,3+0,2 0,7+0,2
AsahiSL 0,6 1,8+0.1 1,6+0,2 0,5+0,1

Tabella 4 - Valutazione della capacita di produzione dei primi tre germogli della pianta in base all’influenza dei
vari prodotti) (Popko et al., 2018).

Dose Numero medio di )
Trattamento ) 5 Resa media (t/ha) + DS
(L/ha) spighe /m” + DS
Control - 375+39 4,98+0,49
AminoPrim 1,0 390+53 5,25+0,92
i 1,0 425+76 4,64+1,07
AminoHort
1,25 392+46 5,55+0,48
AsahiSL 0,6 440+28 5,08+0,58

Tabella 5 - Valutazione delle rese dopo i trattamenti effettuati (Popko et al., 2018)

Il primo parametro analizzato, ossia 1’altezza media delle piante, come si evidenzia

dalla Tabella 3 non ha mostrato significative differenze tra le varie tesi allo studio.

Per osservare 1 primi effetti dei prodotti bisogna infatti passare all’analisi della Tabella
4, che analizza il grado di accestimento delle piante. Osservando la colonna relativa al
terzo accestimento potenzialmente produttivo si osserva come questo sia fortemente
sostenuto nella sua comparsa da un trattamento con AminoHort (1,25 L/ha), risultando
in questo caso per il 75% piu presente rispetto al campione non trattato. Tutti e tre i
trattamenti dunque hanno contribuito, ognuno con un’influenza diversa, a produrre

nuovi potenziali culmi produttivi per la pianta.

In merito alla produttivita si sono analizzati due fattori (Tabella 5): il numero medio di
spighe/m? e la resa media per ettaro. Riguardo al numero di spighe anche in questo

caso le differenze non sono state sostanziali, mentre analizzando la resa si nota un
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+11% nel campione trattato con AminoHort (1,25 L/ha) mentre solamente un +5.5% e
un +2% utilizzando rispettivamente AminoPrim e AsahiSL. In generale, dunque,
I’unico trattamento che in termini economici per quanto riguarda la produzione

potrebbe essere realmente utile ¢ quello di AminoHort (1,25 L/ha).

Dalla Tabella 5 si puo inoltre ricavare un altro dato interessante, ossia quello
riscontrato nell’utilizzo di AminoHort con concentrazione di 1 L/ha. In questo caso,
infatti, si osserva come il prodotto sia andato a svolgere un’azione contraria,
influenzando negativamente la produzione. Nella scelta di applicazione di questo
prodotto si dovranno dunque andare ad usare concentrazioni non inferiori a 1,25 L/ha

per osservare risultati positivi.

Una volta estrapolati i dati riguardanti la produzione, attraverso analisi di laboratorio

sono stati elaborati anche dati relativi alla qualita del frumento (Tabella 6 e Tabella 7).

Trattamento Controllo | AminoPrim AminoHort AsahiSL
Dose (L/ha) - 1,0 1,0 1,25 0,6
Umidita (%) 14,6+1,13 | 14,5£0,25 | 14,6£0,47 | 14,7+0,42 14,4+0,7
Peso 1000 semi
© 46,1+0,11 | 47,1+0,11 | 47,2+0,07 | 47,0+0,06 | 46,8+0,06
Ceneri (% s.s.) 1,53+0,03 | 1,62+0,05 | 1,65+0,04 | 1,64+0,03 | 1,62+0,03
Proteine (% s.s.) | 12,8098 | 13,1+1,77 | 13,1+1,42 | 13,2+1,21 | 12,9+0,84
Amido (% s.s.) 68,2+1,61 | 68,0+1,23 | 68,4+1,32 | 68,2+1,34 | 68,0+0,68
Glutine umido
%) 31,0+4,40 | 31,5+5,19 | 30,9+4,06 | 31,5+£3,95 | 30,0+2,28
Indice
sedimentazione di | 37,3+7,41 38,2+15,4 | 40,7+13,8 | 40,9+11,3 | 38,4+12,7
Zeleny (mL)

