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ABSTRACT  

I cambiamenti climatici e il degrado dei suoli suggeriscono l'adozione di modelli agricoli sostenibili 

in cui possono ricoprire un ruolo chiave le varietà locali (landraces) e biostimolanti microbici. Il 

presente studio valuta l'efficacia dell'inoculo tramite biopriming del fungo benefico Trichoderma 

asperellum sullo sviluppo fisiologico, la produttività e la tolleranza ai fitopatogeni nel mais Ottofile 

del Pavese (Zea mays L.), una varietà tradizionale coltivata nell'Italia settentrionale.  

La sperimentazione è stata condotta nel biennio 2025–2026 presso due siti sperimentali caratterizzati 

da differenti regimi di gestione e contesti pedoclimatici: il sito di Landriano (PV), caratterizzato da 

un ambiente di pianura con lavorazione convenzionale e irrigazione, e il sito di Romagnese (PV), 

caratterizzato da un ambiente collinare appenninico condotto con minima lavorazione (minimum 

tillage) e assenza di irrigazione. Sulle piante della varietà Ottofile del Pavese coltivate nei due siti 

sono stati quantificati lo stato nutrizionale azotato/clorofilliano (indice SPAD), i parametri biometrici 

(altezza della pianta), le componenti di resa (peso dei mille semi - TSW, peso della granella per spiga) 

e l'incidenza di infezioni da Fusarium verticillioides e Ustilago maydis.  

I risultati evidenziano che l'effetto del trattamento con Trichoderma asperellum è strettamente 

condizionato dalle condizioni pedoclimatiche e gestionali del sito. Nel contesto collinare marginale 

(Romagnese), in presenza di stress idrico e minimum tillage, l'inoculo ha determinato incrementi 

significativi dell'indice SPAD (p < 0,0001) e dell'altezza della pianta (p < 0,0001), oltre a ridurre 

l'incidenza di Fusarium verticillioides (2,14% vs 4,17% del controllo) e Ustilago maydis (0,71% vs 

1,67%). Al contrario, nel sito idricamente ed edaficamente ottimale (Landriano), non sono emerse 

differenze significative nei parametri di crescita durante la prima stagione (effetto saturation), mentre 

nel 2026 il biostimolante ha svolto un'azione mitigativa nei confronti dello stress termico presente. 

Le componenti di resa granellare (TSW e peso spiga) sono risultate dipendenti dalla variabilità 

interambientale piuttosto che dal trattamento. Trichoderma asperellum si conferma un 

microrganismo efficace per il biocontrollo e la biostimolazione, particolarmente idoneo a migliorare 

la resilienza e la stabilità fisiologica di varietà tradizionali di mais in agroecosistemi marginali o a 

basso input agronomico. 
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RIASSUNTO 

L’agricoltura attualmente si trova a dover affrontare una doppia sfida: garantire la sicurezza 

alimentare e far fronte ai cambiamenti climatici. L’elevata omogeneità genetica delle cultivar 

commerciali limita la resistenza e la resilienza ai cambiamenti, rendendo più vulnerabile il sistema 

agroalimentare. Lo studio e la valorizzazione delle varietà locali (landraces), note per gli alti livelli 

di resilienza e l'uso di pratiche agricole sostenibili basate su biostimolanti microbici si presentano 

come possibili soluzioni alle suddette sfide. Il presente lavoro di tesi, condotto nell’ambito del 

progetto RUSTICO, ha valutato l’efficacia del biopriming dei semi di mais della varietà locale 

Ottofile del Pavese mediante il fungo Trichoderma asperellum, noto per le sue proprietà biostimolanti 

e di biocontrollo. La ricerca ha analizzato la risposta fisiologica, biometrica e produttiva della coltura 

in due ambienti edafici e climatici contrastanti nel biennio 2025–2026, verificato l’efficacia di 

Trichoderma contro Fusarium verticillioides e Ustilago maydis, noti patogeni del mais, e ha 

confermato la diversità genetica dell'Ottofile del Pavese, rispetto alle altre varietà Ottofile coltivate 

in Lombardia, utilizzando marcatori molecolari (SSR). La sperimentazione è stata svolta in due 

località della provincia di Pavia: Landriano e Romagnese. I semi sono stati trattati tramite biopriming 

con una sospensione di spore di Trichoderma asperellum. Sulle piante di Ottofile del Pavese coltivate 

nei due siti, sono stati monitorati l'indice di clorofilla SPAD, parametri biometrici, componenti di 

resa, incidenza di patogeni fungini ed è stata analizzata la diversità genetica della varietà Ottofile del 

Pavese tramite confronto con altre varietà tradizionali utilizzando marcatori SSR.  

I risultati hanno mostrato che nella stagione 2025 a Romagnese, ambiente collinare e campo non 

irriguo, il trattamento con Trichoderma ha determinato un aumento significativo dell'indice SPAD (p 

< 0.0001) e dell'altezza delle piante (p < 0.0001) nel 2025, dimostrando quindi il ruolo di Trichoderma 

asperellum come tampone edafico e fisiologico. A Landriano, campo in pianura e irriguo, non sono 

emerse differenze significative.  

Nel 2026, anno caratterizzato da picchi di calore e scarsità idrica, i campioni trattati a Romagnese 

non hanno mostrato differenze significative nei valori dello SPAD rispetto al controllo, mentre a 

Landriano l'inoculo con Trichoderma è risultato associato a valori più elevati di clorofilla (p = 

0.0720). Inoltre, nel sito di Romagnese, l'inoculo ha dimezzato l'incidenza di piante infette da 

Fusarium verticillioides (2,14% nei trattati vs 4,17% nel controllo) e Ustilago maydis (0,71% vs 

1,67%). 

Infine, l'analisi PCoA sui marcatori SSR ha confermato la marcata identità e diversità genetica 

dell'Ottofile del Pavese rispetto ad altre landraces lombarde e in particolare rispetto alle altre varietà 

Ottofile coltivate in Lombardia.  
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In conclusione, il biopriming con Trichoderma asperellum rappresenta un'efficace biotecnologia 

agronomica per incrementare la resilienza e la difesa biologica del mais Ottofile del Pavese, 

specialmente in contesti collinari e a basso input.  
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1. INTRODUZIONE 

1.1 Cambiamento climatico ed effetti sull’agricoltura  

I cambiamenti climatici sono il risultato di processi naturali e delle attività antropiche che alterano le 

condizioni atmosferiche. La concretezza di tali mutamenti è documentata ad esempio dal fatto che la 

temperatura media globale della superficie terrestre ha subito un incremento di 0,74 °C (DS 0,18) 

negli ultimi 100 anni, mentre il livello del mare globale è aumentato di 1,8 mm all'anno dal 1961 e il 

ghiaccio marino artico si sta ritirando del 2,7% (DS 0,6) per decennio. A ciò si accompagnano 

l’aumento della temperatura della superficie del mare, il ritiro dei ghiacciai montani, la progressiva 

acidificazione degli oceani e l’aumento in frequenza e intensità degli eventi meteorologici estremi tra 

cui ondate di calore, siccità, incendi boschivi e tempeste (Semenza, and Menne, 2009). 

Questi cambiamenti influenzano sia la produttività agricola, sia l’impatto che l’agricoltura stessa 

esercita sull’ambiente (Yang et al., 2024). In particolar modo la frequenza dei fenomeni siccitosi 

registra un incremento significativo nelle aree mediterranee e nell'Europa centrale rispetto alle regioni 

sud-occidentali e delle pianure degli Stati Uniti causando una maggior frequenza dei periodi di magra 

e un’espansione delle zone aride (Sun et al., 2019). Ciò comporta una riduzione della produttività 

direttamente riconducibile all’inasprimento dei fenomeni meteorologici. La siccità è una condizione 

ambientale tipicamente caratterizzata da estesi periodi con ridotte precipitazioni e un’elevata tendenza 

all’evaporazione (Berg and Sheffield, 2018), a cui si associano un aumento delle temperature e livelli 

ridotti di umidità dell’aria e del suolo (Mishra and Singh, 2010; Berg and Sheffield, 2018). Tali 

condizioni, ulteriormente intensificate a livello globale, generano conseguenze drammatiche sulla 

disponibilità di acqua nei suoli e nei bacini idrografici (Spinoni et al., 2017; Masson-Delmotte et al., 

2021). 

Nel contesto attuale dei cambiamenti climatici, la stabilità e la funzionalità dei suoli agrari sono 

sottoposte a pressioni senza precedenti: l'aumento delle temperature globali e l'alterazione dei pattern 

delle precipitazioni causano un’accelerazione nei processi di degradazione biologica e chimica dei 

terreni (Lal, 2012). In questo scenario di crescente vulnerabilità, la perdita di nutrienti dal suolo 

rappresenta uno dei principali fattori di degrado dei sistemi agrari, con ripercussioni su fertilità del 

suolo e produttività delle colture. Nei sistemi colturali intensivi, l’asportazione di elementi nutritivi 

attraverso la biomassa raccolta può superare gli apporti derivanti da fertilizzazione e restituzione dei 

residui colturali, determinando un bilancio negativo degli elementi essenziali come azoto (N), fosforo 

(P) e potassio (K). Tale fenomeno noto come nutrient mining, comporta un progressivo e continuo 

impoverimento del suolo e una riduzione della capacità produttiva nel lungo periodo (Paramesh et 

al., 2023). 

A scala globale, la deplezione dei nutrienti costituisce una minaccia significativa per la sostenibilità 

agricola e la sicurezza alimentare, in quanto compromette la qualità del suolo e riduce le rese colturali. 
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Studi condotti su colture cerealicole hanno dimostrato come la continua asportazione di nutrienti, non 

compensata da input, porta a una diminuzione delle riserve disponibili nel suolo, con declino della 

fertilità agronomica (Tan et al., 2005). Questa progressiva carenza di nutrienti riduce drasticamente 

la resilienza intrinseca delle piante, rendendole significativamente più vulnerabili agli stress abiotici 

indotti dai cambiamenti climatici, quali le siccità prolungate o le ondate di calore. Di conseguenza, 

l'impoverimento chimico dei suoli e l'instabilità climatica concorrono a minacciare la stabilità delle 

produzioni (Lal, 2015).  

Tale riduzione della produttività agricola, causata dall'interazione sinergica tra il degrado del suolo e 

gli eventi meteorologici estremi, cessa così di essere una problematica esclusivamente agronomica 

per assumere un’importante rilevanza socio-economica di portata planetaria. La ridotta stabilità delle 

produzioni si riflette in modo immediato sulla vulnerabilità delle catene di approvvigionamento, 

proiettando gli effetti della crisi climatica direttamente sulla stabilità dei sistemi di stoccaggio e 

distribuzione del cibo (Wheeler and Von Braun, 2013). Questa situazione di instabilità ecologica e 

produttiva compromette infine la stabilità delle risorse alimentari nel tempo e quindi la sicurezza 

alimentare.  

 

1.2 Sicurezza alimentare 

La sicurezza alimentare (food security) è definita dalla Food and Agriculture Organization (FAO) 

come la condizione in cui tutte le persone, in ogni momento, hanno accesso fisico, sociale ed 

economico a quantità sufficienti di alimenti sicuri, nutrienti e di qualità adeguata a soddisfare i propri 

fabbisogni nutrizionali e le preferenze alimentari, consentendo il mantenimento di una vita attiva e in 

buona salute (Grainger, 2010; FAO 1996). La sicurezza alimentare è un concetto multidimensionale 

e comprende aspetti legati alla disponibilità, all’accesso, all’utilizzo e alla stabilità delle risorse 

alimentari nel tempo. Negli ultimi anni, la sicurezza alimentare è diventata una delle sfide globali, 

soprattutto in relazione alla continua crescita demografica e alla pressione sulla riduzione sempre 

maggiore delle risorse naturali (Cole et al., 2018). 

La popolazione mondiale è in continua espansione e si stima che possa superare i 9 miliardi di 

individui entro il 2050. Questa dinamica determinerà un incremento significativo della domanda 

globale di alimenti a livello globale, esercitando una forte pressione sui sistemi agricoli, chiamati a 

garantire livelli produttivi adeguati a soddisfarla (Keating et al. 2014) (FIG. 1). La limitata 

disponibilità di risorse naturali fondamentali, quali suolo e acqua dolce, fa emergere una relazione 

critica tra l’incremento demografico e la capacità produttiva dei sistemi agricoli, evidenziando il 

rischio che la domanda alimentare possa superare l’offerta in assenza di adeguate innovazioni e 

strategie di gestione sostenibile (Porkka et al., 2017).  
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FIGURA 1: andamento a livello globale della domanda di cibo in relazione all’aumento della popolazione 

(Keating et al. 2014). 

 

Le colture cerealicole rivestono un ruolo centrale nella sicurezza alimentare globale, in quanto 

costituiscono la principale fonte di energia per la popolazione mondiale. Cereali quali frumento, riso 

e mais rappresentano una quota significativa (circa il 60%) dell’apporto calorico globale e sono alla 

base delle diete di gran parte della popolazione, soprattutto nei paesi in via di sviluppo. Tuttavia, la 

forte dipendenza da un numero limitato di colture determina una maggiore vulnerabilità dei sistemi 

alimentari, poiché eventuali riduzioni della produzione cerealicola possono avere ripercussioni dirette 

sulla disponibilità di cibo e sulla stabilità dei mercati alimentari (Ripoll et al., 2017).  

La sicurezza alimentare è strettamente correlata ai diversi Sustainable Development Goals (SDG) 

dell’agenda 2030 per lo Sviluppo Sostenibile, il quadro globale adottato nel 2015 dai 193 Stati 

membri delle Nazioni Unite e articolato in 17 obiettivi. 

Tra questi, in particolare lo SDG 2 "Zero Hunger", mira a eliminare la fame, garantire la sicurezza 

alimentare, migliorare la nutrizione e promuovere un'agricoltura sostenibile (Bíziková et al. 2020). 

Nonostante i progressi portati dalla Rivoluzione Verde, il numero di persone colpite dalla fame ha 

ripreso a crescere, a dimostrazione di come gli odierni sistemi alimentari non sono ancora in grado di 

garantire la sicurezza alimentare in modo sostenibile (Wijerathna-Yapa and Pathirana 2022). 

Oltre al SDG 2, assumono un ruolo fondamentale altri tre obbiettivi. Lo SDG 12 "Responsible 

Consumption and Production" promuove l'uso efficiente delle risorse, la riduzione degli sprechi e lo 

sviluppo di sistemi agricoli sostenibili lungo l'intera filiera produttiva (Thwaites et al., 2025). Lo SDG 

13 "Climate Action" riguarda invece la mitigazione dei cambiamenti climatici e l'adattamento delle 

produzioni agricole; infatti il settore agroalimentare è al contempo causa e vittima della crisi climatica 

poiché le emissioni di gas serra contribuiscono al riscaldamento globale, mentre gli eventi 

meteorologici estremi, come siccità e le variazioni dei regimi pluviometrici minacciano in maniera 

drastica la produttività e la stabilità dei sistemi alimentari (Pandey and Pandey, 2023). Infine il SDG 

15 "Life on Land", è importante perché comprende la tutela della biodiversità, la conservazione delle 
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risorse genetiche vegetali e la gestione sostenibile degli ecosistemi terrestri, tutti elementi 

fondamentali per mantenere i servizi ecosistemici su cui si regge la produzione agricola (Stokes, et 

al., 2024).  