Tabella 6 - Caratteristiche tecnologiche rilevate in seguito ai trattamenti (Popko et al., 2018)
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Dose Contenuto medio di macronutrienti (g/kg s.s.) = DS
Trattamento
(I/ha) Ca K Mg Na P S
Controllo - 0,303+0,03 | 4,14+0,34 | 1,40+0,04 | 0,200+0,07 | 4,67+0,11 | 1,63%0,06
AminoPrim 1,0 0,316+0,04 | 4,22+0,30 | 1,46+0,04 | 0,271+0,08 | 4,84+0,10 | 1,68+0,08
1,0 0,319+0,02 | 4,37+0,34 | 1,46+0,05 | 0,286+0,02 | 4,84+0,02 | 1,72+0,06
AminoHort
1,25 0,327+0,01 | 4,32+0,32 | 1,44+0,06 | 0,293+0,02 | 4,93+0,14 | 1,70+0,13
AsahiSL 06 0,305+0,02 | 4,08+0,21 | 1,42+0,04 | 0,201+0,03 | 4,65+0,08 | 1,65+0,09
Dose Contenuto medio di micronutrienti (mg/kg s.s.) = DS
Trattamento
(L/ha) B Cu Fe Mn Mo /n
Controllo - SLR* 4,58+0,42 | 29,3+3,42 | 23,7+1,13 1,52+0,15 | 50,4+5,62
AminoPrim 1,0 SLR* 6,01+0,69 | 29,6+4,15 | 23,7+1,68 1,58+0,10 | 51,7£5,12
1,0 SLR* 6,67+0,35 | 31,3£3,98 | 24,7+2,05 1,75£0,25 | 53,1+4,93
AminoHort
1,25 SLR* 6,87+0,45 | 32,3+4,84 | 25,2+1,80 1,76£0,16 | 54,6£5,20
AsahiSL 0,6 SLR* 5,22+0,28 | 32,4+3,75 | 23,64+2,36 1,60£0,12 | 50,3£5,37

Tabella 7 - Contenuto medio di macro e micro nutrienti rilevato nella cariosside di frumento in seguito ai
trattamenti eseguiti (Popko et al., 2018)  *SLR: Sotto Limite di Rilevabilita

In termini di qualita del prodotto una prima analisi ha portato all’elaborazione e alla
comparazione dei dati tecnologici del frumento. Tra questi quelli che hanno portato a
risultati significativi sono stati le ceneri, il tenore proteico e I’indice di Zeleny, tutti
influenzati maggiormente da trattamenti con AminoHort. Questo prodotto ha infatti
portato a incrementi del 7,10%, 3,12% e 9,65% rispettivamente per ceneri, tenore
proteico e indice di Zeleny. Questi sono dati positivi dal punto di vista qualitativo, in
quanto un maggior numero di ceneri indica un maggior contenuto di minerali del
prodotto, indicazione che il biostimolante ha contribuito ad un maggiore assorbimento
da parte della pianta. Un tenore proteico e un indice di Zeleny maggiori sono invece
positivi dal punto di vista strettamente tecnologico, in quanto indicano entrambi una
maggiore attitudine della farina alla panificazione. Questo aumento cosi importante di
questo indice si presume sia dovuto alla maggiore presenza di azoto nella formulazione
di AminoHort rispetto agli altri prodotti, che ha portato ad un maggiore contenuto di
azoto generale nella pianta. Come riportato in letteratura, infatti, un maggiore
contenuto di azoto nella pianta si tramuta in un maggior contenuto proteico nella farina
(Wozniak e Gontarz, 2011).

Oltre ai parametri tecnologici sono pero anche stati considerati 1 contenuti di macro- e
micro-nutrienti presenti nella cariosside, in modo da valutare che influenza hanno
avuto 1 diversi prodotti nel loro assorbimento. Anche in questo caso il prodotto che ha
fornito 1 risultati migliori ¢ stato AminoHort, il quale ha dimostrato incrementi del

7,9%, 46,5%, 50% e 15,7% rispettivamente per calcio, sodio, rame e molibdeno.
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AminoHort si ¢ dunque rivelato il prodotto migliore tra quelli testati grazie alla sua
influenza positiva in termini quantitativi e qualitativi della resa. La ricerca futura,
dunque, trovera una solida base da cui partire, fatta gia di risultati testati. Quello che
sara importante studiare pero oltre la formulazione di composti ancora piu efficaci sara

la modalita di azione di quest’ultimi.
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7.3 Effetti di nanoparticelle di chitosano sulla
germinazione e sulla crescita del frumento tenero
(Triticum aestivum L.)

Nel progredire della ricerca riguardo i biostimolanti, il chitosano (CS) ¢ da tempo
ormai ampiamente studiato per i numerosi effetti che ¢ in grado di apportare alle
coltivazioni, soprattutto in termini di promozione della crescita. Un fattore che perd ne
limita molto il suo utilizzo in larga scala ¢ I’insolubilita in acqua, che lo rende difficile

da utilizzare come primer per le sementi.

Una delle possibili soluzioni a questo problema ¢ rappresentata dalle nanoparticelle di
chitosano (CSNPs), i cui effetti vengono per I’appunto analizzati in questo articolo (Li
et al., 2019). Fino ad oggi queste molecole sono state ampiamente studiate per i loro
effetti antibatterici ma non sono mai state considerate come promotori di crescita da

apportare alle sementi di grano.

Per andare a verificare cid ¢ stata svolta una prova a livello di laboratorio, analizzando
sementi ¢ giovani plantule. La cultivar presa in osservazione ¢ stata “Xiaoyan 227,

analizzata in tre repliche randomizzate da 30 sementi per trattamento.

Prima di ogni trattamento ¢ stato applicato un iter generale alle sementi che prevedeva
la sterilizzazione con una soluzione al 75% di etanolo per 5 minuti e successivamente
quattro lavaggi con acqua distillata. Alla fine del processo si sono effettuati 1 diversi

trattamenti, con:

- Soluzione acquosa di CS (1,5,10,50,100 pg/mL) per 8 ore al buio;

- Soluzione acquosa di CSNPs (1,5,10,50,100 pg/mL) per 8 ore al buio;

- Soluzione acquosa di tripolifosfato (TPP) (0,25, 1,25, 2,5, 12,5, 25 pg/mL)
per 8 ore al buio: quest’ultimo trattamento ¢ stato effettuato con questa
particolare molecola, che ¢ utilizzata nel processo di gelazione ionotropica.
Partendo da chitosano ed aggiungendo appunto TPP questa reazione
permette di ottenere CSNPs. Vista dunque questa aggiunta nella reazione si
¢ voluto andare a prendere in analisi anche i possibili effetti deviati da
questa molecola.

Le varie ripetizioni sono poi state trasferite sulle piastre Petri che al loro interno
contenevano due fogli di carta assorbente imbevuti di acqua, all’interno dei quali sono
stati depositati 1 semi. Tutto questo ¢ stato posto in un’incubatrice di crescita che

simulava una giornata di 12 ore di luce e 12 ore di buio, rispettivamente a 25+2°C e
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20+£2°C. La misurazione del livello di germinazione ¢ stata effettuata quando il

germoglio raggiunse una lunghezza pari ad almeno la lunghezza del seme (Fig. 11).

Da questa prova sono stati esaminati diversi dati, ossia:

Percentuale di germinazione (%);
numero di germinati al giornot

Indice di germinazione = ——— ;
tempo espresso in giorni al giorno t

. s . eso massa fresca nel terreno
Rapporto radici — germogli = 2 ! ;

peso massa fresca fuori suolo’

Indice di vigore delle piantine = (rapporto radici gergmogli) *
(peso massa fresca fuori suolo);

Altezza delle piantine;

Numero di radici avventizie;

Livello di clorofilla nelle piantine;

Determinazione del livello di auxine nelle plantule;

Determinazione del livello dell’IAA ossidasi;

Quantificazione dell’espressione dei geni responsabili della produzione di
auxine grazie alla tecnica della qRT-PCR (Quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction).