Nel tentativo di trasformare questi obiettivi a livello globale in strategie agronomiche che siano 

concrete e applicabili e di strutturare dei sistemi alimentari che possano resistere alle avverse 

perturbazioni climatiche, l'attenzione della comunità scientifica si sofferma in particolar modo sulla 

gestione delle colture mondiali. La prima linea di difesa contro la malnutrizione e l'instabilità dei 

mercati è infatti la salvaguardia delle rese delle specie più coltivate che rappresentano la fonte 

energetica e proteica della maggioranza della popolazione (Ray et al., 2013). 

 

1.3 Le colture cerealicole 

Tra le colture maggiormente influenzate dagli effetti dei cambiamenti climatici rientrano le colture 

cerealicole, che costituiscono la base dell'alimentazione per una larga parte della popolazione 

mondiale e svolgono un ruolo fondamentale nella sicurezza alimentare globale (FIG.2) (FAO, 2024).  

FIGURA 2: Produzione di cereali in Italia dal 1961 al 2024. Dati FAO (2024).  

 

I cereali comprendono un insieme di specie appartenenti prevalentemente alla famiglia delle Poaceae, 

coltivate principalmente per la produzione della granella destinata all'alimentazione umana, animale 

e a diversi impieghi industriali. Oltre a rappresentare una delle principali fonti di carboidrati 

complessi, essi apportano proteine, vitamine del gruppo B, fibre alimentari e numerosi micronutrienti 

essenziali (McKevith, 2004). 

Nel corso degli ultimi secoli, le colture cerealicole hanno raggiunto un’ampia diffusione a livello 

mondiale e un ruolo predominante nei sistemi agricoli mondiali, soprattutto grazie alla loro elevata 
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produttività, alla facilità di conservazione e trasporto della granella, all'ampia adattabilità a differenti 

condizioni pedoclimatiche e al rilevante valore economico e alimentare che rivestono (Neupane, et 

al., 2022). I cereali coltivati in minor quantità, detti cereali minori, sono: avena (Avena sativa), orzo 

(Hordeum vulgare), segale (Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor) e miglio (Panicum miliaceum) 

(Kaur et al., 2024). Invece i cereali maggiori, ossia quelli utilizzati e coltivati maggiormente nel 

mondo, sono: il frumento (Triticum aestivum), il riso (Oryza sativa) e il mais (Zea mays) (Shiferaw 

et al., 2013). Queste colture sono coltivate in tutte le aree del mondo in cui sono presenti condizioni 

climatiche favorevoli per la loro crescita (FIG. 3) (Farooq et al., 2023).  

FIGURA 3: Principali Paesi produttori di: (a) grano, (b) riso e (c) mais. 

 

1.3.1 Zea mays L. 

Tra i cereali maggiori, il mais (Zea mays L.) è uno dei cereali più importanti a livello globale, grazie 

all’elevata produttività, all’alto contenuto energetico e alla versatilità che lo rende fondamentale per 

l’alimentazione umana, animale e per usi industriali. Fondamentale è il suo ruolo nell’ambito della 

sicurezza alimentare (Shiferaw, 2001). Il mais insieme a grano e riso è una delle colture più usate per 

l’alimentazione umana e per quella animale. Oltre all’impiego alimentare il mais trova esteso utilizzo 

nelle applicazioni industriali, tra cui la produzione di amido, bioetanolo e altri derivati (Pratikantam, 

et al 2024). 

Il mais è una pianta erbacea, monocotiledone e annuale con un singolo stelo, la cui altezza varia da 

poco più di un metro a 4 m. Fa parte della famiglia delle Poaceae e alla specie Zea mays L. 

appartengono diverse sottospecie (Zea mays subs. mays, Zea mays subsp. Parviglumis, Zea mays 

subsp. Mexicana, Zea mays subsp. Huehuetenangensis).  

L’apparato radicale è di tipo fascicolato. Si distingue un sistema primario embrionale composto da 5-

7 radici primarie di cui una è la principale. Le radici laterali sono definite secondarie, costituiscono 
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l’apparato fascicolato e sono concentrate nei primi tre centimetri del terreno (Ahmed et al., 2017). 

Infine allo stadio di nona o decima foglia iniziano a svilupparsi le radici aeree. (Sebastian et al., 2016) 

dai nodi epigei del culmo. Queste radici svolgono un ruolo di ancoraggio mentre l’apparato primario 

svolge oltre alla funzione di ancoraggio anche quella di assorbimento dei nutrienti.  

Per quanto riguarda il culmo, è costituito da nodi solidi e internodi contenenti un tessuto 

parenchimatico spugnoso, il midollo. Il numero e la lunghezza degli internodi possono variare in 

funzione della varietà. Dal punto di vista anatomico il culmo può essere descritto distinguendo tre 

principali componenti. L’epidermide, che riveste esternamente il culmo e svolge una funzione di 

protezione nei confronti dei fattori biotici e abiotici; inoltre, attraverso gli stomi, contribuisce alla 

regolazione degli scambi gassosi. La seconda fascia è la corteccia; questa ha spessore variabile ed è 

costituita da tessuto parenchimatico con funzione meccanica di sostegno e protezione. Infine la terza 

fascia è il cilindro centrale che ospita il sistema vascolare con funzione di trasporto nutrienti e 

sostegno strutturale (Sindhu et al., 2007).  

Le foglie sono collocate in posizione alterna sui lati del culmo, ognuna parte da un nodo. Sono 

distiche, rispetto all’asse verticale. Il numero di foglie dipende dal tipo di cultivar, non è fisso. La 

guaina della foglia è definita amplessicaule, cioè parte dal nodo e avvolge il culmo fino al nodo 

successivo. La lamina è lanceolata, larga da 3 a 10 centimetri, le nervature sono parallelinervie, sottili, 

tranne la mediana che è più sviluppata (Solaimalai et al., 2020). La ligula, una membrana trasparente 

posta tra guaina e lamina, funge da barriera protettiva per il fusto e le foglie più giovani (Chaffey 

2000). 

L’infiorescenza è diclina, monoica; cioè sulla stessa pianta convivono le due infiorescenze, maschili 

e femminili, ma non si trovano nella stessa posizione. Infatti l’infiorescenza maschile detta 

pennacchio è un panicolo e si trova in posizione apicale del culmo. È composto da spighe e ogni spiga 

è costituita da file di coppie di spighette disposte a ventaglio. L’infiorescenza femminile è 

impropriamente chiamata pannocchia, ma è uno spadice costituita da un asse centrale, detto tutolo. 

Su questo sono inserite file di spighette sessili. Ogni spighetta presenta due fiori; uno fertile e uno 

che abortisce. Il tutolo alla base è costituito da nodi e internodi corti e da ogni nodo si inseriscono le 

brattee, che formano il cartoccio a protezione del tutolo. In genere il numero di ranghi va da un 

minimo di 8 a un massimo di 24. 

Il fiore fertile ha un ovario monosperma e presenta lunghi stili che sono morbidi, sottili, filiformi 

dette barbe o sete. Queste seccano dopo la fecondazione, ma prima proteggono l’infiorescenza e 

raggiungono l’esterno per riuscire a intercettare il polline. Nel mais è presente sia una fecondazione 

autogama che allogama basata sulla proterandria cioè lo sviluppo del fiore maschile prima del 

femminile (Chaudhry et al., 2024). 
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La cariosside è il frutto, questo ha dimensioni, peso, colore, forma e composizione dell’amido diversa 

a seconda del tipo di cultivar. È costituito da: rivestimento esterno, embrione, ed endosperma; che 

contiene amido, grassi, proteine e carboidrati, fonte di energia e nutrienti. L’elevato valore 

nutrizionale del mais è il motivo per cui questa pianta è così tanto coltivata nel mondo (Wu et al., 

2022; Yadesa and Diro., 2023).  

 

1.3.2 Fisiologia 

Zea mays è una pianta C4. Questa specializzazione biochimica e anatomica garantisce alla pianta di 

concentrare l'anidride carbonica in cellule specifiche della foglia, andando ad azzerare le perdite per 

fotorespirazione e mantenendo un’efficienza ottimale anche ad alte temperature (Gowik and 

Westhoff, 2011). Di conseguenza, il mais ottimizza l'uso dell'acqua e dell'azoto rispetto ai cereali a 

fotosintesi C3, come ad esempio il frumento (Sage et al., 2012). Tuttavia, questo meccanismo entra 

in crisi durante i periodi di siccità prolungati. Infatti per evitare di disidratarsi, la pianta chiude gli 

stomi, bloccando l'ingresso dell’anidride carbonica e fermando la fotosintesi clorofilliana. L'energia 

solare che si accumula senza essere utilizzata genererà stress ossidativo nei cloroplasti, andando a 

danneggiare le membrane cellulari e i tessuti fogliari (Foyer e Shigeoka, 2011). 

Parallelamente all'attività della parte aerea della pianta, la nutrizione del mais dipende dalla salute 

dell’apparato radicale. 

Caratteristica della pianta di mais è la crescita veloce e ciò porta a richiedere un importante 

assorbimento di nutrienti, in particolare dei due elementi principali azoto e fosforo, fin dalle prime 

fasi vegetative (Bender et al., 2013). Poiché il fosforo ha bassa mobilità nel terreno, le radici devono 

fare in modo di poter esplorare nuovi strati di suolo per intercettarlo. Nei suoli sfruttati dall'agricoltura 

intensiva, la degradazione biologica ostacola l'espansione delle radici laterali, rendendo la pianta più 

sensibile agli stress ambientali (Plénet et al., 2000). 

La fase fenologica più delicata del mais è la fioritura. Per garantire una buona produzione, l'emissione 

del polline deve coincidere con la comparsa e la ricettività delle sete femminili. 

L’aumento delle ondate di calore e la riduzione della quantità d'acqua possono causare delle 

problematiche a questa sincronizzazione, lo stress idrico porta a ritardare la crescita delle sete, mentre 

le temperature sopra i 35 °C portano a disidratare il polline, causando la sua sterilità. Questa 

incompatibilità temporale porta al fallimento della fecondazione e l'aborto degli ovuli, dando spighe 

vuote o con pochi semi (Carcova et al., 2000). 

 

1.3.3 Domesticazione 

Dal punto di vista storico ed evolutivo, il mais ha origine nel sud dell’attuale Messico, dove il 

processo di domesticazione di questa coltura ha avuto inizio circa 9000 anni fa a partire da una specie 



 

13 
 

selvatica nota come teosinte (Moustafa K., 2024). Questo processo definito come domesticazione del 

mais è uno degli esempi più significativi di selezione artificiale operata dall’essere umano. Nei secoli 

successivi, la coltivazione del mais si è diffusa nel continente americano e, dopo la scoperta delle 

Americhe, è stato introdotto nel resto del mondo, dove si è adattato a una vasta gamma di condizioni 

climatiche e ambientali (J. Acosta-Bayona et al., 2024). 

Il mais si distingue dagli altri cereali comuni per la sua elevata diversità genetica (Whitt et al., 2002). 

Esistono numerose varietà locali, denominate landraces, sviluppatesi e diversificatesi nel corso dei 

secoli in risposta a differenti condizioni ambientali, climatiche e di coltivazione. Questa elevata 

diversità genetica a livello delle varietà si riflette in differenze morfologiche, fisiologiche e 

nutrizionali, rendendo il mais una specie molto versatile e con grandi capacità di adattamento. Le 

moderne tecniche di miglioramento genetico continuano a sfruttare questa diversità per ottenere 

varietà più produttive, resistenti agli stress ambientali sempre più presenti e migliorandone al 

contempo le caratteristiche nutrizionali (Dominguez-Hernàndez, et al., 2022). 

Grazie all’elevata produttività, all'ampia diffusione geografica e al considerevole apporto energetico 

e nutrizionale le colture cerealicole costituiscono la base dell'alimentazione per miliardi di persone e 

rappresentano il fondamento dei sistemi agroalimentari mondiali. Per questo la ricerca scientifica fa 

particolare attenzione a queste colture, poiché il mantenimento di produzioni elevate, stabili e 

sostenibili è considerato uno degli strumenti chiave per rispondere alla crescente domanda alimentare 

e mitigare gli effetti dei cambiamenti climatici sull'agricoltura (Shiferaw et al., 2013). Qualsiasi 

riduzione della produttività o della stabilità delle rese cerealicole rischia infatti di compromettere la 

disponibilità di alimenti su scala globale, legando queste colture al concetto di sicurezza alimentare 

(Ray et al., 2013). La necessità di garantire una produzione cerealicola massiccia e costante per 

continuare a soddisfare l’aumento della domanda globale, ha spinto gli odierni sistemi agrari verso 

una drastica trasformazione tecnologica, orientata al garantire la massimizzazione dei raccolti nel 

breve periodo.  

 

1.4 Limiti dell’agricoltura industriale 

Lo sforzo globale volto a incrementare i volumi produttivi ha trovato la sua massima espressione nel 

modello intensivo contemporaneo. A partire dalla Rivoluzione Verde degli anni ’50 del secolo scorso, 

l’agricoltura industriale ha garantito un incremento della produttività agricola grazie al miglioramento 

delle pratiche colturali, grazie all’utilizzo di macchine agricole e all’uso di input chimici. Tuttavia, 

tali modelli produttivi mostrano svariati limiti dal punto di vista ambientale ed ecologico, con 

particolare riferimento alla diffusione delle monocolture, alla riduzione della biodiversità e 

all’aumento della vulnerabilità dei sistemi agricoli (Koman et al., 2021). La monocoltura si intende 



 

14 
 

come la coltivazione continuativa di una singola specie vegetale su ampie superfici. Questo è infatti 

uno degli elementi caratterizzanti dell’agricoltura intensiva moderna (Franco et al., 2022). 

La semplificazione degli agroecosistemi indotta dalla diffusione delle monocolture determina una 

evidente diminuzione della biodiversità sia vegetale sia animale. Numerosi studi hanno dimostrato 

come l’intensificazione agricola favorisce l’omogeneizzazione biologica degli ecosistemi, 

stimolando l’aumento di poche specie generaliste a favore delle specie specializzate e riducendo di 

conseguenza la diversità ecologica complessiva (Chisté et al., 2018). Inoltre, l’espansione 

dell’agricoltura moderna basata su un ridotto numero di colture ad alta resa ed associata a un 

progressivo declino della biodiversità globale, ha comportato ripercussioni negative per la stabilità 

degli ecosistemi agricoli e servizi ecosistemici essenziali, quali fertilità del suolo, impollinazione dei 

fiori grazie a insetti impollinatori e controllo biologico dei patogeni (Lanz et al., 2018). 

Un ulteriore limite dei sistemi agricoli intensivi è caratterizzato dall’elevata dipendenza delle cultivar 

dagli input chimici, come fertilizzanti, erbicidi e pesticidi. Nonostante queste pratiche abbiano 

permesso un aumento delle rese agronomiche, il loro utilizzo intensivo ha causato effetti negativi 

sull’ambiente, tra cui la degradazione del suolo, la contaminazione delle acque e, infine, la già citata 

perdita di biodiversità (Horrigan, et al, 2002). Nello specifico, questi sistemi colturali intensivi 

portano alla selezione delle comunità biologiche meno diversificate e maggiormente dipendenti dalla 

gestione antropica, andando a ridurre la resilienza naturale degli agroecosistemi (MacLaren et al., 

2018).  