Concentration of treatments (pg/mL) Concentration of treatments (ug/mL)

Figura 11 — Effetti di CSNPs e di CS sul fenotipo (4,B), sulla lunghezza dei germogli (C) e sul

numero di radici avventizie (D) (Li et al., 2019)
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Trattamento (ug/mL) Peso fresco Rapporto ra.dici— Indice dﬁ Vigore Pelicenfuale di Indice di
Massa fuori suolo | Massa nel terreno germogli della piantina | germinazione (%) | germinazione

CSNPs Control 39,55a 22,57b 0,571b 35,45b 85,71b 41,75b

1 38,64b 21,48 b 0,556 b 33,42 bhc 79,29¢ 31,12c¢

5 40,18 a 25,54 a 0,636 a 41,77 a 96,43 a 52,25a

10 39,80 b 23,80 b 0,600 a 38,03b 87,86 b 43,56 b

50 34,78 ¢ 17,84c¢c 0,513 bc 26,99 ¢ 75,00¢C 17,60d

100 29,18d 14,28 c 0,489 c 21,27d 60,00d 15,52d

CS Control 39,55a 22,57 a 0,571b 35,45a 85,71b 41,75a

1 38,64b 21,84b 0,565 b 34,18 ab 77,14c 36,14b

5 35,06¢c 19,45b 0,555b 30,24b 81,43b 35,60 b

10 37,67b 22,18 ab 0,589 b 35,24 a 87,86a 34,22b

50 39,00 b 23,53a 0,603 a 37,73a 87,86a 46,44 a

100 32,26 ¢ 18,31b 0,568 b 28,70 c 72,85¢ 17,16 c

Tabella 8 - Effetti di CSNPs e di CS sulla germinazione del frumento (Li et al., 2019)

I primi dati ad essere rilevati sono stati quelli riguardanti la germinazione del
frumento. Nella Figura 11 sono riportate due fotografie e due grafici: le prime due
fotografie rappresentano I’influenza dei trattamenti con CSNPs e con CS per quanto
riguarda il fenotipo. Nei due grafici vengono invece riportate le influenze dei
trattamenti sulla lunghezza delle radici ed il numero di radici avventizie prodotte. In
entrambi 1 casi, rispetto al controllo, i due trattamenti che hanno avuto maggiore
effetto sono quelli con CSNPs (5 pg/mL) e quelli con CS (50 pg/mL).

Tabella 8 riporta diversi indicatori riguardanti la germinazione del seme, e si nota lo

stesso risultato: 1 trattamenti con la maggiore influenza sono sempre gli stessi due.

Avendo dunque capito quali sono stati i trattamenti piu efficaci per le due categorie di
prodotto si ¢ potuto affermare che CSNPs in questo caso vanno a svolgere un effetto
biostimolante rispetto a CS pressoché uguale, usando perd concentrazioni molto piu
basse e risultando una molecola piu gestibile a livello tecnologico. Tutto questo ¢
possibile presumibilmente grazie alle proprieta di CSNPs, ossia le loro ridotte
dimensioni e la maggior area di contatto con il seme, fattori che andrebbero ad

aumentare la capacita di assorbimento del seme (Liang et al., 2017).

Un altro dato importante che si evince dalla Tabella 8 e dalla Figura 11 ¢ I’importanza
di adoperare corrette concentrazioni: osservando 1 dati dei trattamenti con
concentrazioni maggiori, infatti, si intuisce come sovradosaggi di prodotto possono

portare alla riduzione significativa dei vantaggi.
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Figura 12 - Effetto del tripolifosfato sul fenotipo (A), I'indice di vigoria delle piantine (B), I’area dei germogli (C) e
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Figura 13 - Effetti del tripolifosfato sulla percentuale di
germinazione (A), sull'indice di germinazione (B), sul rapporto
radici-germoglio (C) e sull'indice di vigoria della pianta (D) (Li

etal, 2019)

Oltre a valutare [Deffetto dei
trattamenti con CSNPs e con CS ¢
stata effettuata un’ulteriore prova,
per andare a verificare se il TPP
contenuto nelle CSNPs fosse in
qualche modo responsabile degli

effetti di queste ultime.