L’uniformità genetica delle colture odierne rappresenta un importante fattore di vulnerabilità. La 

selezione di varietà ad elevate prestazioni produttive, ma caratterizzate da un profilo genetico simile, 

ha ridotto la variabilità genetica disponibile all’interno delle più importanti specie agrarie, andando 

ad aumentare la suscettibilità delle colture agli stress biotici e abiotici. Quindi in condizioni di 

cambiamento climatico, questa uniformità può causare una compromissione della capacità di 

adattamento dei sistemi agricoli, rendendoli maggiormente esposti agli effetti di siccità, patogeni 

emergenti ed eventi estremi (Govindaraj et al., 2015). Per tali ragioni, negli ultimi anni è cresciuto 

l’interesse verso approcci agricoli più sostenibili, che si basano sull’aumento della biodiversità 

agricola e sull’impiego di pratiche in grado di migliorare la resilienza degli agroecosistemi. (Khoury 

et al., 2014). Di conseguenza, la transizione ecologica porta alla ricerca di diverse soluzioni 

agronomiche e genetiche innovative che sono capaci di contrastare l'omogeneizzazione biologica e 

di restituire stabilità ai sistemi colturali senza compromettere la produttività complessiva. 
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1.5 Valorizzazione delle varietà tradizionali 

Per contrastare l'uniformità genetica imposta dal modello intensivo e recuperare i caratteri di rusticità 

utili per il futuro, la ricerca scientifica sta riscoprendo il valore del germoplasma autoctono. Negli 

anni recenti, l’interesse e lo studio verso le varietà tradizionali, anche dette landraces, sono aumentati 

esponenzialmente, con l’intento di valutare come tali risorse possano essere utilizzate per far fronte 

alla necessità di creare nuovi sistemi agricoli più eco-sostenibili e resistenti ai cambiamenti climatici 

(Bababola et al., 2025). Le landraces sono definite come popolazioni di cultivar locali selezionate 

nel corso dei secoli dagli agricoltori tramite pratiche agricole tradizionali e adattate alle specifiche 

condizioni ambientali, culturali e pedoclimatiche del territorio in cui sono coltivate (Corrado and Rao, 

2017). Si tratta pertanto di popolazioni dinamiche di colture con origine storica, caratterizzate da 

elevata diversità genetica, adattamento locale e assenza di un miglioramento genetico formale 

intensivo (Camacho Villa et al., 2005). A differenza delle varietà moderne commerciali e più 

utilizzate, queste popolazioni presentano una maggiore eterogeneità genetica e fenotipica. Questa 

caratteristica contribuisce a portare ad aumentare le capacità di tollerare gli stress ambientali e 

biologici (Bitocchi et al., 2015). Inoltre, le landraces possono rappresentare una risorsa fondamentale 

per garantire la conservazione dell’agrobiodiversità e garantire una sostanziale fonte di caratteri utili 

per i programmi di miglioramento genetico delle colture agrarie (Dwivedi et al., 2020). 

In Italia, le varietà tradizionali di cereali hanno storicamente svolto un ruolo centrale nei sistemi 

agricoli locali. La selezione naturale e antropica di queste popolazioni ha permesso la creazione di 

combinazioni geniche che sono in grado di tollerare differenti condizioni ambientali, come limitazioni 

idriche, variazioni termiche e suoli a fertilità ridotta. Questa enorme variabilità genetica è un elemento 

di grande interesse nel contesto attuale dei cambiamenti climatici, in quanto può contribuire ad 

aumentare la resilienza degli agroecosistemi e una maggiore agrobiodiversità (Veteläinen et al., 2009; 

Dwivedi et al., 2020). La progressiva diffusione delle varietà ibride moderne nel corso del Novecento 

ha determinato una forte riduzione della coltivazione delle varietà locali, con conseguente erosione 

del patrimonio agrario tradizionale (Khoury et al., 2014). 

Nonostante la forte erosione genetica che ha interessato il territorio italiano, l’Italia settentrionale 

conserva ancora un patrimonio significativo di risorse genetiche vegetali tradizionali. La particolare 

eterogeneità degli agroecosistemi e la persistenza di pratiche agricole tradizionali hanno infatti 

contribuito alla sopravvivenza di numerose varietà locali ed ecotipi, oggi di particolare interesse per 

la conservazione e la valorizzazione dell’agrobiodiversità. (Brandolini e Brandolini, 2009) (FIG. 4).  
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FIGURA 4: Dendrogramma delle relazioni genetiche tra 65 agroecotipi tradizionali italiani del mais. Sono 

evidenziati nove cluster principali (Brandolini e Brandolini, 2009). 

 

Nel Nord Italia, la Lombardia si distingue perché garantisce una spiccata eterogeneità ambientale e 

di microclimi, per la presenza di zone di pianura, collinari e montane, che hanno favorito la selezione 

e la parziale conservazione di queste varietà locali (Cannella et al., 2022). Nel gruppo dei mais vitrei 

Ottofile è presente l’agroecotipo Ottofile Nord, che comprende le varietà Ottofile del Pavese, Ottofile 

Tortonese, Ottofile del Garda e Ottofile di Codera.  

La classificazione botanica del mais si articola in tre sezioni distinte in base alla consistenza 

dell'endosperma. La prima è la sezione Indurata (mais vitrei), caratterizzata da un endosperma 

farinoso con pareti cellulari amilifere rinforzate che conferiscono al chicco durezza, lucidità e una 

forma tondeggiante. Le piante sono caratterizzate da maggiore tolleranza allo stress termico, vigore 

precoce e fioritura anticipata (Unterseer et al., 2016). Successivamente, la sezione Indentata (mais 

dentati), presenta un endosperma eterogeneo che crea un’indentazione apicale sul chicco. Le piante 

hanno elevate rese e una ottima adattabilità meccanica. Infine, la sezione Everta (popcorn), è la terza 

sezione principale della classificazione botanica del mais (Di Pasquale et al., 2024).  

È all'interno della prima di queste sezioni botaniche, che si colloca una la varietà dell’Ottofile del 

Pavese, che è stato scelto come oggetto di studio di questa tesi.  

Questa landrace è stata storicamente coltivata nell’area della provincia di Pavia dove ci sono delle 

zone con particolari condizioni pedoclimatiche come quelle della Lomellina, dell'Oltrepò Pavese e 

delle aree alluvionali del Po e del Ticino. Il nome di questa varietà è dovuto dalla specifica 

disposizione delle cariossidi in otto ranghi (file) lungo la spiga. Questa cultivar è utilizzata 
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prevalentemente per la produzione di farina destinata alla preparazione della polenta. La coltivazione 

del mais Ottofile si è progressivamente ridotta a partire dalla seconda metà del XX secolo, a causa 

dell’ingente diffusione degli ibridi commerciali che garantiscono una più alta produttività, andando 

a sostituire la maggior parte delle popolazioni locali tradizionali (Ardenghi et al., 2018). Tuttavia, 

negli ultimi anni è aumentato l’interesse per il recupero e la valorizzazione di queste varietà locali, 

considerate importanti sia dal punto di vista agronomico che culturale.  

Il mais Ottofile Pavese presenta una maggiore resistenza alla siccità e una elevata variabilità genetica 

rispetto agli ibridi moderni, questa variabilità può contribuire una maggiore stabilità produttiva in 

condizioni di stress ambientale e in sistemi agricoli a basso input (Bitocchi et al., 2015; Dwivedi et 

al., 2020). Inoltre, le varietà tradizionali di mais vitreo si distinguono per le loro caratteristiche 

qualitative e nutrizionali differenti rispetto agli attuali ibridi moderni. Proprio questo aspetto ha 

risvegliato un forte interesse per la loro coltivazione, spinta dal buon contenuto di composti bioattivi 

e dalle eccellenti proprietà organolettiche delle farine ottenute (Zilic et al., 2012). Il mais Ottofile 

Pavese possiede inoltre un evidente valore storico e culturale, essendo legato alla tradizione agricola 

e gastronomica locale (Arca del gusto). La conservazione e valorizzazione di queste varietà si rivela 

quindi una strategia importante per la tutela dell’agrobiodiversità e per lo sviluppo di sistemi agricoli 

più resilienti e sostenibili nel contesto dei cambiamenti climatici (Negri, 2005; Ardenghi et al., 2018). 

 

1.6 I biostimolanti vegetali  

Nell’attuale scenario del mondo agricolo in cui alla ricerca di sostenibilità, si unisce la necessità di 

far fronte alle sfide poste dal cambiamento climatico una delle risposte biotecnologiche più 

promettenti è stata l'introduzione dei biostimolanti nei piani di gestione colturale.  

Il Regolamento (UE) 2019/1009 definisce biostimolante un prodotto che è in grado di stimolare i 

processi nutrizionali della pianta indipendentemente dal proprio contenuto in nutrienti, con l'obiettivo 

di migliorare l'efficienza d'uso dei nutrienti, la tolleranza agli stress abiotici, le caratteristiche 

qualitative delle colture e la disponibilità degli elementi nutritivi presenti nel suolo o nella rizosfera 

(FIG. 5). I biostimolanti sono classificati in due categorie: biostimolanti microbici e biostimolanti 

non microbici. Tra i biostimolanti non microbici rientrano sostanze umiche e fulviche, idrolizzati 

proteici, estratti di alghe, amminoacidi e le altre sostanze di origine naturale. I biostimolanti microbici 

invece, si basano sull’utilizzo di microrganismi benefici, quali funghi micorrizici arbuscolari, batteri 

promotori della crescita delle piante e funghi del genere Trichoderma asperellum, studiati 

prevalentemente per le proprietà biostimolanti e di biocontrollo (Rouphael and Colla, 2020). 
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FIGURA 5: Principali categorie di biostimolanti agricoli e relativi effetti fisiologici sulla pianta e sul sistema 

suolo-radice (P. du Jardin 2015). 

 

Ci sono diversi tipi di applicazione dei biostimolanti, i più utilizzati sono: idropriming, (i semi sono 

immersi in acqua a temperature ottimali), osmopriming (procedura di pre-semina che prevede il 

trattamento con soluzioni osmotiche a basso potenziale idrico), innesco a matrice solida (sviluppato 

come alternativa economica all’ osmopriming), chemiopriming (si ottiene aggiungendo disinfettanti 

convenzionali per prevenire contaminazioni microbiche), termopriming (si trattano i semi a diverse 

temperature per migliorare l’efficienza di germinazione in condizioni avverse), e infine il biopriming 

(trattamento dei semi grazie all'inoculazione di specifici microrganismi benefici prima che avvenga 

la semina). Quest’ultima tecnica garantisce una rapida colonizzazione della superficie del seme e 

dell'apparato radicale fin dalle prime fasi di sviluppo della pianta, migliorando il processo di 

germinazione, il vigore iniziale e la tolleranza agli stress ambientali (Paparella et al., 2015). 

Tra i funghi più utilizzati nel biopriming e nella lotta biologica c’è il genere Trichoderma, 

comprendente molte specie che sono naturalmente presenti nel suolo e nella rizosfera delle piante. Le 

specie maggiormente oggetto di studio comprendono: Trichoderma harzianum, T. virens, T. 

atroviride, T. koningii e T. asperellum, tutte caratterizzate da una notevole capacità di colonizzare 

l'apparato radicale e instaurare relazioni benefiche con la pianta ospite, in quanto possono essere sia 

funghi a vita libera sia simbionti opportunisti.  

Il genere Trichoderma è costituito da funghi ascomiceti filamentosi ubiquitari, isolati principalmente 

nei suoli agrari e forestali. Dal punto di vista tassonomico, questo genere appartiene alla divisione 

degli Ascomycota, cioè quei funghi che producono le spore all’interno dello sporangio detto asco. 

Fanno parte della classe dei Sordariomycetes, nell’ordine degli Hypocreales (Schuster and Schmoll, 

2010). Storicamente nota per la sua forma anamorfica (asessuata) questa classe è caratterizzata da 

una rapida crescita miceliare e da un'abbondante produzione di conidi di colore verde, disposti su 

conidiofori molto ramificati. La sua struttura vegetativa include inoltre la formazione di spore dette 

clamidospore, che sono strutture a parete spessa che permettono la sopravvivenza in condizioni 
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ambientali avverse. Grazie a questa caratteristica sono funghi noti per la capacità di colonizzare con 

successo i propri habitat, combattendo i competitori. Una volta insediati, attivano il loro apparato 

degradativo per la decomposizione del substrato, spesso eterogeneo. Per quanto riguarda la fisiologia, 

Trichoderma è un organismo aerobio facoltativo e un attivo saprofita dotato di un potente corredo 

enzimatico extracellulare, ricco di cellulasi, chitinasi e glucanasi, che permettono la degradazione di 

substrati organici eterogenei e complessi (Sood et al., 2020). Questa versatilità metabolica, in 

cooperazione alla capacità di produrre metaboliti secondari ad azione antibiotica e di instaurare delle 

interazioni simbiotiche o di micoparassitismo con le radici delle piante e di altri funghi, rende 

Trichoderma uno dei più efficaci e studiati agenti di biocontrollo (BCA) e promotori della crescita 

vegetale (PGPB), in ambito agricolo e biotecnologico (Guzman-Guzmàn et al., 2023).  

Questo genere è in grado di produrre o rilasciare una varietà di composti che inducono risposte di 

resistenza localizzate o sistemiche, il che spiega la loro mancanza di patogenicità di Trichoderma per 

le piante. Queste associazioni radice-microrganismo causano cambiamenti sostanziali nel proteoma 

e nel metabolismo della pianta che risulta quindi protetta dall’attacco di numerose classi di patogeni 

vegetali grazie all’induzione di risposte simili alla resistenza sistemica acquisita e alla resistenza 

sistemica indotta dai rizobatteri (Harman et al., 2004). 

Trichoderma asperellum è una delle specie di maggiore interesse agronomico, grazie alla sua ottima 

capacità di adattamento, all’alta velocità di colonizzazione della rizosfera e alla produzione di 

metaboliti bioattivi. Quindi, l'interazione attiva con la pianta porta a un miglioramento della capacità 

di assorbimento dei nutrienti, un incremento dello sviluppo radicale e vegetativo, una maggiore 

efficienza fotosintetica e una migliore risposta agli stress ambientali, contribuendo ad aumentare la 

produttività della coltura (Woo et al., 2014). 

Oltre agli effetti biostimolanti, T. asperellum ha anche un ruolo nella lotta biologica contro i funghi 

fitopatogeni. Il suo meccanismo d'azione si basa principalmente sulla competizione per spazio e 

nutrienti, sul micoparassitismo (le ife di T. asperellum si avvolgono attorno a quelle dei funghi tossici 

causandone la lisi diretta) e sulla produzione di metaboliti secondari ed enzimi litici, quali cellulasi, 

glucanasi e chitinasi, che hanno la capacita di degradare la parete cellulare dei funghi patogeni 

(Elshahawy et al., 2023). Fondamentale è la sua attività nei confronti di specie appartenenti al genere 

Fusarium, responsabili di malattie del mais e della produzione di micotossine, tra cui fumonisine, 

zearalenone e tricoteceni. Pur non degradando direttamente le micotossine, T. asperellum limita lo 

sviluppo dei funghi produttori, contribuendo indirettamente alla riduzione della contaminazione della 

granella (López-Coria et al., 2023). 
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1.7 Strategie per migliorare le performance delle varietà tradizionali mediante l’utilizzo di 

Trichoderma 

L’adozione delle pratiche agricole intensive ha portato ad un incremento della produttività delle 

colture, ma, anche evidenti conseguenze ambientali legate all’eccessivo sfruttamento delle risorse 

naturali. L’agricoltura industriale moderna è caratterizzata da un abbondante uso di input chimici, 

come fertilizzanti minerali, erbicidi e pesticidi. L’utilizzo di questi composti è spesso associato a 

fenomeni di alterazione del suolo, con un’elevata perdita di biodiversità, contaminazione delle acque 

e diminuzione della resilienza degli agroecosistemi (Tilman et al., 2002). La progressiva 

consapevolezza dell’impatto di tali pratiche intensive sull’ambiente ha portato negli ultimi decenni a 

una crescita dell’interesse verso modelli agricoli maggiormente sostenibili, capaci di garantire rese 

produttive adeguate riducendo contemporaneamente l’impatto ambientale delle pratiche agricole 

(Foley et al., 2011).  

L’agricoltura sostenibile ha come obbiettivo soddisfare i fabbisogni alimentari attuali senza però 

andare a compromettere la capacità delle future generazioni di soddisfare le loro necessità e i loro 

fabbisogni. Questo approccio punta ad integrare la maggior produttività agricola con una maggiore 

tutela ambientale e un aumento della sostenibilità economica, andando a promuovere le pratiche 

colturali che permettono di preservare la fertilità del suolo, la biodiversità e la qualità degli ecosistemi 

agricoli (Pretty, 2008). Un modello di produzione agricola più sostenibile è l’agricoltura biologica. 

Questa è basata sulla diminuzione o l’esclusione di fertilizzanti e pesticidi di sintesi e sull’utilizzo 

prioritario di mezzi e pratiche tecniche naturali, come per esempio le rotazioni colturali e l’utilizzo 

degli organismi benefici per il controllo dei patogeni e il miglioramento della fertilità del suolo 

(Reganold and Wachter, 2016). Ogni paese stabilisce i propri standard legali per la coltivazione 

biologica, con possibilità, in casi eccezionali, di autorizzazioni a deroghe rispetto a questi principi 

generali. 

Nell’ambito di sistemi agricoli sostenibili un ruolo importante è rivestito dalle varietà tradizionali, 

che garantiscono tendenzialmente una maggiore adattabilità agli ambienti locali a discapito però di 

rese spesso anche molto inferiori rispetto agli ibridi moderni che sono stati selezionati per garantire 

rese elevate in sistemi intensivi ad alto input. Per questo motivo, risulta necessario individuare 

strategie agronomiche in grado di migliorare le performance produttive di queste varietà senza 

compromettere le loro caratteristiche qualitative. Tra queste strategie, particolare interesse è stato 

focalizzato sull’utilizzo di biostimolanti e microrganismi benefici, che vengono considerati strumenti 

promettenti per incrementare la sostenibilità e la resilienza dei sistemi agricoli (Rouphael and Colla, 

2020). 

L’agricoltura convenzionale moderna può favorire la diffusione di ceppi fungini resistenti, 

aumentando la vulnerabilità dei sistemi colturali (Lucas et al., 2015). Nel caso del mais, uno dei 
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problemi più gravi legati alla coltivazione intensiva è lo sviluppo di funghi fitopatogeni in grado di 

produrre grandi quantità di micotossine. Questo fenomeno è causato da diverse specie, tra cui quelle 

appartenenti ai generi Fusarium e Aspergillus. Le micotossine sono una criticità sia dal punto di vista 

agronomico sia sanitario, perché portano contaminazioni delle cariossidi riducendo la produzione e 

compromettendo la qualità delle produzioni destinate all’alimentazione umana e animale (Munkvold, 

2009). Nel caso delle varietà tradizionali di mais, la gestione sostenibile delle infezioni fungine 

assume un ruolo particolarmente importante, poiché tali varietà sono coltivate in sistemi agricoli a 

basso input e destinati a produzioni tipiche e locali (Mazzola and Freilich, 2017).  

A differenza dei fertilizzanti tradizionali, i biostimolanti non vanno ad agire come fonte diretta di 

nutrienti, ma vanno a influenzare positivamente i processi fisiologici e metabolici delle piante 

determinando l’incremento della resilienza delle colture e la riduzione degli effetti negativi portati, 

tra gli altri anche da patogeni fungini, responsabili della contaminazione da micotossine (Brown and 

Saa, 2015). 

I microrganismi benefici sono difatti in grado di poter competere con i funghi patogeni nella rizosfera, 

riducendo l’incidenza delle infezioni e migliorando allo stesso tempo lo stato fisiologico della pianta. 

Questo ha un’elevata rilevanza per le varietà locali, come per il mais Ottofile del Pavese, valorizzate 

primariamente per la qualità nutrizionale e tradizionale delle produzioni (Woo et al., 2023). 

Svariati studi hanno dimostrato che l’utilizzo di biostimolanti può determinare effetti positivi sulla 

crescita vegetativa e produttiva delle colture agrarie. Tra i principali effetti osservati ci sono 

l’aumento della biomassa radicale, il miglioramento dell’assorbimento di macro e microelementi e 

una maggiore efficienza nell’utilizzo dei nutrienti disponibili nel suolo. L’incremento dello sviluppo 

radicale quindi permette alle piante di esplorare nuovi volumi di suolo ed estendersi maggiormente, 

aumentando così la disponibilità di acqua e nutrienti anche in condizioni ambientali limitanti (Halpern 

et al., 2015). 

I biostimolanti influenzano inoltre i meccanismi fisiologici che si attivano nella risposta agli stress 

abiotici. Dati di letteratura hanno evidenziato come questi prodotti possano essere in grado di 

modulare la produzione di fitormoni, l’attività antiossidante e l’espressione di geni coinvolti nelle 

risposte allo stress, andando a contribuire e a migliorare la tolleranza delle colture a condizioni di 

siccità, stress salino e alte temperature (Rouphael and Colla, 2020). Questi effetti sono importanti nel 

contesto del cambiamento climatico in atto, con aumento della frequenza degli eventi meteorologici 

estremi e delle condizioni di stress ambientale (Bulgari et al., 2019).  

Il Trichoderma presenta un doppio beneficio alla pianta poiché agisce sia da agente di biocontrollo 

sia da biostimolante. Come biostimolante, Trichoderma può influenzare diversi processi fisiologici 

della pianta. Infatti, diversi studi hanno evidenziato che alcune specie sono in grado di produrre 

metaboliti secondari simili agli ormoni vegetali, come per esempio le auxine e diversi composti 
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volatili, capaci di incentivare lo sviluppo radicale e migliorare l’assorbimento dei nutrienti (López-

Bucio et al., 2015). Inoltre, la consistente colonizzazione della rizosfera da parte di Trichoderma può 

modificare positivamente il microbioma del suolo, favorendo la disponibilità di nutrienti minerali e 

aumentando l’efficienza nutrizionale delle colture (Woo et al., 2023). Per quanto riguarda il possibile 

ruolo di Trichoderma nel migliorare le performance di varietà tradizionali di mais è stato dimostrato 

che l’inoculazione con specie di Trichoderma permette di migliorare la resistenza delle colture a 

condizioni avverse come siccità, elevata salinità e stress termico, attraverso la modulazione dei 

sistemi antiossidanti e dei meccanismi fisiologici coinvolti nella risposta allo stress come dimostrano 

studi su mais e Pinus massoniana (Guler et al., 2016). Il Trichoderma riduce i livelli di specie reattive 

dell'ossigeno (ROS) e il conseguente danno ossidativo potenziando l'attività degli enzimi 

antiossidanti come SOD (Superossido Dismutasi), catalasi, APX (Ascorbato Perossidasi) e 

perossidasi (Mastouri et al., 2012; Abirami et al., 2022). 

Nel mais, l’utilizzo di sostanze e di formulati aventi come principio attivo il Trichoderma hanno 

mostrato risultati positivi sia per quanto riguarda il miglioramento della crescita vegetativa sia per 

quanto riguarda la riduzione dell’incidenza di patogeni fungini responsabili della produzione di 

micotossine. Alcuni di questi studi hanno successivamente evidenziato anche un aumento della 

biomassa radicale, dell’assorbimento di nutrienti e della produttività delle piante trattate con 

Trichoderma rispetto ai controlli non inoculati (López-Bucio et al., 2015). Inoltre, la capacità 

antagonista di Trichoderma nei confronti di specie appartenenti al genere Fusarium rende questi 

microrganismi candidati promettenti per strategie di difesa sostenibile nel mais, soprattutto in sistemi 

agricoli a basso input e nella valorizzazione delle varietà tradizionali (Vinale et al., 2008).  

Per inoculare il Trichoderma sui semi viene generalmente utilizzato un pellicolante. Questo agevola 

la concia dei semi perché è un biopolimero adesivo liquido che fissa gli agrofarmaci e/o i nutrienti 

(in questa tesi Trichoderma asperellum) alla superficie dei semi, senza compromettere la vitalità del 

seme (Kthiri et al., 2019). Viene utilizzato perché le spore del fungo hanno la consistenza di polveri 

sottili che si staccherebbero facilmente dal seme durante il trasporto, il confezionamento e durante la 

semina meccanica. Il ruolo del pellicolante è quello di creare una pellicola elastica che incolla le spore 

al tegumento, che è la parte più esterna, del seme, assicurando quindi che il microorganismo arrivi 

intatto nel terreno dove svolgerà le sue funzioni (Robani, 1994).  

Oltre che garantire l’attaccamento al seme agevola la sopravvivenza del fungo. Perché si comporta 

da scudo temporaneo andando a proteggere il Trichoderma dalla disidratazione, dagli sbalzi termici 

e dall’azione diretta di altri agenti chimici, come per esempio fungicidi compatibili (Malavathu et al., 

2025). Ha funzione di protezione anche per l’operatore perché riesce ad evitare la dispersione di 

polveri nocive nell’aria durante le pratiche di manipolazione dei sacchi e durante l’uso delle 

seminatrici. 
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Il pellicolante agevola la germinazione, perché è idrosolubile o semi-permeabile. Quindi una volta 

che il seme è interrato la pellicola svolge la funzione di spugna e assorbe l’umidità del suolo, andando 

a dissolversi o a gonfiarsi e così facendo permette all’acqua di attivare sia la germinazione del seme 

sia lo sviluppo delle spore di Trichoderma, che colonizzeranno immediatamente la rizosfera 

(Accinelli et al., 2016).  
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2. SCOPO 

La tesi si inserisce nell'ambito del progetto RUSTICO (Resilienza ai cambiamenti climatici con 

funghi biostimolanti per la coltivazione di piante ortive e piante cerealicole come il mais), finanziato 

dalla fondazione LGH. 

Il presente lavoro si propone di valutare l'effetto dell'inoculo del fungo biostimolante Trichoderma 

asperellum sullo sviluppo vegetativo e produttivo del mais Ottofile Pavese. In particolare, lo studio 

punta a verificare se il trattamento con Trichoderma asperellum possa essere in grado di influenzare 

positivamente diversi parametri morfologici, fisiologici e agronomici della coltura, come l’altezza 

della pianta, l’altezza della spiga, la capacità fotosintetica, la percentuale di germinazione e la resa. 

Inoltre è prevista la valutazione dell’azione antifungina di Trichoderma asperellum contro Fusarium 

spp. e Ustilago maydis tramite confronto tra mais non trattato e trattato. 

L'interesse verso Trichoderma asperellum deriva dalla sua riconosciuta capacità di instaurare 

interazioni benefiche con le piante coltivate. Questo fungo, infatti, è in grado di colonizzare l'apparato 

radicale, promuovere l'assorbimento dei nutrienti, stimolare la crescita vegetativa della pianta, 

migliorare la tolleranza della pianta agli stress ambientali e favorire in maniera attiva la protezione 

nei confronti di diversi agenti patogeni. Queste caratteristiche lo rendono uno dei microrganismi 

studiati nell'ambito dei biostimolanti microbici e un importante alleato per lo sviluppo di pratiche 

agricole sostenibili. 

Questo studio si propone quindi di valutare l'efficacia di Trichoderma asperellum come biostimolante 

e agente di biocontrollo sulla varietà tradizionale di mais Ottofile del Pavese, con l’obiettivo di 

migliorarne le performance produttive e qualitative e valorizzarla come prodotto locale. 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Materiale vegetale 

La varietà di mais oggetto di questo studio è l’Ottofile del Pavese. Questa landrace è stata 

storicamente coltivata nell’area della provincia di Pavia per la produzione di farina destinata alla 

preparazione della polenta. Il suo nome è dovuto alla caratteristica disposizione delle cariossidi in 

otto ranghi (file) lungo la spiga. L’Ottofile del Pavese presenta un ridotto fabbisogno idrico, 

caratteristica che rende questa varietà adatta alla coltivazione low input (FIG. 6). 

FIGURA 6: Spighe della varietà Ottofile del Pavese.  

 

3.2 Biostimolante 

In questo studio, il biopriming è stato utilizzato come tecnica di biostimolazione. Questa pratica 

consiste nel trattamento dei semi tramite inoculazione di specifici microrganismi benefici prima della 

semina. Come microrganismo benefico è stato scelto il Trichoderma asperellum. Questo fungo ha 

ottenuto particolare interesse perché grazie alla sua ottima capacità di adattamento, all’alta velocità 

di colonizzazione della rizosfera e alla produzione di metaboliti bioattivi incrementa le difese della 

pianta e la produttività della coltura (Who et al., 2014).  

Lo sviluppo della coltura di T. asperellum è stato condotto in collaborazione e con il supporto del 

personale del Laboratorio di Micologia del DSTA (Dipartimento di Scienze della Terra e 

dell’Ambiente). 

Il T. asperellum è stato coltivato in piastre petri contenenti il terreno DRBC. Questo terreno ha un 

caratteristico colore rosa ed è molto selettivo. La selettività deriva da più agenti: il Dicloran limita 

l’espansione delle muffe, il Rose Bengal contribuisce all’inibizione e dà il tipico colore rosa, e il 

cloramfenicolo inibisce la crescita batterica (King et al., 1979) (FIG.7).  

La composizione del terreno DRBC (1 litro) è la seguente: 

Peptone (digerito enzimatico di tessuti animali e vegetali): 5,0 g; 
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Fornisce azoto, aminoacidi, vitamine e carbonio essenziali per la crescita microbica.  

D-Glucosio (Dextrose): 10,0 g; 

Fonte di carboidrati fermentabili ed energia per lieviti e muffe.  

Potassio diidrogeno fosfato (KH₂PO₄): 1,0 g; 

Agente tampone per mantenere stabile il pH.  

Solfato di magnesio (MgSO₄ 7H₂O): 0,5 g; 

Fornisce gli ioni di magnesio e oligoelementi necessari al metabolismo.  

Rosa Bengala: 0,025 g; 

Colorante che inibisce la crescita eccessiva dei batteri e riduce le dimensioni delle colonie fungine 

per facilitare il conteggio. 

Cloramfenicolo: 0,1 g; 

Antibiotico termostabile ad ampio spettro che inibisce selettivamente la flora batterica contaminante 

presente nel campione. 

Dicloran (2,6-dicloro-4nitroanilina): 0,002 g (2 mg); 

Inibisce la diffusione rapida delle colonie di muffe a crescita filamentosa invasiva e limita le 

dimensioni delle altre colonie. 