Questo in parte ¢ accaduto: come
si evince infatti dalla Figura 12 e
dalla Figura 13, si notano effetti
superiori rispetto al controllo per
trattamenti con concentrazioni di
12,5 pg/mL e di 25 pg/mL. Queste
concentrazioni perd sono intese

come trattamento con singolo TPP.
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) Concentrazione
Concentrazione politrifosfato
CSNPs (pg/mL) (ug/mL)

1 0,25

5 1,25
10 2,5
50 12,5
100 25

Nella Tabella 9 vengono riportate le
concentrazioni di TPP presenti nelle relative
concentrazioni di  CSNPs usate per i

trattamenti precedenti.

Si noti come 1 trattamenti che hanno riportato

Tabella 9 - Concentrazione di tripolifosfato
corrispondente alle concentrazioni di
nanoparticelle di chitosano (Li et al., 2019)

effetti positivi nel caso di CSNPs siano quelli
con concentrazioni di 5 pg/mL, che al loro
interno contengono 1,25 pg/mL di TPP. Queste
concentrazioni di TPP sono risultate pero inefficaci nel trattamento con la singola
molecola. Tutto questo porta ad una sola spiegazione: negli effetti causati da CSNPs a
5 pg/mL, il TPP contenuto al loro interno non partecipa in alcun modo alla promozione

della crescita.
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Figura 14 - Effetto delle nanoparticelle di chitosano e del chitosano sul livello di clorofilla (4) e sul
contenuto di proteine solubili a livello fogliare (B) (Li et al., 2019)

Oltre alla prima fase di germinazione, la prova ha avuto 1’obbiettivo di misurare i
livelli di clorofilla e di proteine solubili presenti nelle piante. Il livello di clorofilla ¢
infatti direttamente collegato al tasso fotosintetico e alla capacita di fotosintetizzante:
maggiore sara dunque la sua presenza, maggiore sara la capacita della pianta di
produrre nutrienti e quindi di accrescersi. Per quanto riguarda le proteine solubili
queste sono un indicatore dell’efficacia con la quale si stanno svolgendo i fenomeni

relativi alla sintesi proteica, al metabolismo e alle attivita degradative.

Come riporta la Figura 14 anche per questi due valori il trend ¢ lo stesso osservato nei
dati relativi alla germinazione: i maggiori effetti si verificano infatti con CSNPs 5
pg/mL e CS 50 pg/mL, riconfermando la teoria secondo la quale le nanoparticelle

vadano ad apportare gli stessi effetti con concentrazioni nettamente inferiori.
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Figura 15 - Effetti di trattamenti con TPP sul livello di clorofilla (A) e S1 sono riscontrati come 1In
proteine solubili (B) (Li et al. 2019) . .

precedenza  effetti  positivi

solamente ad alte concentrazioni che permettono di escludere il TPP da possibili

interazioni quando applicato nella miscela con CSNPs.
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Figura 16 - Effetti dei trattamenti con CSNPs sul contenuto di IAA4 nei germogli
(4) e nelle radici (B), nei livelli di IAA4 ossidasi nei germogli (C) e nelle radici (D)
e nella regolazione dell’espressione genica di YUCCAY, AUX1, ARF e UGT (Li et

al. 2019)
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Per concludere la prova sono state effettuate una serie di analisi per attribuire una via
mediante la quale le CSNPs possano influenzare la crescita della pianta. Questo ¢
avvenuto tramite 1’analisi di tre fattori che riguardano il metabolismo dell’IAA, ossia

I’ormone alla quale ¢ principalmente attribuita la funzione di sviluppo vegetativo.

Come si osserva nella Figura 16 punto (A) e (B), il livello di IAA endogeno contenuto
in radici e germogli ¢ nettamente aumentato nei campioni trattati, rispettivamente del
56% e del 39%. Questo ¢ un primo segno che le CSNPs influenzano questo

metabolismo.