Agar: 15,0 g; 

Agente solidificante del terreno.  

 

Per coltivare il Trichoderma asperellum si possono utilizzare due metodi. Si può utilizzare il micelio 

del fungo, e in questo caso si ottiene una proliferazione più lenta. Alternativamente si possono 

utilizzare le spore, dette conidiospore, che si ricavano dal fungo madre o da altre colture in piastre 

petri, raschiando leggermente le spore in superficie, e in questo caso si ha una proliferazione e 

dispersione del fungo maggiore (Serna-diaz et al., 2020). Una volta che le spore sono state recuperate 

dalla madre, vengono diluite. Infatti se si semina una soluzione troppo concentrata le spore 

cresceranno molto vicine e si avrà una massa indistinta di micelio. Invece diluendo il campione le 

spore vengono separate più facilmente nel terreno di coltura. Germinando daranno delle colonie 

isolate e geneticamente pure. Diluire le spore rende la conta delle spore e la quantificazione (UFC) 

più facile (K. Martini et al., 2024). Dopo la diluizione, si costituisce una nuova coltura su un nuovo 

terreno, che è stato anticipatamente sterilizzato a 121°C, 1bar di pressione per venti minuti, versando 

3ml di soluzione con una pipetta Pasteur da 1ml sulla piastra DRBC, dopodiché la superficie della 

piastra viene ricoperta perfettamente grazie all’utilizzo di un distributore a L. Il processo viene 

eseguito sotto una cappa biologica a flusso laminare verticale, per garantire una doppia protezione: 

salvaguardare l'operatore e proteggere il campione da contaminazioni esterne. 
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Alla fine della coltura, per la conta delle spore si utilizza una diluizione 1:50 diluendo venti microlitri 

di spore in 1 ml finale.  

Per la conta delle spore si usa la camera conta globuli. La quantificazione delle spore di T. asperellum 

è uno dei passaggi più importanti per valutare la resa della coltura. Parte fondamentale è la 

preparazione e l’allestimento della camera. Questa è uno speciale vetrino portaoggetti che, in 

accoppiamento a un vetrino coprioggetti, crea uno spazio con un volume noto e preciso, infatti è 

importante il processo di regolazione dello spessore. Tra il vetrino portaoggetti e il coprioggetti si 

crea una fessura. È fondamentale riempire in modo corretto questo spazio e calibrare la quantità di 

liquido da esaminare. Se lo spazio tra i vetrini non viene allestito correttamente, il volume di liquido 

analizzato non sarà quello previsto, compromettendo l'esito della conta (Mukherjee and Kenerley, 

2010).  

Un altro passaggio importante è la messa a fuoco al microscopio, poiché la camera ha profondità 

tridimensionale e le spore in sospensione liquida non si troveranno tutte sullo stesso piano focale. 

Pertanto, durante l'osservazione, è fondamentale regolare continuamente il fuoco per riuscire a 

contare anche le spore che si trovano a profondità diverse all'interno della camera. 

Il reticolo di lettura è la parte centrale della camera ed è incisa al laser con una griglia millimetrata 

quasi invisibile a occhio nudo, ma ben definita al microscopio. La sua struttura è formata da diverse 

linee incise che si incrociano formando un reticolo geometrico. Questi quadratini hanno uno schema 

specifico, infatti, ogni incrocio principale delle linee delimita dei settori che contengono al loro 

interno 20 quadratini più piccoli. 

Una volta che è stato ottenuto il numero grezzo delle spore contate al microscopio, si utilizza una 

formula matematica per estrapolare la concentrazione reale nel campione originale, espressa in 

spore/µl. 

 

Dove: “n” È il numero totale delle spore contate. “0,2” è la profondità della camera di conta cioè lo 

spessore del liquido espressa in millimetri, “Diluizione” è il fattore moltiplicativo essenziale, infatti 

se il campione originale era troppo denso per essere contato, viene diluito (1:50).  

Una volta eseguito il calcolo, è possibile valutare il successo della propria coltura. Un buon prodotto 

in commercio ha una concentrazione di 10^9 spore/ml.  
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FIGURA 7: Trichoderma asperellum appena piastrato (a) e dopo circa un mese (b).  

 

3.3 Campi sperimentali 

Questo progetto di ricerca ha previsto la pianificazione degli esperimenti su 2 diversi campi 

sperimentali. 

Il primo campo è situato a Landriano (PV), 88 m slm (45°55'50.66''N, 10°13'48,98''E) ed è il campo 

sperimentale dell'Università degli Studi di Milano. L'analisi del suolo ha riportato un suolo sabbio-

argilloso (FIG.8). 

 

FIGURA 8: I campi di Landriano (a sinistra) e di Romagnese (a destra). 

 

Il secondo campo sperimentale si trova a Romagnese (PV), più precisamente nella frazione di La 

Crotta. Fa parte dell’azienda agricola Terre Villane dei fratelli Mori. Il campo si trova a un’altitudine 
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di circa 850 m slm. Ha perimetro di circa 500 m con un’area di circa 7.000 metri quadrati. Si trova a 

44°50'38.63"N 9°18'24.34"E.  

 

3.4 Analisi del suolo 

Prima della semina, sono stati prelevati campioni di terreno sia dal campo di Landriano che dal campo 

di Romagnese in conformità al DM del 13/09/1999 e inviati alla società MAP (Minoprio Analisi e 

Certificazioni srl), che ha eseguito le analisi chimico-fisiche. I risultati delle analisi del terreno di 

Landriano sono riportati nella TAB. 1, non sono ancora disponibili le analisi del terreno di 

Romagnese. 

TABELLA 1: Composizione del terreno di Landriano. 

 

3.5 Piano sperimentale 

Nei due campi, di Landriano e Romagnese sono stati seminati nella primavera del 2025 e in quella 

del 2026 semi di Ottofile del Pavese trattati con Trichoderma asperellum e il controllo non trattato. 

Il campo a Landriano è stato seminato alla fine di aprile in entrambi gli anni e circa due settimane 

prima è stato seminato il campo a Romagnese.  

Nel campo sperimentale di Landriano oltre all’Ottofile del Pavese sono state coltivate altre accessioni 

per altri progetti di ricerca, mentre nel campo di Romagnese è stata coltivata solo la varietà Ottofile 

del Pavese. Nel campo di Landriano sono stati seminati manualmente 100 semi a una profondità di 

3-4 cm, con una distanza di 25 cm tra i semi e di 70 cm tra le file, invece nel campo di Romagnese 

sia quest’anno che l’anno scorso è stato messo a disposizione un campo di circa dieci pertiche 
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coltivato completamente a Ottofile del Pavese e seminato mediante semina meccanizzata. Il campo 

di Landriano viene irrigato al bisogno mentre il campo di Romagnese non viene irrigato.  

La raccolta nel 2025 è iniziata a fine settembre in entrambi i campi, mentre quest’anno è stata 

anticipata a fine agosto a Landriano e a metà settembre a Romagnese.   

 

3.6 Riproduzione di varietà locali tramite impollinazione controllata 

Nel campo di Landriano l’Ottofile del Pavese è stato moltiplicato tramite impollinazione controllata 

sib-pool (incrocio tra fratelli), per preservarne la purezza e la diversità genetica. Nel campo di 

Landriano a differenza del campo di Romagnese ci sono altre varietà di mais che potrebbero 

impollinare le piante di Ottofile del Pavese che perderebbe così la sua purezza. Quattro- cinque spighe 

della varietà in esame sono state isolate utilizzando dei sacchetti di carta, al fine di evitare la 

fecondazione con polline indesiderato. Successivamente, al raggiungimento della maturità (antesi), è 

stato raccolto il polline da 4-5 piante, ciascuna corrispondente all'ideotipo dell'accessione. La miscela 

dei pollini ottenuta è stata utilizzata per impollinare le spighe della accessione in studio 

precedentemente isolate con i sacchetti di carta. 

Per fissare la diversità genetica osservata in specifiche piante, si è proceduto alla loro moltiplicazione 

tramite autofecondazione controllata; in questo caso, ogni pianta è stata impollinata utilizzando il 

proprio polline anziché la miscela proveniente da diverse piante della stessa accessione. 

All'interno di ciascuna accessione, alcune piante sono state lasciate riprodurre mediante 

impollinazione libera (open pollination) al fine di valutarne la produttività.  

 

3.7 Test di germinazione e analisi del seedling 

Dopo la raccolta e l’essicazione delle spighe in stufa a 40°C per 4-6 giorni, sono stati realizzati dei 

test di germinazione sui semi dell’Ottofile del Pavese. 

Il procedimento consiste nel prelevare 20 semi da 3 diverse spighe della stessa accessione (spighe 

provenienti da piante diverse della stessa varietà, coltivate nella stessa località e nelle medesime 

condizioni). I semi vengono sterilizzati per 15 minuti in ipoclorito di sodio (candeggina commerciale, 

NaClO al 5%), quindi lavati con acqua e incubati in provette da 50 ml contenenti acqua, all'interno 

di un bagno termostatico a 37°C per 3 ore. Dopo tale incubazione, i semi sono stati sottoposti a un 

secondo ciclo di sterilizzazione: incubazione per 10 minuti in ipoclorito di sodio al 5% e successivo 

lavaggio con acqua. 

Dopo la sterilizzazione, i semi vengono disposti in contenitori di plastica. I semi sono collocati su 3 

strati di carta da filtro (inumidita) e coperti con un ulteriore strato di carta per mantenere l'umidità 

fino all'emissione delle radici (FIG. 9).  
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I contenitori vengono posti all'interno di una camera climatica modello M250-RHL (MPM 

Instruments s.r.l., Bernareggio, Italia), nella banca del germoplasma. Lo strumento è specifico per la 

crescita controllata a 25°C e al 60% di umidità relativa, mantenendo l'oscurità per 3 giorni e 

successivamente esponendo i campioni a 14 ore di luce artificiale per 7 giorni (FIG. 10). I semi 

vengono controllati quotidianamente e viene registrato il numero di semi germinati; i semi ammuffiti 

o non germinati vengono rimossi.  

FIGURA 9: A sinistra (a) l’allestimento del test di germinazione. A destra (b), vasche del test di 

germinazione seminate e pronte per essere poste nella camera climatica. 

 

FIGURA 10: Camera climatica con fotoperiodo, temperatura e umidità controllati (MPM Instruments, mod. 

M250-RHL), 
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Sono stati considerati germinati i semi che presentavano una protrusione della radichetta primaria di 

almeno 2 mm. 

I seguenti parametri di germinazione sono stati calcolati secondo il metodo utilizzato da Ranal and 

Santana (Ranal and Santana, 2006): percentuale finale di germinazione o germinabilità (G%), tempo 

mediano di germinazione (T50), tempo medio di germinazione (MGT), valore di picco (PV) e indice 

di germinazione (Gi). 

Questi parametri sono stati misurati per i semi raccolti nel 2025 mentre per i semi 2026 è ancora in 

corso il processo di raccolta ed essiccazione delle spighe raccolte. 

La scelta dei parametri di germinazione fa riferimento alle metriche pubblicate da Aravind et al. 

(Aravind et al., 2023) (FIG. 11). 

 

FIGURA 11: L’immagine mostra 3 fasi diverse del test di germinazione. L’immagine a si riferisce al tempo 

di germinazione zero. L’immagine b si riferisce al terzo giorno di germinazione al buio. L’immagine c invece 

si riferisce al 10° giorno di germinazione (3 giorni di buio e 7 di luce).  

 

Al decimo giorno di crescita, sono state raccolte dieci plantule, separate in radici e germogli per 

valutare la vigoria iniziale delle piantine, asciugate leggermente, e per ciascun organo è stato misurato 

il peso fresco usando la bilancia tecnica di precisione Kern PNJ 600-3M (portata massima 620 g, 

risoluzione 0,1 g, precisione ±0.004 g); successivamente i campioni sono stati essiccati nella stufa a 

ventilazione naturale (modello STF-N 52, FALC) a 60-65°C fino a peso costante per determinare il 

peso secco, e il contenuto d’acqua è stato calcolato dalla relazione tra peso fresco e peso secco in 

percentuale (Zhang et al., 2024; Fatima et al., 2020) (FIG. 12).  
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FIGURA 12: Procedura di separazione di radici e germogli prima dell’essicazione in stufa.  

 

3.8 Parametri agronomici 

I dati agronomici sono stati rilevati durante lo sviluppo delle piante, in campo, e dopo la raccolta. 

In campo, su almeno 15 piante della varietà Ottofile del Pavese, sono stati misurati: l'altezza della 

pianta (misurata partendo dal terreno fino alla foglia bandiera l'altezza della spiga (misurata dal 

terreno al nodo in cui si inserisce la spiga principale che è la più alta), l'epoca di fioritura (misurata 

contando i giorni dalla semina), l’altezza del pennacchio (misurata dalla foglia bandiera alla fine del 

pennacchio) e il contenuto di clorofilla (misurata con metodo non distruttivo grazie allo strumento 

SPAD utilizzato sulla foglia più verde) (Williams et al., 2021). Questi dati morfologici sono stati 

presi nelle stagioni 2025-2026 in tre tempi successivi per monitorare la crescita e le differenze tra le 

piante trattate con Trichoderma e quelle non trattate.  

Dopo la raccolta, sono stati determinati la resa della spiga (espressa in grammi di semi/spiga) e il peso 

di mille semi. Il primo parametro misura la produttività lorda della spiga, pesando la spiga per intero, 

poi si sgrana e si pesa tutta la granella e il tutolo. La resa della granella indica la resa utile effettiva. 

Per il peso di mille semi, che stima la dimensione e il riempimento dei chicchi, si preleva un campione 

rappresentativo della granella, si contano mille semi e si pesano su una bilancia di precisione (Kamran 

et al., 2018). Entrambi i parametri vengono misurati in triplicato (tre spighe). 

Tali parametri rientrano tra quelli richiesti per la compilazione della scheda UPOV (Unione 

Internazionale per la Protezione delle Nuove Varietà Vegetali), volta a raccogliere i dati morfologici 

per l'identificazione di una varietà, passaggio fondamentale per l'iscrizione nel catalogo delle "Varietà 

da conservazione" (UPOV 51 - Mais) (Jamali et al., 2019).  
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3.9 Analisi genetica 

Per l’analisi genetica sono stati usati i marcatori molecolari microsatelliti o SSR (Simple Sequence 

Repeats). Questi sono costituiti da ripetizioni in tandem di sequenze corte, distribuite largamente nei 

genomi eucariotici, procariotici e virali, si trovano sia nelle regioni codificanti che non codificanti. 

Nel genoma umano occupano il 3% e in alcune piante la percentuale è molto più bassa (Lei et al., 

2021). La loro elevata variabilità deriva dallo slittamento durante la replicazione, che modifica il 

numero di unità ripetute e produce tassi mutazionali superiori a quelli delle sostituzioni nucleotidiche 

ordinarie (Hodel et al., 2016). I microsatelliti sono marcatori molecolari codominanti, multiallelici e 

altamente informativi, quindi adatti a distinguere individui, popolazioni e taxa strettamente affini. 

L’elevato polimorfismo è il loro principale vantaggio, ma hanno anche limiti come l’omoplasia, 

determinata da mutazioni inverse e la necessità di scegliere con cura il numero e il tipo di loci, 

soprattutto negli studi comparativi tra specie (Wang et al., 2021).  

 

L’analisi genetica è stata effettuata sulle 4 varietà Ottofile coltivate in Lombardia (Ottofile Pavese, 

Ottofile Tortonese, Ottofile di Codera, Ottofile del Garda) e, come controllo, sono state utilizzate 3 

varietà tradizionali di mais da polenta coltivate in Lombardia, e fenotipicamente distinte dalle varietà 

Ottofile (Mais delle Fiorine, Spinato di Gandino, Rostrato Rosso di Rovetta). Le varietà utilizzate 

come controllo sono state raccolte e conservate ex situ nella banca del germoplasma del CREA-CI 

(Consiglio per la Ricerca Agricola ed Economica, centro di ricerca sulle colture cerealicole e 

industriali; BG, Italia) prima dell’avvento degli ibridi commerciali e quindi rappresentano la diversità 

del mais presente prima dell’erosione genetica associata diffusione su larga scala degli ibridi. 

 

3.9.1 Estrazione del DNA 

Per il test sui primer SSR da utilizzare per l’analisi genetica, l’estrazione di DNA è stata effettuata 

seguendo il protocollo di Vejlupkova e Fowler (Vejlupkova and Fowler, 2003) utilizzando campioni 

di tessuto fogliare prelevati da plantule di ibrido e della varietà Ottofile del Pavese. Sono stati 

prelevati 20-40 mg di tessuto fogliare, a cui sono stati aggiunti 300 μl di buffer di estrazione (2 M 

NaCl; 200 mM Tris-HCl, pH 8,0; 70 mM EDTA, pH 8,0; 20 mM sodio metabilsofito; pH 8,0) e 100 

μl di SLS (sodio laurilsolfato) al 5%. I tessuti sono stati macinati con pestello per 40-60 secondi. In 

seguito, i campioni sono stati incubati in un bagnetto termostatato a 60°C per 30 minuti e poi 

centrifugati a 13.000 rpm per 15 minuti. Sono stati quindi prelevati 150 μl di surnatante, a cui sono 

stati aggiunti 150 μl di acetato di ammonio 5 M e 300 μl di isopropanolo; i campioni sono stati 

mescolati tramite inversione, incubati a temperatura ambiente per 15 minuti e successivamente 

centrifugati a 13.000 rpm per 15 minuti per consentire la precipitazione del DNA. Il surnatante è stato 

eliminato, rovesciando la provetta e il pellet è rimasto adeso al fondo del tubo grazie alla precedente 
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centrifugazione. Il pellet è stato lavato con 150 μl di etanolo al 70% e nuovamente centrifugato per 5 

minuti a 13.000 rpm. Dopo aver rimosso il surnatante, il pellet è stato lasciato ad asciugare per 15 

minuti a temperatura ambiente. Il DNA è stato, poi, risospeso in 30 μl di acqua ultrapura (molecular 

biology grade) pronto per poter essere amplificato tramite PCR (reazione a catena della polimerasi). 

 

3.9.2 Amplificazione tramite PCR 

Ciascun campione è stato preparato con un volume finale di 25 μl, contenente: 1 μl di DNA genomico 

precedentemente estratto (1-10 ng/μl), 5 μl di 5X Green GoTaq Reaction Buffer (Promega), 1 μl di 

primer forward (25 μM), 1 μl di primer reverse (25 μM), 1 μl di dNTPs (10 mM), 0,5 μl di DNA 

polimerasi GoTaq G2 (Promega) e 15,5 μl di H2O ultrapura per raggiungere il volume finale. I 

componenti della reazione sono stati aggiunti nel seguente ordine: acqua, 5X Green GoTaq Reaction 

Buffer (Promega), dNTPs, primers, DNA polimerasi GoTaq G2 (Promega) e DNA genomico.  

Il programma PCR utilizzato, tramite il termociclatore Bio-Rad T100, ha previsto le seguenti fasi: 

94°C per 2 minuti, (94°C per 1 minuto, 63°C per 1 minuto, 72°C per 1 minuto) per 35 volte e 72°C 

per 5 minuti.   

Le sequenze dei primer SSR utilizzati sono le seguenti (TAB. 2):  

TABELLA 2: Marcatori molecolari SSR utilizzati per la caratterizzazione genetica delle 7 varietà 

tradizionali. 

 

3.9.3 Elettroforesi su gel  

Per ogni campione sono stati caricati 10 μl di prodotto di amplificazione tramite PCR su gel di  

agarosio al 3%.  

Il gel è stato realizzato sciogliendo in forno a microonde 3 g di agarosio in 100 ml di TAE (Tris  
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Acetate EDTA buffer) ed aggiungendo 3 μl di etidio bromuro (10 mg/ml). La soluzione di agarosio 

è stata colata in una vaschetta per gel e lasciata solidificare a temperatura ambiente. Il gel è stato poi 

trasferito nella cella per la corsa elettroforetica, completamente sommerso con buffer TAE e, in 

seguito, sono stati rimossi i pettini che hanno lasciato i pozzetti con un volume di 20 μl ciascuno, in 

cui sono state successivamente caricati i prodotti di amplificazione.  

Per confrontare le dimensioni dei prodotti di amplificazione è stato impiegato il marker 100 bp DNA 

Ladder (Solis Biodyne). Come controllo negativo è stato caricato anche un campione realizzato con 

una mix di amplificazione priva di DNA. La corsa elettroforetica è stata condotta a 70 V per circa 3 

ore. A fine corsa il gel è stato osservato utilizzando il sistema GelDoc XR (Bio-Rad). 

 

3.9.4 Analisi SSR eseguita da BMR. 

Gli 8 primer forward sono stati marcati con fluorofori FAM o HEX. Sulla base degli intervalli di 

dimensione degli alleli previsti e delle combinazioni di coloranti, è stata elaborata una strategia di 

multiplexing conservativa al fine di ottimizzare l’efficienza di amplificazione e le procedure di analisi 

dei frammenti. 

Le amplificazioni PCR sono state eseguite utilizzando la Platinum™ Multiplex PCR Master Mix 

(Thermo Fisher Scientific) o il Multiplex PCR Kit (QIAGEN), seguendo le raccomandazioni dei 

produttori. Le amplificazioni multiplex consistevano in 40 cicli da 30 s a 94 °C, 90 s a 55 °C e 60 s a 

72 °C, preceduti da una fase iniziale di denaturazione e completati da un’estensione finale di 30 min 

a 72 °C in un Eppendorf Mastercycler. 

Dopo un’adeguata diluizione, l’analisi dei frammenti di DNA è stata eseguita mediante elettroforesi 

capillare utilizzando un analizzatore genetico Applied Biosystems® 3130xl (Thermo Fisher 

Scientific) con lo standard di dimensione GeneScan™ 500 LIZ™ (Thermo Fisher Scientific). I dati 

grezzi sono stati analizzati utilizzando il software Peak Scanner™ v1.0. 

I dati di genotipizzazione SSR ottenuti sono stati successivamente utilizzati per la valutazione della 

diversità genetica, la valutazione delle relazioni genetiche tra le accessioni. 

 

3.9.5 Genetic Diversity Analysis 

Le relazioni genetiche tra le accessioni sono state valutate mediante un’analisi multivariata condotta 

con il software GenAlEx. È stata eseguita un’analisi delle coordinate principali (PCoA) basata sulla 

matrice delle distanze genetiche ricavata dai dati SSR, al fine di visualizzare le relazioni tra le 

accessioni in uno spazio multidimensionale ridotto. 
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3.10 Analisi statistiche 

Il programma Microsoft Excel® è stato utilizzato per collezionare i dati.  

L'analisi statistica è stata fatta con il software scientifico GraphPad Prism (versione 8.4.3, GraphPad 

Software LLC, San Diego, California, USA, 2020). Per confrontare le medie tra i gruppi sperimentali, 

sono stati usati due test. L’ ANOVA a una via (One-way ANOVA) è stata utilizzata per valutare 

l'effetto di una singola variabile indipendente su una variabile dipendente quantitativa. L’ANOVA a 

due vie (Two-way ANOVA) è stata usata per esaminare l'effetto contemporaneo di due variabili 

indipendenti e identificare le eventuali variazioni derivanti dall'interazione tra i fattori sperimentali. 

L’omogeneità delle varianze è stata verificata con i test di Barlett (1937) e Brown-Forsythe (1974). 

Dopo i test ANOVA per capire quali gruppi differiscono significativamente tra loro sono usati test 

post-hoc (Sidak) per i confronti multipli tra i gruppi. 
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4. RISULTATI 

L’obbiettivo di questo studio è valutare il ruolo e l’efficacia del fungo Trichoderma asperellum come 

biostimolante per massimizzare la resa in mais, e contribuire alla riduzione dell’impiego di composti 

chimici.  

Nello specifico, questo studio si è focalizzato sugli effetti di T. asperellum sulla varietà tradizionale 

di mais Ottofile del Pavese.  

Il piano sperimentale ha previsto la semina di questa coltura in due diversi campi posti a diverse 

altitudini e sottoposti a diverse pratiche agricole. Il primo campo sperimentale si trova a Landriano 

ad 88m slm, è soggetto alle lavorazioni agricole convenzionali, mentre il secondo campo si trova a 

Romagnese a 630 m slm, è stato coltivati in condizioni di minimum tillage (un sistema agricolo che 

interferisce il meno possibile con il terreno, evitando o riducendo le lavorazioni per prepararlo alla 

semina).  

L’efficacia del T. asperellum come biostimolante è stata testata tramite la tecnica del biopriming. Per 

verificare l’effetto stimolante è stato valutato il vigore della pianta analizzando diversi parametri, 

quali: l’altezza della pianta, l’altezza della spiga, il contenuto di clorofilla (SPAD), la percentuale di 

germinazione e la resa. È stata inoltre valutata la capacità del T. asperellum di agire come antagonista 

nei confronti di funghi patogeni. A tal fine, è stata analizzata l'incidenza di Ustilago maydis e di 

Fusarium spp. responsabili di importanti patologie del mais, confrontando piante trattate e non trattate 

con T. asperellum.   

È opportuno sottolineare che le condizioni climatiche avverse registrate da circa metà aprile fino a 

fine luglio 2026 hanno condizionato significativamente lo sviluppo delle piante, determinando 

risultati che potrebbero non essere pienamente rappresentativi delle normali condizioni di 

coltivazione. Infatti, la siccità, le elevate temperature e i valori anomali di umidità relativa registrati 

in questo arco temporale (Fig. 13) hanno sottoposto le piante a condizioni di forte stress ambientale, 

compromettendone la crescita e potenzialmente influenzando gli effetti biologici del trattamento 

applicato. 
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FIGURA 13: Temperatura e umidità relativa registrate dalla centralina ARPA Lombardia di Landriano 

(PV) nel periodo compreso tra la semina e la raccolta (GDS: giorni dalla semina).  

 

4.1 Clorofilla nelle foglie 

La clorofilla nelle foglie è stata misurata con lo SPAD (Soil Plant Analysis Development), lo 

strumento portatile più diffuso per misurare questo parametro. In particolare è stato usato uno 

strumento prodotto da Konica Minolta, modello SPAD-502 e SPAD-502Plus (Dong et al., 2019). È 

un dispositivo non troppo ingombrante, a batterie, leggero e che consente una misurazione 

conservativa della clorofilla. Infatti la clorofilla viene misurata grazie a una piccola pressione dello 

strumento sulla foglia che non viene danneggiata e può essere quindi oggetto di misurazioni 

successive durante lo sviluppo (Süß et al., 2015). Questa procedura consente di monitorare lo stato di 

salute e la crescita delle colture.  

I valori di SPAD sono generalmente misurati sulla prima foglia distesa dall'alto a circa metà 

lunghezza della foglia. Vengono prese tre misurazioni per foglia e viene calcolata la media. Sono 

state misurate le prime 20 piante della fila, dove possibile, le stesse di cui è stata misurata l'altezza. 

L’analisi dei dati ottenuti con lo SPAD, nel 2025 (FIG. 14a) nel sito di Romagnese, sottoposto a 

regime di minima lavorazione (minimum tillage), mostrano un incremento dell'indice SPAD a seguito 

del trattamento con Trichoderma asperellum. Il dato è statisticamente significativo (p < 0.0001). Il 

gruppo trattato (RT) presenta una mediana di 41,5, mentre il controllo non trattato (RNT) ha una 

mediana di 32,7, differenza statisticamente significativa (p < 0.0001).  
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Per quanto riguarda il sito di Landriano, sottoposto a regime di coltivazione convenzionale, i valori 

di SPAD non presentano differenze significative confrontando le piante trattate con le piante non 

trattate con T. asperellum. I valori di SPAD per il gruppo trattato e per il non trattato con T. asperellum 

mostrano infatti mediane simili (49,5–48,6 rispettivamente).  

Le piante non trattate con T. asperellum nel sito di Landriano hanno valori SPAD più alti rispetto ai 

controlli di Romagnese. Questo può essere dato dall’ “effetto soffitto” (Ceiling Effect), che è un limite 

massimo naturale oltre il quale la pianta non può più migliorare il suo valore SPAD, perché ha già 

raggiunto il suo massimo biologico (Lopes et al., 2020). Infatti a Romagnese, dove si ha un ambiente 

collinare/appenninico più sfidante, soggetto a situazioni di stress idrico, termico o nutrizionale, le 

piante hanno valori basali di contenuto di clorofilla più bassi, il trattamento con T. asperellum riesce 

a compensare parzialmente la situazione di stress, portando il valore di SPAD nelle piante trattate con 

T. asperellum quasi agli stessi livelli del sito di pianura (Padilla et al., 2018). Nel sito di Landriano, 

invece l’ambiente di pianura, con condizioni nutrizionali/pedoclimatiche favorevoli, consente alle 

piante di esprimere il loro massimo potenziale. Possiamo quindi ipotizzare che il trattamento con T. 

asperellum non produca chiari benefici aggiuntivi perché la pianta ha già raggiunto il massimo 

potenziale fisiologico.  

Un altro fattore che può aver influenzato l’efficacia del trattamento è la differenza nelle condizioni di 

lavorazione del suolo. Infatti mentre a Romagnese si adotta la tecnica della minima lavorazione, a 

Landriano il terreno viene lavorato in modo convenzionale  

Questa differenza di condizioni può aver reso le differenze tra trattato e controllo più evidenti nel sito 

di Romagnese.  

Per quanto riguarda la stagione 2026 (FIG. 14b) a Romagnese le piante trattate con T. asperellum 

hanno valori di contenuto di clorofilla leggermente più alti rispetto al controllo non trattato (mediana 

41,8 per RT contro 39,6 per RNT), tuttavia la differenza non è statisticamente significativa. 

Per il campo di Landriano nel 2026 i valori di SPAD delle piante trattate con T. asperellum e del 

controllo sono inferiori rispetto alla stagione 2025 e non si evidenziano differenze statisticamente 

significative tra i campioni trattati e non trattati.   
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FIGURA 14a: Analisi dei valori di SPAD nella stagione 2025 nei campi di Romagnese (R)di Landriano (L). 

Il colore azzurro identifica i dati relativi alle piante trattate (T) mentre il colore arancione identifica i dati 

relativi alle piante non trattate (NT) con Trichoderma asperellum. I boxplot mostrano la mediana, i quartili e 

l'intervallo dei dati (min-max). Gli asterischi indicano una differenza statisticamente significativa (p < 

0,0001.) 