La ricerca per0 si ¢ spinta oltre: come si osserva nella Figura 16 punto (C) e (D) sono
stati misurati anche i livelli di IAA-ossidasi. Questi presentano un trend in calo del
66%:; 1l calo si tramuta in una minore persistenza del fenomeno di ossidazione di IAA

a favore, dunque, di un aumento di concentrazione del fitormone.

L’ultima analisi riguardante [AA effettuata ¢ stata quella della regolazione
dell’espressione genica coinvolta nel suo metabolismo. Proprio per questo sono stati
studiati particolari geni, ossia: YUCCA9 (coinvolto nel processo di biosintesi), AUX1
(coinvolto nei processi di trasporto germoglio-radice), ARF (regolatore trascrizionale
che migliore la trascrizione dei geni target) e UGT (coinvolto nel metabolismo
dell’TAA).

I risultati riportati nella Figura 16 punto (E) e (F) sono utili a trarre diverse

conclusioni:

- I'livelli di trascrizione di YUCCA9 hanno subito forti aumenti nei campioni
trattati, sia per quanto riguarda i germogli (+210%) che, per quanto riguarda
le radici (+382%), portando dunque ad aumenti di concentrazione di [AA;

- Ilivelli di trascrizione di AUX1 hanno subito un aumento nei germogli ma
un calo per quanto riguarda le radici: questo porta ad ipotizzare che CSNPs
abbiano influenzato la sintesi e il trasporto, agendo sul naturale trasporto
floematico di IAA da germoglio a radice;

- ARF ha subito aumenti di trascrizione sia in germogli che in radici,
andando dunque a stimolare la produzione di geni target e promuovendo
I’attivita di crescita;

- UGT, che partecipa alla conversione di IAA in coniugati glicolici del’IAA
ha subito un calo sia in germogli che in radici, indicazione che la sua azione
¢ stata notevolmente ridotta a favore di maggiori concentrazioni.

Riassumendo tutti 1 dati analizzati si pud dunque affermare che i1 problemi ad oggi

riscontrati nell’utilizzo del CS possono essere oggi in parte risolti utilizzando le
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CSNPs. Queste, infatti, oltre a presentare proprieta tecnologiche piu favorevoli a
livello industriale hanno dimostrato nel concreto come un loro utilizzo possa portare a

benefici simili, se non maggiori, in raffronto all’utilizzo del CS.

Dalla prova si ¢ inoltre aperta una nuova possibile casistica di studio riguardante
I’utilizzo di TPP come biostimolante, che va utilizzando perd in quantita nettamente

superiori a quelle delle CSNPs.
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Conclusioni

I biostimolanti, costituiti da sostanze naturali o sintetiche, svolgono un ruolo cruciale
nel miglioramento delle performance delle colture, favorendo la crescita delle piante,
I’assorbimento dei nutrienti e la resistenza agli stress abiotici come siccita e salinita.
Come riportato, diversi studi e sperimentazioni hanno dimostrato che i biostimolanti
possono contribuire ad aumentare la resa delle colture erbacee e migliorare la qualita
del prodotto, offrendo un’alternativa sostenibile rispetto ai fertilizzanti tradizionali e

riducendo I'impatto ambientale.

Tuttavia, rimangono alcune sfide da risolvere legate alla comprensione dei meccanismi
di azione dei biostimolanti. Sebbene sia chiaro che questi prodotti influenzano
positivamente 1’attivita enzimatica e la regolazione ormonale delle piante, molti aspetti

scientifici devono ancora essere esplorati in modo approfondito.

In conclusione, i biostimolanti rappresentano una delle soluzioni piu promettenti per
un’agricoltura sostenibile e resiliente. Tuttavia, il loro pieno potenziale potra essere
sfruttato solo con un impegno continuo nella ricerca scientifica e nello sviluppo di

linee guida di applicazione sempre piu precise e mirate.

La sperimentazione in frumento ha evidenziato effetti positivi sulla resa e la qualita

tecnologica e nutrizionale impiegando acidi umici e nanoparticelle di chitosano.
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