FIGURA 14b: Analisi dei valori di SPAD della stagione 2026 nei campi di Romagnese (R) e di Landriano 

(L). Il colore azzurro indica i dati relativi alle piante trattate con Trichoderma asperellum (T), il colore 

arancione indica i dati relativi alle piante non trattate (NT). I boxplot mostrano la mediana, i quartili e 

l'intervallo dei dati (min-max). 
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Per valutare la consistenza e la stabilità temporale dell’effetto del trattamento biostimolante sulla 

fisiologia delle piante di mais (Zea mays L.), i dati dell'indice SPAD rilevati al termine della stagione 

vegetativa 2026 sono stati posti a confronto con i risultati ottenuti nel corso del 2025 nelle stesse due 

località di prova (Romagnese e Landriano). L'analisi della varianza a due vie (Two-Way ANOVA) 

(Kitsche and Schaarschmidt, 2015) (FIG. 15) condotta sull'indice SPAD ha mostrato un'interazione 

significativa tra il fattore anno e il fattore trattamento, oltre a un effetto significativo di entrambe le 

variabili considerate singolarmente.  

Per esaminare i confronti multipli è stato usato l’esame di Sidak (Sidak, 1967) che ha evidenziato 

dinamiche differenziate in base alla modalità di trattamento e alla stagione agronomica.  

L'analisi della varianza ha evidenziato un'interazione significativa tra i fattori anno e trattamento (p 

< 0.0001), indicando che il contenuto di clorofilla non dipende solo dall'applicazione del 

biostimolante, ma è anche fortemente modulato dalle condizioni pedoclimatiche stagionali specifiche 

di ogni località. 

Nel sito collinare/montano di Romagnese, la risposta al trattamento con T. asperellum ha evidenziato 

una differente significatività tra le due annate: infatti per la stagione 2025, il trattamento ha 

determinato un incremento significativo dell'indice SPAD nei replicati trattati rispetto al controllo (p 

< 0.0001). Per la stagione 2026, pur mantenendo il valore di SPAD un valore medio superiore nel 

trattato rispetto al controllo, il confronto non ha raggiunto la significatività statistica (p = 0.3095).  

Questo risultato potrebbe essere legato a un elevato contenuto di clorofilla del controllo nella seconda 

annata che ha reso non significativo l’eventuale incremento dovuto al trattamento.  

Nel sito di Romagnese si nota una stabilità interannuale, i campioni trattati hanno mostrato valori 

medi di SPAD pressoché identici nelle due stagioni 2025 e il 2026 (41.70 vs 42.05; p > 0.9999), pur 

partendo da valori diversi di SPAD nei campioni non trattati. 

Nel sito di pianura di Landriano, invece, c’è una elevata dipendenza dal fattore ambientale, definibile 

come effetto annata sui valori di SPAD indipendentemente dal trattamento.  

Nella stagione 2025 i due gruppi, trattato e non trattato, hanno registrato i valori di SPAD più elevati 

confrontando i due anni di studio, senza differenze significative tra i due gruppi (p > 0.9999). Le 

condizioni ambientali ottimali potrebbero aver garantito livelli fotosintetici elevati a prescindere dal 

biostimolante. Per quanto riguarda la stagione 2026, invece, si è verificata una riduzione significativa 

dei valori di SPAD registrati rispetto all'anno precedente (p = 0.0014 per LT; p < 0.0001 per LNT). 

Tuttavia, l'applicazione di T. asperellum ha generato un leggero incremento del valore di SPAD nelle 

condizioni di trattato (41.35 ± 4.87), rispetto al controllo (37.09 ± 5.36), sfiorando la soglia di 

significatività (p = 0.0720). 

I risultati suggeriscono che T. asperellum possa attivare un meccanismo di fito-regolazione di risposta 

agli stress ambientali. A Romagnese la stabilità interannuale osservata suggerisce come l'inoculo 
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fungino aiuti la pianta a tamponare le variazioni microclimatiche stagionali, mantenendo stabile 

l'efficienza fotosintetica della pianta. In condizioni di maggiore stress nutrizionale o idrico, il 

trattamento con T. asperellum sembra prevenire la perdita di clorofilla (Andrzejak et al., 2022) come 

riportato in letteratura. Al contrario, quando il controllo esprime già un potenziale fisiologico elevato 

(non trattato 2026), il margine di miglioramento statistico legato all'input esterno si riduce.  

A Landriano, l'assenza di differenze tra i valori di SPAD nel 2025 e il calo nel 2026 mostrano come 

il sito sia influenzato dall'andamento meteo-climatico. Tuttavia, il trend positivo, anche se non 

statisticamente significativo (p = 0.0720), osservato nel 2026 nella particella trattata suggerisce che, 

con una stagione meno favorevole, la biostimolazione riesca ad attenuare il degrado della clorofilla e 

a sostenere l'apparato fotosintetico. 

FIGURA 15: Il grafico a barre mostra i valori dell'indice SPAD rilevati nei due siti di studio (Romagnese, 

R, e Landriano, L), mettendo a confronto i campioni trattati (T) e non trattati (NT) nelle annate 2025 (verde) 

e 2026 (blu). 

 

4.2 Altezza pianta 

Il parametro altezza della pianta viene studiato per verificare se l’inoculo con il Trichoderma 

asperellum può favorire un maggior vigore vegetativo (Dutta et al., 2024). In letteratura è riportata la 

capacità di T. asperellum di produrre auxine, fitormoni in grado di promuovere la distensione 

cellulare e la divisione cellulare (Intana et al., 2024). Inoltre T. asperellum colonizzando la rizosfera 

stimola la crescita delle radici, risultando in una maggiore estensione dell’apparato radicale, un 

maggiore assorbimento dei nutrienti e quindi in un maggior vigore della pianta (Bharti et al., 2024).  

In FIG. 16a è mostrata l’analisi della varianza ad una via (One-Way ANOVA) sull’effetto del 

trattamento con T. asperellum nella stagione 2025 nei siti di Landriano e Romagnese. L’analisi ha 

mostrato un effetto complessivo significativo dei trattamenti sull'altezza delle piante (p< 0.0001). 
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Dai confronti multipli post-hoc con test di Sidak, emerge che nel sito di Romagnese, le piante trattate 

(RT) presentano un’altezza statisticamente maggiore rispetto al controllo non trattato (RNT) (p < 

0.0001). Al contrario, nel sito di Landriano non osserviamo scostamenti significativi tra il gruppo 

trattato (LT) e il controllo (LNT).  

La FIG. 16b mostra i valori dell’annata 2026, l'ANOVA si conferma significativa (p = 0.0091) ma 

in entrambi i siti (Landriano e Romagnese), le piante trattate (LT e RT) non differiscono in modo 

significativo dalle non trattate (LNT e RNT). Da questo si può supporre che ci sia un effetto sito, 

dove la significatività del modello è da attribuire al divario di accrescimento tra il sito di Romagnese 

e quello di Landriano. 

FIGURA 16a: Grafico a boxplot dell'altezza delle piante (cm) per i quattro gruppi sperimentali Romagnese 

trattato (RT) e non trattato (RNT), Landriano trattato (LT) e non trattato (LNT), stagione 2025. Le barre 

indicano la mediana e il range interquartile; le linee verticali ed i punti isolati mostrano la dispersione e i 

valori anomali. Gli asterischi indicano le differenze significative (p < 0,0001). 
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FIGURA 16b: Grafico a boxplot dell'altezza delle piante (cm), suddiviso per le medesime tesi sperimentali, 

Romagnese trattato (RT) e non trattato (RNT), Landriano trattato (LT) e non trattato (LNT), solo per l’anno 

2026. I punti al di fuori dei baffi identificano i singoli valori anomali. 

 

Dall’analisi della varianza a due vie (FIG. 17), si ipotizza che l'effetto dell'interazione dell’anno con 

il trattamento costituisce la maggiore fonte di variazione spiegata dal modello, risultando altamente 

significativa (P < 0.0001).  

Particolarmente rilevante è l’effetto del fattore anno (p < 0.0001), che indica come l'impatto delle 

differenti condizioni meteo-climatiche tra le due annate agrarie ha influenzato lo sviluppo vegetativo 

e ha causato delle differenze nei risultati. Per il fattore trattamento, invece, non è raggiunta una 

significatività statistica.  

Dall'analisi dei confronti multipli (test di Sidak) relativi all'efficacia del trattamento nel 2025, si nota 

che a Romagnese (RT vs RNT) l’inoculo con il T. asperellum ha portato a un incremento d'altezza 

statisticamente significativo rispetto al relativo controllo (P < 0.0001), mentre per il campo di 

Landriano il trattamento con T. asperellum non ha prodotto differenze statisticamente rilevanti 

rispetto al controllo.  

Esaminando l’efficacia del trattamento nel 2026, nessun confronto intra-annuale è risultato 

significativo.  

Si osserva una contrazione generalizzata dell'altezza nel 2026. Tale flessione è significativa sia per il 

trattato di Landriano (LT) sia per il relativo controllo (LNT). Al contrario, il trattato a Romagnese 

(RT) non ha subito riduzioni inter-annuali statisticamente rilevanti, rispetto al controllo (RNT).  
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FIGURA 17: Confronto dell'altezza media delle piante tra gli anni 2025 e 2026 nelle diverse condizioni 

sperimentali. Il grafico a barre riporta l'altezza vegetativa (cm) per i quattro trattamenti sperimentali, 

Romagnese trattato (RT), Romagnese non trattato (RNT), Landriano trattato (LT) e Landriano non trattato 

(LNT). Le barre mostrano l’errore standard. Gli asterischi indicano le differenze significative (p < 0,0001). 

 

4.3 Analisi del peso di mille semi (TSW) 

Il Peso dei mille semi, rappresenta la massa espressa in grammi di 1000 cariossidi (Mirić et al., 2007). 

Questo parametro descrive la dimensione, la pienezza e il grado di riempimento della granella. Questa 

è una fase critica che avviene durante gli stadi di maturazione e definisce un parametro essenziale 

anche per il calcolo della dose di semina in campo, infatti indica l'efficienza con cui la pianta 

accumula sostanza secca nei semi (Baillot et al., 2018).  

L'analisi del peso dei mille semi (TSW) nell’annata del 2025 ha mostrato dei comportamenti differenti 

in base alla località considerata (FIG. 18a). 

A Romagnese, si nota una ottima omogeneità dei dati unita ad un incremento del peso nei campioni 

trattati (RT): dove la media si attesta a circa 312,5 g per i replicati che sono stati trattati (RT), contro 

i 300,1 g rilevati nei controlli non trattati (RNT), differenza tuttavia non statisticamente significativa.  

Nel sito di Landriano, invece, sia le piante trattate (LT) che quelle non trattate (LNT) mostrano 

un'elevata variabilità interna (con valori che vanno da 268 g a 345 g circa) e mediane simili tra di loro 

(rispettivamente 309,4 g per LT e 301,5 g per LNT).  

Nel 2026 a Romagnese si è riproposta la stessa situazione del 2025 (FIG. 18b). I risultati hanno 

mostrato un valore medio di TSW delle piante trattate superiore rispetto al controllo non trattato ma 

la differenza non è statisticamente significativa.   

Nel campo di Landriano, le avversità metereologiche unite ai danni causati dalle nutrie (Myocastor 

coypus), che si nutrono di mais, hanno compromesso la coltura portando a una produzione scarsa 

rendendo impossibile le analisi di resa e TSW (FIG. 21). 



 

47 
 

Per valutare la stabilità dell'efficacia del trattamento nel tempo e l'influenza delle condizioni 

meteorologiche inter-annuali, i dati del peso dei mille semi (FIG. 19) del sito di Romagnese relativi 

alle stagioni 2025 e 2026 sono stati sottoposti ad analisi Two-way ANOVA.  L'analisi ha evidenziato 

un effetto del trattamento significativo (p = 0,0017), il quale spiega la quota principale della variabilità 

totale.  

Indipendentemente dall'annata agronomica, le piante trattate ha registrato un incremento medio 

complessivo a favore del trattato.  

È risultato significativo l'effetto principale dell'anno (p = 0,0362), responsabile della varianza. Nel 

complesso, la stagione 2026 ha mostrato pesi unitari delle cariossidi superiori rispetto al 2025, con 

una media generale stimata di 317,0 nel 2026 contro 306,3 nel 2025. L'interazione tra anno e 

trattamento non ha raggiunto la significatività statistica confermando come l'effetto positivo 

dell'applicazione di Trichoderma asperellum sul peso del seme si sia mantenuto coerente ed 

omogeneo nei due anni d'indagine. Il test per i confronti multipli di Šídák condotto all'interno dei 

singoli trattamenti ha rivelato che per il trattamento l'aumento del TSW tra il 2025 e il 2026 è risultato 

statisticamente significativo (p = 0,0477). Diversamente, per la tesi non trattata RNT, la variazione 

tra le due annate non ha evidenziato differenze.  

 

FIGURA 18a: Peso dei mille semi (g) misurato nei due siti sperimentali (Romagnese e Landriano) per le 

tesi trattate (Trattato - blu) e non trattate (Non Trattato- arancione). I boxplot mostrano la mediana, i quartili 

e l'intervallo dei dati (min-max), anno 2025.  
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FIGURA 18b: Peso dei mille semi (TSW) registrato nel sito sperimentale di Romagnese durante la stagione 

agronomica 2026. I grafici a box rappresentano i valori minimi e massimi con la linea mediana interna per 

la il gruppo delle piante trattate (RT) e quello delle piante non trattate (RNT) (n = 3). L'analisi statistica 

condotta mediante t-test di Student a campioni indipendenti non ha evidenziato differenze statisticamente 

significative tra i due gruppi. 

 

FIGURA 19: Confronto del peso dei mille semi (TSW) nel sito sperimentale di Romagnese tra le stagioni 

agronomiche 2025 e 2026. I valori rappresentano le medie calcolate. L'analisi Two-way ANOVA ha mostrato 

un effetto significativo del trattamento (p = 0,0017) e dell'anno (p = 0,0362), in assenza di un'interazione 

significativa Anno\Trattamento (p = 0,2214). L’asterisco indica una differenza statisticamente significativa 

tra le annate all'interno dello stesso trattamento secondo il test post-hoc di Šídák (p < 0,05). 
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4.4 Peso dei semi per spiga 

Per peso della spiga intera si intende la struttura completa (rachide, glume e cariossidi) ed è un 

parametro morfologico utile per stimare le biomasse e la produttività (Eltaher et al., 2022). Invece il 

peso della granella per spiga (Grain Weight per Spike) rappresenta la massa delle sole cariossidi dopo 

la sgranatura ed è la vera e propria componente di resa (Desheva 2016).  

Il legame tra il peso dei mille semi e il peso della granella per spiga è diretto e spiega come a parità 

di numero di cariossidi formate, un peso dei mille semi maggiore causa una spiga più pesante e quindi 

una resa maggiore (Mangini et al., 2018).  

Il peso della granella per spiga mostra una correlazione genetica e fenotipica positiva con il peso dei 

mille semi risultando uno dei fattori a più alto effetto diretto sulla produttività finale della pianta 

(Zecevic et al., 2004).  

Dall’analisi della varianza sul peso dei semi per spiga, relativa all’annata del 2025, emerge un effetto 

principale significativo del sito di prova (p<0.05) indipendentemente dal trattamento applicato (FIG. 

20a). Le analisi evidenziano come la resa della singola spiga a maturità fisiologica (Guo et al., 2018), 

sia stata guidata dalle condizioni pedoclimatiche di Landriano e Romagnese, piuttosto che 

dall’inoculo con Trichoderma asperellum. In particolare, i campioni provenienti da Romagnese 

hanno registrato valori medi superiori rispetto a quelli del sito di Landriano. Al contrario, non sono 

emerse differenze statisticamente significative in risposta al trattamento né all'interno delle singole 

località né come interazione tra i fattori. 

Come per il TSW, nel 2026 la determinazione del peso dei semi per spiga è stata effettuata solo al 

campo di Romagnese (FIG. 20b). Come l’anno scorso non sono state rilevate differenze significative 

(p = 0,7189). 
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FIGURA 20a: Peso dei semi per spiga nei siti di Romagnese (RT, n = 15; RNT, n = 15) e Landriano (LT, n 

= 36; LNT, n = 39). I boxplot mostrano la mediana, i quartili e i valori minimo e massimo. 

 

FIGURA 20b: Peso dei semi per spiga nel sito di Romagnese. Le barre rappresentano l’errore standard. 

La differenza tra i due gruppi (RT e RNT) non è risultata statisticamente significativa (p = 0,72).  
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FIGURA 21: Spighe della varietà Ottofile del Pavese coltivate nel campo di Landriano nella stagione 2026 

(b), confrontate a quelle della stagione 2025 (a). La fotografia (b) mostra una produzione scarsa e un ridotto 

numero di spighe, dovuto alle avversità meteorologiche e ai danni causati dalle nutrie (Myocastor coypus. La 

scarsità di semi ha reso impossibile l'effettuazione delle analisi di resa. 

 

Per valutare la stabilità produttiva e l'efficacia del trattamento nel tempo, i dati del peso dei semi per 

spiga rilevati nel sito di Romagnese durante le stagioni 2025 e 2026 sono stati sottoposti ad analisi 

della varianza a due vie (Two-way ANOVA) (FIG. 22). Questa analisi ha dimostrato che c’è un 

effetto significativo legato al fattore Annata (p = 0,0290).  

La resa media stimata è superiore nel 2025 (93,43g) rispetto al 2026 (81,91g), indipendentemente dal 

trattamento applicato.  

Non è emerso alcun effetto significativo dato dal trattamento con T. asperellum in quanto i dati relativi 

al gruppo (RT) trattato e al gruppo non trattato (RNT) sono pressoché sovrapponibili. 

Anche l'interazione tra l’annata e il trattamento è risultata non significativa dimostrando che l'effetto 

del trattamento si è mantenuto coerente in entrambe le annate di prova. Il test di confronto multiplo 

post-hoc di Šídák condotto intra-trattamento non ha mostrato differenze statisticamente rilevanti tra 

il 2025 e il 2026, sia per quanti riguarda i trattati 2025-2026 sia per quanto riguarda i non trattati 025-

2026.   

b a 
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FIGURA 22: Peso dei semi per spiga (g) registrato nel sito sperimentale di Romagnese nei due anni di prova 

(2025 vs 2026). Le barre rappresentano la deviazione standard. L'analisi della varianza a due vie (Two-way 

ANOVA) e il successivo post-hoc test di Šídák non hanno evidenziato interazioni significative né differenze 

statisticamente rilevanti tra le tesi (RT e RNT) o tra le due annate per i singoli trattamenti (P > 0,05). 

 

4.5 Percentuale delle piante infettate 

Un altro parametro che è stato esaminato è la percentuale delle piante infette, nel sito sperimentale di 

Romagnese per l’annata agraria del 2025.  

È stato preso in considerazione questo fattore perché uno dei principali ruoli svolti da Trichoderma 

asperellum, oltre quello di biostimolante, è la competizione con fitopatogeni, garantendo alle piante 

un’ulteriore protezione contro eventuali antagonisti.  

Nel sito di Romagnese si è testata questa possibile funzione di T. asperellum, andando a valutare 

l’eventuale presenza di infezioni da Ustilago maydis e da Fusarium verticillioides sulle piante in 

campo. Il F. verticillioides è un fitopatogeno fungino ed è l’agente della fusariosi della spiga. Questo 

patogeno fa parte del Phylum degli Ascomycota. Il micelio è settato, e si riproduce in forma asessuata 

per mezzo di conidi, prodotti da conidiofori posti alle estremità delle ife fungine (Yu et al., 2021).  

La riproduzione di questo fungo è favorita in un range termico tra 4 e 37 °C, con un optimum di 25 

°C, e con umidità relativa superiore all’87% (Liu et al., 2022). Quindi lo sviluppo del fungo è favorito 

nelle campagne della Pianura Padana, dove queste condizioni si hanno prevalentemente per tutto 

l’anno (Venturini et al., 2011).  

Il secondo patogeno considerato, U. maydis, è l’agente causale del carbone del mais ed è affermato 

come organismo modello per i basidiomiceti fitopatogeni e per lo studio dei modelli di interazioni 

biotrofiche che si mantengono attive durante lo sviluppo fungino all'interno della pianta ospite.  

Questo patogeno si riproduce tramite sporidi che quando raggiungono la superficie della pianta 
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formano un’ifa tramite la quale entrano nella pianta di mais. Una volta all’interno il fungo determina, 

in meno di una settimana, sintomi di malattia evidenti (tumori) sulle parti aeree del mais, questa 

posizione favorevole può permettergli, tramite condizioni climatiche avverse, di espandersi (Djamei 

and Kahmann, 2012). U. maydis, pur non essendo economicamente minaccioso, costituisce un 

problema perché può determinare il deprezzamento del raccolto (Brefort et al., 2009).  

Per quanto riguarda il sito sperimentale di Romagnese dell’anno 2025, l'analisi fitopatologica ha 

evidenziato una riduzione dell'incidenza infettiva nelle piante che sono state sottoposte a trattamento 

rispetto al controllo non trattato, sia per l’agente patogeno Fusarium verticillioides sia per Ustilago 

maydis (FIG. 23). 

Per quanto riguarda il Fusarium verticillioides l’analisi dei campioni ha mostrato che le piante trattate 

hanno registrato un'incidenza d'infezione circa del 2,14%, contro un’incidenza del 4,17% riscontrata 

nel controllo non trattato. La stima dell'effetto mostra un rischio relativo pari a 0,5143 e un Odds 

Ratio pari a 0,5036, indicando che il trattamento può dimezzare circa il rischio di infezione da 

Fusarium. 

Per Ustilago maydis si ha un trend analogo su un totale di 380 piante analizzate. Nei campioni trattati 

l'incidenza di infezione si attesta allo 0,71%, a fronte dell'1,67% rilevato nel non trattato. L'Odds 

Ratio calcolato è pari a 0,4245 confermando la riduzione della frequenza d'infezione nelle tesi trattate. 

Tali evidenze suggeriscono un'efficacia protettiva del trattamento nel contenere la diffusione dei 

patogeni fungini presi in esame nel contesto ambientale di Romagnese. 

FIGURA 23: Incidenza dell'infezione (%) da Ustilago maydis e Fusarium verticillioides nei campioni di 

mais trattati (Treated) e non trattati (Not Treated) presso il sito sperimentale di Romagnese. Gli istogrammi 

rappresentano la percentuale di piante infette riscontrate per ciascun patogeno fungino. Per entrambi i 

patogeni testati si ha una evidente riduzione delle percentuali di infezione nelle piante trattate con 

Trichoderma asperellum (T) rispetto al loro controllo non trattato (NT). 
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4.7 Analisi genetica tramite marcatori SSR  

4.7.1 Controllo dell’efficienza dei marcatori SSR scelti 

Gli ampliconi ottenuti dall’amplificazione dei campioni di DNA dell’ibrido commerciale (SY 

Lavaredo) e della varietà Ottofile del Pavese con i marcatori bnlg1429, ZAG105, nc009 sono stati 

sottoposti ad analisi mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio al 3% come si può osservare 

nelle FIG. 24a e 24b.  

La dimensione dei prodotti di amplificazione, evidenziata grazie all’analisi elettroforetica in presenza 

del marcatore di peso molecolare 100 bp, ha confermato la specificità e informatività dei marcatori 

SSR utilizzati che hanno prodotto bande corrispondenti alle dimensioni attese e polimorfiche nella 

varietà Ottofile del Pavese.  

FIGURA 24: Analisi elettroforetica su gel di agarosio al 3% degli ampliconi SSR (fila superiore marcatore 

ZAG105, fila inferiore marcatore nc009) ottenuti dai campioni di DNA di mais ibrido (SY Lavaredo) (a) e 

della varietà tradizionale Ottofile del Pavese (b). Nel primo e nell’ultimo pozzetto di ogni fila di campioni è 

presente il marcatore di peso molecolare da 100 bp. 

 

4.7.2 Analisi genetica sulle 4 varietà: Ottofile del Pavese, Ottofile tortonese, Ottofile di Codera, 

Ottofile del Garda (effettuata da BMR) 

L’analisi PCoA eseguita sui dati ottenuti utilizzando gli 8 marcatori molecolari SSR scelti su sulle 4 

varietà Ottofile del Pavese, Ottofile tortonese, Ottofile di Codera, Ottofile del Garda, (FIG. 25), ha 

evidenziato una differenziazione genetica tra queste 4 varietà coltivate in Lombardia e quindi una 

identità univoca e distinta della varietà Ottofile del Pavese. Pertanto, quando si fa riferimento 

all’Ottofile Pavese, si identifica uno specifico profilo genetico distinguibile rispetto agli altri materiali 

Ottofile analizzati. 
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Inoltre l’analisi PCoA ha evidenziato come le varietà storiche utilizzate come controllo (mais delle 

Fiorine, Rostrato Rosso di Rovetta, Spinato di Gandino) pur mantenendo ciascuna un’identità 

chiaramente distinta dalle altre, costituiscono un gruppo a parte rispetto al gruppo delle 4 varietà 

Ottofile.  

FIGURA 25: Analisi delle coordinate principali (PCoA) delle 4 varietà Ottofile coltivate in Lombardia 

(Ottofile pavese, Ottofile tortonese, Ottofile del Garda e Ottofile di Codera) e dei 3 genotipi "storici" di 

riferimento (mais delle Fiorine, Rostrato Rosso di Rovetta, Spinato di Gandino), basata su otto marcatori SSR. 

La percentuale di variazione spiegata dai primi due assi è rispettivamente del 33,71% e del 22,08%. 
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5 DISCUSSIONE 

L’obiettivo di questo lavoro è stato valutare l’efficacia del trattamento di biopriming con Trichoderma 

asperellum (fungo biostimolante e agente di biocontrollo) su una varietà tradizionale di mais, 

l’Ottofile del Pavese. Le attività di sperimentazione, condotte nel biennio 2025–2026, hanno messo 

a confronto due agroecosistemi con differenze altimetriche, gestionali e di terreno: il sito di pianura 

a Landriano (PV), (88 m s.l.m., terreno irriguo gestito con pratiche di agricoltura convenzionale) e il 

sito collinare/appenninico a Romagnese (PV), (850 m s.l.m., gestione in minimum tillage, assenza di 

irrigazione).  

Dai dati raccolti emerge come l’efficacia del trattamento sia molto condizionata dalle condizioni 

pedoclimatiche del sito e dai livelli di stress della pianta. Nel campo a Romagnese, sito in una zona 

pedoclimatica più stressante per il mais, il trattamento ha mostrato un significativo impatto fisiologico 

e biometrico.  

Nella stagione 2025, l’indice SPAD (stato nutrizionale e contenuto di clorofilla) e l’altezza delle 

piante hanno registrato un incremento significativo (p < 0.0001) nei campioni trattati rispetto al 

controllo. Questo risultato può essere giustificato dall’effetto del trattamento nel miglioramento 

dell’esplorazione radicale e dell'assorbimento di azoto. Inoltre, si è osservata una maggiore stabilità 

tra gli anni dell’indice SPAD tra il 2025 e il 2026 nei campioni trattati a Romagnese rispetto a quelli 

in pianura, evidenziando quindi una capacità di mitigazione nei confronti delle fluttuazioni 

microclimatiche.  

Possiamo ipotizzare che nel sito di pianura, in condizioni ottimali di allevamento, il campione di 

controllo (non trattato) esprimeva già il massimo potenziale biologico. Quindi nella stagione 2025 si 

è ottenuto un "effetto soffitto", per cui l’inoculo non ha determinato differenze significative nei 

parametri di accrescimento. Però, nella stagione 2026, caratterizzata da condizioni climatiche avverse 

l'applicazione di T. asperellum nel campo di Landriano ha mostrato una tendenza positiva a mitigare 

il degrado clorofilliano rispetto al controllo sofferente per stress termico, pur senza raggiungere la 

piena significatività statistica (p = 0.0720).  

Per quanto riguarda invece l’attività di antagonismo ai fitopatogeni T. asperellum ha confermato la 

sua capacità di azione antagonistico-preventiva. Nel sito di Romagnese, la frequenza di piante colpite 

da Fusarium verticillioides e Ustilago maydis è stata ridotta della metà rispetto al controllo non 

inoculato. L’azione di nicchia e di micoparassitismo alla rizosfera impedisce la colonizzazione 

sistemica del patogeno e limita il rischio di accumulo di micotossine (fumonisine) nella granella, 

fattore cruciale per le filiere sia agroalimentari che zootecniche. 

I parametri produttivi sono stati influenzati dalla variabilità microclimatica e geografica (differenza 

pianura-collina) più che dall’applicazione del biostimolante. La risposta della resa risente fortemente 
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della finestra temporale e sinergica di fioritura e riempimento della cariosside, fasi in cui lo stress 

termico del 2026 ha parzialmente mascherato i benefici cumulativi dell'inoculo radicale. 

 

  



 

58 
 

6 CONCLUSIONE 

I risultati preliminari dello studio condotto nel biennio 2025–2026 dimostrano che l'uso di 

Trichoderma asperellum come agente di biopriming è efficace sulla varietà tradizionale di mais 

Ottofile Pavese e può essere considerata come strategia di valorizzazione di un patrimonio 

tradizionale locale.  

L'inoculo con T. asperellum esprime il suo massimo valore applicativo in ambienti di coltivazione 

caratterizzati da stress, non irrigati, a basso input nutrizionale e gestiti con pratiche di agricoltura 

conservativa (minimum tillage). In tali contesti, il microrganismo agisce, come ipotizzato, da 

catalizzatore fisiologico, aumentando lo sviluppo vegetativo, la stabilità dell'efficienza fotosintetica 

e la tolleranza agli stress abiotici. 

Durante questo studio è stato osservato che T. asperellum ha agito come agente di biocontrollo in 

grado di ridurre l'incidenza di patogeni fungini come Fusarium spp. e Ustilago maydis, confermando 

essere una possibile alternativa ecologica ai trattamenti sintetici di concia e tutelando la qualità 

sanitaria dei prodotti.  

In conclusione, T. asperellum può essere considerato come uno strumento biotecnologico chiave per 

coniugare la tutela dell'agrobiodiversità locale con gli obiettivi di sostenibilità ed ecocompatibilità 

previsti dall'Agenda 2030 (SDG 2, 12, 13 e 15). 
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